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Eloszo

A szervezetbe kerilild testidegen anyagok (gyogyszerek, élelmiszerek, stb.) a
szervezet endogén biokémiai mechanizmusainak részvételével kémiailag atalakulnak a
szervezetben. Az atalakult szarmazékok (metabolitok) szerkezetét, mennyiségét,
valamint tovabbi sorsat elsOsorban a testidegen anyagok (xenobiotikumok) néhany
alapvetd fizikai-kémiai tulajdonsaga, igy a (tér)szerkezet, az ionizacids készség,
valamint a lipofil-hidrofil fazisok k6zo6tti megoszlasi hanyados hatarozza meg.

A szervezetbe kerlild gyogyszerek metabolikus atalakuldsainak kémidja a
gyogyszerészi kémiai ismeretek integrans része. Tobb éves oktatdsi tapasztalataink
alapjan azonban megallapithatd, hogy a gyogyszervegyliletek metabolizmusanak kémiai
alapjai, a keletkezett metabolitok fizikai-kémiai jellemzése, valamint megismert
mellékhatdsok és a vegyiiletek metabolikus 4talakuldsai kozotti  Osszefliggések
molekuléaris szintli megismerése tilmutat a tantargy oktatasara rendelkezésre allo
oraszamokon.

Jelen tananyag a gyogyszerészi kémia tananyagot kiegészitd véalaszthato
kurzusként meghirdetett tantargy fobb fejezeteinek alapjan irddott. A tantargy keretében
a hallgatok megismerkednek a szervezetbe keriil testidegen anyagok (koztik a
gyogyszerként alkalmazott vegyiiletek) kémiai atalakulasainak kémiai természetével, a
keletkezd metabolitok szerkezetével, valamint a reakcidkat katalizdld enzimek
mikodésének mechanizmusaival. A tananyag bemutatja a gydgyszerek (testidegen
anyagok) metabolikus transzformacids reakcidinak molekularis mechanizmusait,
kiemelve az enzim-szubsztrat kolcsOnhatas szerepét a  katalizalt reakciok
mechanizmuséban, sztereoszelektivitdsdban valamint sztereospecifikussdgaban. Az
érdeklédé olvasd szamara az egyes fejezetek mélyebb megismerését Osszefoglald
kozlemények segitik.

A szerkesztSk koszonetiiket fejezik ki Dr. Lazar Laszlo egyetemi docens Urnak
(Szegedi Tudomanyegyetem), aki lelkiismeretes lektori munkajaval, épitd jellegi
megjegyzéseivel, javitasaival jarult hozza, hogy a hallgatok hiteles, megbizhatd
forrasbdl ismerkedjenek meg a gyogyszerek metabolikus atalakuldsainak molekularis
szintll ismereteivel.

A tananyag modulszerli felépitése lehetdveé teszi, hogy a jovoben sziikség szerint
ujabb teriiletekkel, tovabbi metabolikus transzformaciokon alapulé nemkivanatos
hatasok molekularis alapjainak részletes targyalasaval béviiljon. Ezzel kapcsolatban a
tananyag szerkesztje drommel vesz minden hozza eljuttatott javaslatot. Természetesen
a szerkesztd koszonettel vesz barmi, a javitasra vonatkoz6 megjegyzést.

Pécs, 2015. szeptember

A szerkeszto

Azonosito szam: 13
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I Testidegen anyagok sorsa a szervezetben

|.1 Testidegen anyagok szervezetbe torténé  bejutasanak
legfontosabb utjai

A testidegen anyagok szervezetbe tOrténd bejutdsanak legfontosabb utjai a
kovetkezok:

1. Szajon keresztiil (per 0S)
Ez esetben a szervezetbe bekeriildé anyag a gyomor-bél rendszer kiilonb6zo
szakaszain (szdjlireg, gyomor, vékonybél) szivodik fel és keriil be a centralis
keringésbe. A vékonybélbdl felszivodd anyagok eldszor a vena portae-n
keresztlil a majba keriilnek, és csak azt kovetden tovabbitja Oket a centralis
keringés a kiilonbozé szervekbe. A felszivodott anyagok a centralis keringésbe
keriilést megel6zéen a majban (és a gyomor-bél rendszer epithel sejtjeiben)
metabolikusan 4talakulhatnak. A centralis keringésbe keriilést megel6z6
hepatikus metabolizmust a szakirodalom ,,first pass” hatasként irja le.

2. Tiidon keresztiil, inhalacioval.
A tlidon keresztiil a szervezetbe keriilo testidegen anyag kdzvetleniil a centralis
keringésbe kertil, kikerlilve ezaltal a per os alkalmazott gydgyszerek esetén
fellépd un. ,.first pass” metabolikus atalakulast.

3. Intravénasan
Intravénas bekeriilés esetén a testidegen anyag kdzvetleniil a centralis keringésbe
keriil. A kialakuld hatds szempontbdl az anyag hasznosuldsa ez esetben
maximalis.

4, Intraperitonedlisan
A hasiiregbe torténd bekeriilés gyakorlatilag csak az experimentalis
farmakologidban, illetve toxikoldgiaban fordul el6.

S. A bor kiilonbozo rétegein keresztiil
E kategoridba sorolhatok a bor feliiletérdl (dermalisan) torténd felszivodas,
valamint a bor kiilonbozd rétegeibe injektalt hatdanyagok felszivodasa. Az un.
szubkutan beadéasnal a bdr alatti zsirszovetbe szurjak a tiit, a befecskendezett
anyag a kapillarisokon vagy a nyirokerek keresztiiljut a véraramba.

6. Intramuszkularisan
Az intramuszkularis adagolast akkor alkalmazzik, amikor nagyobb térfogata
gyogyszert jutatnak a szervezetbe. Az, hogy a gydgyszer milyen gyorsan keriil a
véraramba, részben az izom vérellatasatol fligg; minél gyérebb a vérellatas,
anndl lassabban.

7. Végbélen keresztiil
A végbélen keresztiil torténd bejutds esetén a szervezetbe keriild anyag
kozvetleniil a centralis keringésbe kertil. (Kikeriili a maj n. ,,first pass” hatasat.)
A végbél belsd boritdsa vékony és siirlin atszott erekkel, ezért a hatdéanyag
konnyen felszivodik.

A kiilonboz6 utakon a szervezetbe keriild testidegen anyagok tovabbi sorsat
Osszefoglaloan az I-1. abra mutatja be.
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I-1. abra: Kiilonb6z06 utakon a szervezetbe jutott anyagok sorsa a szervezetben.
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[.2 Metabolikus atalakulasok

Szekretumok

A szervezetbe keriild6 gyogyszerek és egyéb testidegen anyagok (un.
xenobiotikumok) nagy része a szervezetben kémiailag atalakul. A gydgyszervegyiiletek
metabolizmusanak vizsgalata a 19. szazad els6 feléig nyulik vissza. Torténetileg a
benzoesav glicinnel képzett konjugatuma, a hippursav volt az els6ként izolalt
metabolitok egyike, melynek szerkezetét V. Dessaignes 1845-ben irta le (I-2. abra).

I-2. abra: A benzoesav hippursavva torténd atalakulasanak reakcioja.

G 2

N
OH NH—CH,—COOH

~

+ H2N—CH2—COOH —_—> + H20

benzoesav glicin hippursav

A teriileten folytatott munkak elsé Osszefoglalojanak megirasa R.T. Williams
nevéhez flizédik. aki 1957-ben megjelent ,Detoxification Mechanisms” cimi
konyvében a testidegen anyagok egy altalanos sémajat irta le, melyben a testidegen
anyagok metabolikus atalakulasait ,,Fdzis I’ (oxidacio, redukcid, hidrolizis) és ,,Fazis
I1” (szintézis) csoportokra osztotta. (I-3. abra).

Azonositd szam: 15
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I-3. abra: A xenobiotikumok atalakulasanak két lehetséges utja (R.T.Williams).

inaktivalas
in
Ny,
/n‘/[/a/

Fazis | Fazis Il
oxidacio, redukcio, hidrolizis szintézis

A gyogyszerek biotranszformaciojanak vizsgalata az 1950-es évektdl a
farmakologiai, a gyogyszerészi-kémiai, valamint a toxikologiai kutatasok
kozéppontjaban all. A gyogyszerek ¢és mas testidegen anyagok Fazis 1 és Fazis 11
atalakuldsainak vizsgdlata nagyban hozzéjarult ahhoz, hogy napjainkban a korabbi
vegyiiletekhez viszonyitva joval kevesebb mellékhatassal bird szdrmazékokat sikeriil a
gyogyaszatba bevezetni. Az egyes biotranszformacios utak molekularis szintli
vizsgalata alapjan ugyanis megallapithaté volt, hogy az eredendden detoxikalo
folyamatok soran reaktiv szarmazékok keletkezhetnek, melyek toxikus hatasok
kialakulasat eredményezhetik.

A testidegen anyagok metabolikus atalakuldsait kémiai/biokémiai szempontbol a
kovetkezOképpen csoportosithatjuk:

(1) Nem enzim-katalizalt (spontan) reakciok

(2) Enzim-katalizalt reakciok

(a) Mikroszomalis enzimek altal katalizalt reakciok

(b) Nem-mikroszoémalis enzimek altal katalizalt reakciok
A metabolikus transzformaciokat katalizaldé enzimek mikroszomalis ¢és nem-
mikroszomalis ~ csoportokba  torténd  besoroldsa  az  elroncsolt  sejtek
(sejthomogenatumok) ultracentrifugalds soran keletkezd frakcidinak megnevezése
alapjan torténik. A mikroszoma frakcioban megtaldlhaté enzimek membranhoz kdotve,
még a mikroszoma frakcid feliiliszojaban 1évé enzimek a citoszolban és egyéb
sejtfolyadékokban talalhatok az intakt sejtekben.

1.2.1 Fazis | atalakulasok

A fazis 1 metabolikus atalakuldsok harom nagy csoportba sorolhatok: (a)
oxidacios, (b) redukcios és (c) hidrolitikus reakciok. A fazis I reakciokat katalizalo
enzimeket az intakt sejten beliili lokalizacidjuk szempontjabdl membranhoz kotott €s
nem membranhoz kotott csoportokba sorolhatjuk, melyek a sejthomogenizdtumok
centrifugaldsaval nyerhetdé un. mikroszémalis, illetve nem-mikroszomalis frakciojaban
talalhatok (I-1. tablazat).

I-1 tablazat. A fazis 1. metabolikus atalakulasok legfontosabb reakcioutjai és az azokat
katalizal6 enzimek f0 szubcellularis lokalizacioi.

Reakciout Enzim vagy reakcio Lokalizacio®

Oxidacio Citokrém P450 mikroszéma, mitokondrium
Flavin-monooxigenaz mikroszoma
Prosztaglandin-H-szintetaz mikroszoma
Monoamin-oxidaz mitokondrium
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Reakciout Enzim vagy reakcio Lokalizacio®
Aldehid-dehidrogenaz mitokondrium, citoszol
Alkohol-dehidrogenaz citoszol
Xantin-oxidaz citoszol

Redukcio Azo-reduktaz bélflora,mikroszoma,

citoszol

Nitro-reduktaz bélflora, mikroszoma,
citoszol

Karbonil-reduktaz citoszol

Kinon-reduktaz citoszol

Hidrolizis Eszteraz mikroszoma, citoszol,

lizoszéma

Peptidaz lizoszoma

Epoxid-hidrolaz mikroszoma, citoszol

*Magyarazat: a) A mikroszoma membranhoz kotdtt enzimaktivitast jelent, ahol a membran
jelentheti a sejtmembrant, vagy sejten beliili membrant; b) A citoszol a sejt citoszolban oldott
enzimek aktivitdsat jelenti.

1.2.2 Fazis Il atalakulasok

A Fazis Il reakciok jellegzetessége, hogy az eredeti, vagy mar korabbi metabolikus
transzformécio(k) sordn modosult szerkezetli vegyliletek (metabolitok) a szervezet
néhany kismolekuldjaval reagéalva, a reagaldé molekuldknal altalaban kevésbé lipofil
(jobb vizoldékonysagu) és kevésbé toxikus konjugécios, addicids vagy szubsztitlicids
termékké alakulnak. A Fazis II atalakulasok legfontosabb tipusait, az atalakuldsokat
katalizal6 enzimeket és az enzimek celluldris lokalizacidjat az I-2. tablazat foglalja
Ossze.

I-2 tablazat. A fazis II. metabolikus atalakulasok legfontosabb reakcioutjai és az azokat
katalizal6 enzimek f6 szubcellularis lokalizacioi.

Reakciout Enzim Lokalizacio®
Gliikuronsav-konjugacio UDP-gliikuronil-transzferaz mikroszoma
Szulfat-konjugacio Szulfotranszferaz citoszol
Glutation-konjugacio GSH S-transzferaz citoszol,
mikroszoma
Aminosav-konjugacio Acil-CoA: aminosav N- | citoszol,
aciltranszferaz mitokondrium
Acetilezés N-acetiltranszferaz citoszol
Metilaciod Metiltranszferaz citoszol,
mikroszoma

*Magyarazat: a) A mikroszoma membranhoz kotott enzimaktivitast jelent, ahol a membran
jelentheti a sejtmembrant, vagy sejten beliili membrant; b) A citoszol a sejt citoszolban oldott

enzimek aktivitasat jelenti.
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1.3 Felszivodas, kiliruilés

A szervezetbe keriild testidegen anyagok felszivodasanak és Kkiiiriilésének egyik
legfontosabb cleme a vegyliletek és/vagy metabolitjainak a kiilonb6zé bioldgiai
membranokon torténé atjutisa. A testidegen anyagok kiilonb6zé  bioldgiai
membranokon torténd atjutasanak legfontosabb utjai az (a) egyszerii diffiizio és a (b)
membran-medialt transzport mechanizmusok.

1. Egyszeri diffuzio

Az egyszerl diffuzio két f6 tipusa az

(a) atjutas a vizes porusokon, (paracelluldris Gt), valamint a
(b) beoldodas a lipidrétegbe (transzcellularis ut) (I-4. abra).

crer

lipofil kis hidrofil
molekulak molekulak

N\ 4

v
diffuzio a diffizi6 a
pérusokon

lipoidrétegen

Az On. paracellularis diffuzios ut elsdsorban kisméretii és hidrofil karakterii molekulak
el6tt all nyitva, a szoros sejtkapcsolatokon (,,tight-junction”) keresztiil valosul meg. A
maximalis molekulaméret, ahol még a paracellularis diffuziés folyamattal szdmolni
lehet, az kozelitéleg 250 Da.

A transzcellularis transzport sebességét alapvetéen a transzportdlt anyag lipid-
oldékonysaga hatarozza meg.

Mindkét folyamat a koncentracid gradiens irdnyaba jatszodik le; az anyag a nagyobb

--------

anyagok felszivodasanak leggyakoribb formaja az egyszeri transzcellularis difftizio.

2. Membran-medialt transzport

A membran-medialt transzportfolyamatok soran a membran valamely Osszetevdje
specifikus kolcsonhatdsba 1ép a transzportdlandd anyaggal. A membran-medialt
transzport legfontosabb jellemzoi a kovetkezok:

(1) A folyamat specifikus a transzportilandé anyagra; rokon vegyiiletek és
sztereoizomerek kozott kiilonbséget tud tenni.

(2) A hasonld szerkezetli anyagok egymas transzportjat befolyasoljak;
leggyakrabban a szallitohelyekért (kotohelyekért) torténd vetélkedés miatt
gatoljak.

(3) A transzport telitddést mutat; a szallité kapacitas meghatarozott maximummal
rendelkezik.

(4) A transzport tobbé-kevésbé specifikusan gatolhato.
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(5) A folyamat aktivalasi energidja és pH-fiiggése az enzimreakciokhoz hasonld
sajatossagokat mutat.

A membran-mediélt transzportnak két fontos tipusat ismerjiik

A passziv transzport, vagy mas néven konnyitett diffuizio soran a transzport
fehérje kiilsé energiat nem hasznal, ezért netté anyagtranszport csak addig torténik,
amig a transzport hajtdereje (koncentracio6 kiilonbség) meg nem sziinik.

Az aktiv transzport, ami soran a membranon atfolyd anyagéramlas a
koncentrécio (illetve elektrokémiai) gradienssel szemben folyik. A folyamatot mindig
karrier fehérjék Katalizaljak. Az aktiv transzportban a transzportfehérje meghatarozott
iranyba pumpélja a molekulakat, mert szigortian kapcsolt valamilyen energiaforrassal
(ATP  hidrolizis, fény wvagy iongradiens). E csoportba sorolhatok a
membrandthelyezddéssel jaro transzport-folyamatok is, melyek két f6 formaja az (a)
endocitozis (fagocitozis €s pinocitdzis), valamint a (b) exocitozis.

A gybgyszerek (testidegen anyagok) kitiriilése az a folyamat, amelynek sordn a
gyogyszerek és/vagy metabolitjaik teljes mértékben tdvoznak a szervezetbdl és ezaltal
hatasuk véglegesen megsziinik. A kilirilés soran a gyogyszernek (metabolitjainak)
ugyanugy bioldgiai membranokon kell athaladniuk, mint a felszivodas soran, de itt a
legfontosabb az aktiv transzport folyamata.

A gyogyszerek eliminacidja a (a) vesén keresztiil, a (b) epén keresztil, a
széklettel, a (C) tiidon keresztiil és (d) egyéb szekrétumokkal (pl. verejtékmirigyeken
keresztiil, anyatejjel).

(@) A kivalasztas szempontjabol a vese a legjelentdsebb szerv. A vesén keresztiil

torténd kitiriilést harom tényezd hatdrozza meg.

(1) A glomerulusfiltracio (GFR) soran a glomeruluskapillarisok a vizet és a
benne oldott kis molekuldkat a vesetubulusokba filtraljak. A
glomerulusfolyadékban a gyogyszerek koncentracidja megegyezik a plazma
gyogyszer-szintjével. A polaritas gatolja a filtraciot, foleg a teljes negativ
toltéssel rendelkez6 anionok filtralodnak nehezebben.

(2) Az aktiv tubularis szekrécio szamos gyogyszer (pl. bazisok, savak) szamara
biztositja a kivalasztédast a proximalis tubulusok lumenjébe. Ezen az tton
valasztddnak ki a vizoldékony, ionizalt glilkuronsav- ¢és szulfat-
konjugatumok is. Az aktiv tubularis szekrécidé anion- és kationtranszportja
egymastél jol elkiilonithetd folyamatok. Mindkettd ATP-igényes,
kapacitasuk telithetd. Jellemzd, hogy a szubsztratok vetélkednek egymassal a

(3) A passziv reabszorbcio vagy passziv tubularis redisztribucid soran a
lipoidoldékony, nem ionizalt gyogyszerek a passziv diffiizié révén a vérbe
visszaaramolhatnak.

(4) A proximalis tubulussejtek tubulus fel6li membranja aktiv tubularis
reabszorpciora képes Az aktiv tubuldris reabszorbcio a kivélasztast
befolydsold negyedik tényezének is tekinthetd. FO szerepe az endogén
anyagoknak (cukrok, aminosavak, hugysav, ionok) a tubulusokbol
koncentraciogradiens ellenében torténd visszavétele.

Azonositd szam: 19
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(b) A vesén keresztiil torténd kivalasztodas mellett megemlitend6 a gyogyszerek
és metabolitjaik epével torténd kivalasztodasa. Naponta kb. 1 liter epe iril a
patkdbélbe. A gyogyszerek nagy része a vena portae rendszeren keresztiil bejut a
majba, majd karrier-medialt transzport illetve passziv diffuzié révén bejutnak a
majsejtekbe, ahol metabolizaldédnak. A majsejtekbdl az 1000 daltonnal kisebb
molekuldk az epével egylitt a duodénumba juthatnak. A duodénum tartalma végighalad
a tapcsatornaban. Ekozben néhany, a szervezet szamara fontos anyag (epesavak, Ds-,
B1o-vitamin, folsav, szteroidok) visszaszivodik, az egyéb vegyiiletek pedig a széklettel
iriilnek. Olyan gyogyszerek, amelyek serkentik az epe friilését (Spironolakton,
fenobarbital), fokozzak a gyogyszerek Kiiiriilését is.

(c) A tidon keresztiil is végbemehet a gyodgyszerek, foként a gazok és mas
illékony anyagok, valamint az alkohol kivalasztédasa. A tiidében nem érvényesiilnek
fajlagos transzportmechanizmusok, minddssze az alveolaris levegében levé parcialis
nyomads hatarozza meg, hogy egy anyag a leveg6bdl a vérbe vagy a vérbol a levegdbe
jut. Tehat a folyamat a passziv diffuzié szabalyai szerint megy végbe. A tiidon
keresztiili eliminacio sajatossagai k6zé tartozik, hogy (a) a gazok valtozatlan allapotban
riilnek, (b) az eliminacidé aranyos a légzési frekvenciaval és (C) a tiidokeringés
erdsségével. Ha egy gaz rosszul oldodik a vérben (pld: dinitrogén-oxid), a tiidén
keresztiil atfolyd vér gyakorlatilag teljesen megtisztul téle. Ha egy anyag jol oldodik a
vérben, a tiidén keresztiil valé tirtilése lassu és elhizodo, mint pl. az alkohol esetében.

(d) Egyes gyogyszerek vagy metabolitjaik kivalasztodhatnak a verejtékmirigyek
és a tejmirigyek exkrétumai altal. A Kivalasztodas modja passziv diffazio. A kivalasztas
szempontjabol fontos a vér és az exkrétum kozotti pH kiilonbség. A lipoidoldékony,
vérben nem ionizalt molekuldk anyatejbe torténd passziv diffizioja nagyon intenziv. A
vegyiiletek szérumfehérjékhez torténd kotddése gatolja az anyatejbe torténd
kivalasztodasukat.
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I1 Enzimkatalizalt reakciok mechanizmusa l.

Mechanizmus, reakcidkinetika

Ha egy reakci6 aktivalasi energidja nagy, a szobahdémérsékleten lejatszodo litkdzések
csak igen kis hanyada vezet reakciora. A reakciosebességet nagymértékben ndvelik
egyes adalékanyagok, az Un. katalizatorok. A katalizatorok részt vesznek a reakcioban,
kozbeeso, atmeneti terméket képeznek, majd visszaképzddnek és a végtermék mellett
eredeti alakjukban és mennyiségben megtalalhatok.

A katalizator hatasa elsdsorban azzal magyarazhatd, hogy csokkenti a reakcio
aktivalasi energiajat (az aktivacios gat magassagat) (11-1. abra). Az enzimek a szervezet
biokatalizatorai. Az enzimek miikddésére —mint mint minden méas katalizator hatasara —
alapvetden az jellemzd, hogy anélkiil, hogy a folyamat szabadenergia-valtozasat (illetve
egyensulyi reakciok esetén az egyensulyi allandé szamszerii értékét — befolyasolnak,
jelentdsen csokkentik az aktivalasi energiat. Ennek eredményképpen adott
hémérsékleten a reakcid sebessége megnd. A reakcid lejatszodasdhoz, vagy az
egyensulyi allapot eléréséhez sziikséges 1d6 megrovidiil.

11-1. abra: Katalizalt és nem-katalizalt reakciok energiaprofilja.

Nem katalizalt reakcio

N
N
Katalizalt reakcio™

reaktans

termék

A szervetlen katalizdtorokhoz viszonyitva az enzimek jelentds mértékben
csokkentik az aktivalasi energiat. Igy enzimek jelenlétében a kémiai reakciok sebessége
nagysagrendekkel megnovekszik. Az enzimkutatdsok modern kordnak kezdetét J. B.
Sumner munkassagatol szamithatjuk, akinek el6szor sikeriilt tisztitott uredz enzimet
kristalyositani (1926). Sumner megallapitotta, hogy az enzim fehérje természetli
vegylilet.

Az azdta eltelt iddben megismert enzimek legtobbjérdl beigazolodott, hogy azok
egyszerti, vagy Osszetett fehérj¢ék. (Néhdany RNS molekula is rendelkezik
enzimaktivitassal, de az RNS-enzimek talmutatnak e tananyag keretein.) Az enzimek
fehérje-természetébdl kovetkezik, hogy minden a fehérjékre jellemzd fizikai-kémiai
sajatsag jellemzé az enzimekre is. Igy a szerkezeti, térszerkezeti felépités, a
makromolekuldkra jellemzd fizikai-kémiai tulajdonsdgok, a kornyezettdl fliggd
konformacié mind fontos szerepet jatszanak az enzimek katalitikus funkcidjanak
megvalosulasaban.

Egyes enzimek funkciojahoz elegendd csupan egy fehérjemolekula, mas enzimek
miikodéséhez azonban nem-fehérje természetli molekuldk is sziikségesek. Ezeket a
vegyiileteket kofaktoroknak nevezziik. A kofaktorok lehetnek (a) prosztetikus
csoportok, (b) koenzimek és (¢) fémionok. A prosztetikus csoportok szerves molekulak
vagy fémionok, amelyek kovalens vagy koordinativ kotéssel, irreverzibilisen
kapcsolodnak az enzimhez. A koenzimek az enzimhez reverzibilisen (nem-kovalens
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kotéssel) kotddd, az enzim méretéhez képes kis szerves molekulak, amelyek az enzim
aktiv részét képezik. Az enzimhez koordinativ kotésekkel kotédé fémionokat tartalmazo
enzimeket metalloenzimeknek nevezik. A katalitikusan aktiv enzim-kofaktor komplexet
(0sszetett fehérjét) holoenzimnek, mig a kofaktortdl megfosztott (katalitikusan inaktiv)
fehérjét apoenzimnek nevezziik.

[1.1 Az enzimkatalizis mechanizmusa

Az enzimek 4altal katalizalt reakciokban az enzim, vagy enzim kofaktor komplex
kapcsolodik az un. szubsztrat molekuldhoz, melynek szerkezetében csupan néhany
atomot érintd valtozas jatszodik le. A szubsztrat és a kofaktor molekuldihoz viszonylag
nagyméretli enzimfehérjének csak egy kis szegmense vesz részt a kapcsolat
kialakitasaban. A szubsztrat megkdtésében szerepet jatszo szegmens az enzim un. aktiv
centruma. Az aktiv centrum részt vesz a szubsztrat megkotésében ¢€s a lejatszodo
reakcio katalizalasaban. Az aktiv centrum e két funkcidjahoz kapcsolédd szakasza
(kotohely és katalitikus hely) altalaban nem ugyanaz. A kothely szerkezete hatdrozza
meg, hogy milyen szerkezetli vegyiiletek képesek megkotddni az enzimmolekulan
(szubsztrat-specificitads), mig a katalitikus hely szerkezete a katalizalt reakcid tipusét
hatarozza meg. Az aktiv centrum atomcsoportjainak térbeli elrendezddése (a molekula
konformécidja) hatdrozza meg a szubsztrat megkotésének specifikussagat.

Az enzim ¢€s a szubsztrat kozotti kotédés elsé értelmezése E. Fischer nevéhez
fiizédik. Fischer az enzimfehérje és a szubsztrat kozott kialakuld kapcsolatot gy
fogalmazta meg, hogy szubsztrat gy illeszkedik az enzim aktiv centrumahoz, mint
kulcs a zarba (11-2. abra).

11-2. abra: Az enzim-szubsztrat kotddés Fischer-féle kulcs-zar modellje.

Kulcs — Kulcs

Az alapjaiban helytallo, leegyszertisitett leirds mind a fehérje mind a szubsztrat
molekulakat rogzitett szerkezetli haromdimenzids elrendezddéseknek tekinti. KésObbi
vizsgélatok eredményei igazoltdk, hogy a molekuldk flexibilis képzédmények és a
molekularis kornyezettél fliggéen azok tobbféle konformaciot vehetnek fel. Ennek
ismeretében a fehérjék (enzimek, receptorok) és a szubsztrat molekuldk
kapcsolddasanak jabb elméletei keriiltek kimunkalasra.

Az enzimek aktiv centruma haromdimenzids szerkezetének megvaltozasa
befolyasolja az enzimek miikddését. Az enzimek aktivitdsat befolyasold tényezdok
megemlitenddk a

1. hdmérseklet

2. pH

3. fémionok

4. koenzimek

5. allosztérikus modulatorok.

Az enzimek legtobbje — a hidroldzok kivételével — Osszetett fehérje. Az Gsszetett
fehérjékben jelen 1évd fémionok és koenzimek (Osszefoglald néven kofaktorok)
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elengedhetetlen szerepet toltenek be a katalitikus reakciok folyamataban. A maximalis
aktivitashoz a kofaktorok sztochiometrikus jelenlétére is sziikség van.

A koenzimek altaldban masodlagos kolcsonhatasokkal (ritkabban kovalens
kotéssel) kapesolodnak az enzimek aktiv centrumahoz. A koenzimek kozvetleniil részt
vesznek a katalitikus folyamatokban és megszabjak a reakciok jellegét. A legtobb
vitamin valamilyen koenzim tulajdonsaggal bir6 molekula eléanyaganak tekinthetd.

A fémionok hatdsa az enzimek aktivitasara tobbféle kolcsonhatds eredménye
lehet. Vannak enzimek (Gn. metalloenzimek), melyekben a fémionok koordinativ
kotésekkel kapcsolodnak az enzim aktiv centrumahoz. Az ide tartozd enzimek koziil
tobbek kozott megemlitheték a citokrom P-450 (vasionok), a xantin-oxidaz és a
tirozindz (rézionok), valamint a karboxipeptiddz ¢és a szénsav-anhidratdz (cinkion)
enzimek. Mas enzimek esetén (pl. pepszin) egyes fémionok (pl. aluminiumion) tUn.
mili6faktorként megnovelik az enzim aktivitdsat (enzimek fémion-aktivalasa.)
Ugyanakkor, egyes fémionok — irreverzibilisen megvaltoztatva az enzim aktiv
szénsav-anhidrataz enzimben a cinkiont rézionok vagy kadmiumionok kiszorithatjak a
komplexbdl, igy csokkentve (megsziintetve) az enzim aktivitasat.

II.2 Az enzimek csoportositasa

Az enzimeket a Nemzetkozi Biokémiai Unid erre a feladatra kijelolt bizottsaga
(Enzyme Comission, E.C.) az enzimek 4ltal katalizalt reakciok tipusai alapjan hat
osztalyba sorolta:

E.C.1. Oxidoreduktazok.

Az oxidoreduktazok olyan enzimek, amelyek hidrogénatom- vagy
elektronatvitelt, ritkdbban oxigénatom-bevitelt katalizdlnak. A gyogyszerek, testidegen
anyagok metabolikus atalakitasi reakcidit katalizalo enzimek koziil ide tartoznak
példaul a citokrom P-450 (CYP) és a flavin monooxigenaz (FMO) enzimek.

E.C.2. Transzferazok

A transzferdzok funkcionalis csoportokat visznek at egyik szubsztratrol a
masikra (vagy ugyanazon szubsztrat egyik csoportjardl a masikra). Testidegen anyagok
atalakitasi reakciot katalizalo enzimek koziil ide tartoznak példaul az aciltranszferazok,
a szulfotranszferdzok, és a metiltranszferdzok. A sejt fiziologias folyamataiban
résztvevé enzimek kozil e csoport tagjai a foszfotranszferdzok és az
aminotranszferazok.

E.C.3. Hidrolazok

A hidroldzok viz kozremiikodésével kiilonb6z6 kovalens kotéseket hasitanak. A
kotésspecificitasuk alapjan kiilonboz6 csoportokba sorolhatok. fgy kiilon csoportot
képeznek az észtereket, a glikozidokat, a peptideket, a nem-protein savamidokat, a
savanhidrideket, stb. hasité enzimek.

E.C.4. Liazok

A lidzok kismolekuldk (pl. viz, ammonia, széndioxid) eliminacidjat vagy a
eredményeképpen kettds kotés alakul ki, az addiciés reakciokban kettds kotés szlinik
meg a szubsztrat molekuldkban. Az ide tartoz6 enzimek osztalyozdsanak alapja a
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reakciokban képz6dd vagy megszliind kettds kotés természete (pl. szén-szén, szén-
nitrogén, szén-oxigén) alapjan torténik. A lidzok egy kiilonleges csoportjat képezik a
vizmolekulat hasitd enzimek, a hidrolazok. A lidzok esetében is gyakran hasznaljuk a
trivialis enzimneveket, igy a szubsztrat nevéhez fizott dekarboxildz, dehidrataz, aldolaz
elnevezéseket.

E.C.5. Izomerazok

Az izomerazok molekulan beliili szerkezetvaltozast katalizdlnak, melyek soran a
szubsztrat molekuldk elemi 6sszetétele nem valtozik meg. Osztalyba sorolasuk alapjat a
katalizalt reakcidk tipusa képezi. Igy az ide tartozd enzimek kozott megtalalhatok
racemazok és epimerazok, Cisz-transz-izomerazok, intramolekularis transzferazok, stb.
Az izomerdzok egyik, a gyogyszerhatdsok szempontjabol kiemelkedd jelentdségl
képvisel6i a kevésbe hatékony (R)-arilpropropionsav szarmazékok hatékonyabb (S)-

c sy

E.C. 6. Ligazok

A ligazok két szubsztratmolekula kovalens kotéssel torténd Osszekapcsolodasat
katalizaljdk. Az energiaigényes folyamatokat minden esetben ATP vagy mas makroerg
nukleozid-trifoszfat vagy —difoszfat egyik pirofoszfat kotésének hidrolizise kiséri
(kiilonbség a liazoktol). A ligazok a sejtekben folyd anyagcsere folyamatok
kulcsenzimei: minden energiat igényld szintézis katalizisében részt vesznek.

II.3 Az enzimreakciok kinetikaja

Azt a ma mar altalanosan elfogadott elméletet, amely szerint az enzimkatalizis 1ényege,
hogy az enzim a kémiai reakcidban résztvevd anyagokkal koztiterméket, in. enzim-
szubsztrat komplexet, képez el6szor L. Michaelis és M. Menten fogalmazta meg a
szachar6z invertdz enzim 4ltal katalizalt hidrolizisének vizsgalata sordn (1913).
Vizsgalataik sordn megallapitottak, hogy a katalizalt reakcio sebessége (v) allando
koriilmények (enzim-koncentracio, hdmérséklet, pH, ionerdsség) esetén a szubsztrat-
koncentracio [S] fliggvényében telitési gorbét ad: kis szubsztrat-koncentraciok esetén
csaknem linedrisan valtozik, mig kellden nagy szubsztrat-koncentraciok esetén csaknem
alland¢6 értéken marad (II-3. abra).

I11-3. abra. Enzimkatalizalt reakcid sebességének (V) valtozasa a szubsztrat-
koncentracié [S] fliggvényében. (Vmax: maximalis sebesség, Ky: Michaelis-Menten
allando).

Vmax

Reakcidosebesség

Kum

Szubsztrat-koncentracio

Megemlitendd, hogy a tapasztalat igen hasonl6 a receptor agonista koncentracio
¢s a mérhetd biologiai aktivitds kozotti dsszefliggés vizsgalata sordn tapasztaltakkal. A
folyamat - kismolekuldk kotédése (adszorpcidja) makromolekulak (fémek) feliiletéhez -
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elsé értelmezését és matematikai leirasat 1. Langmuir irta le gazok szilard feliileten
torténd adszorpcidjanak vizsgalata soran (1918). Az Gn. Langmuir-izoterma biokémiai
és farmakologiai megfeleléjét Hill-egyenletként ismeri szakirodalom.

Michaelis és Menten szerint az enzimkatalizalt reakciok kinetikajat az alabbi
egyenlet irja le:

ky ,
E+S=EStsp p
b ()

ahol E az enzim

S a szubsztrat

ES az enzim-szubsztrat komplex

P a termék

k, az enzim-szubsztrat komplex képz6désének sebességi allandoja

k, az enzim-szubsztrat komplex disszociaciojanak képzédési allandoja

ks a termék képzddésének sebességi allandoja
A fentiek alapjan a katalizalt reakcid sebessége a
v = ks [ES] (2)
mig az ES komplex képzddése és disszociacidja a
v = ki [[E] [S] ®)
vy = ko [ES] 4

sebességi egyenletekkel irhato le.

Egy adott [E;] enzim-koncentracidé mellett az enzimmolekuldk egy része szabad
enzimként [E], mas része enzim-szubsztrat komplexként [ES] van jelen:

[Ed = [E] +[ES] ()

A reakciot katalizaloé enzim akkor mitkddik maximalis sebességgel (Vmax), ha az Osszes
enzimmolekula (E;) enzim-szubsztrat komplex forméjaban van jelen. Ilyenkor [ES] =
[E(] és a katalizalt reakcié maximalis sebessége:

Vmax = K3 [Et] (6)

A fenti egyenletekbdl belathato, hogy adott szubsztrat-koncentracid esetén a
reakcio kezdeti sebessége (V) (amikor még [P] kicsi és az (ES) — (E) + (P) folyamat
egyiranytnak tekinthet) ugy aranylik a maximalis sebességhez (Vmax), ahogy az adott
szubsztrat-koncentracional kialakuld enzim-szubsztrat komplex koncentracidja [ES]

crer

v [ES]

Umax B [Et]
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Amint az (1) egyenletbdl lathat6é az [ES] attol fiigg, hogy hogyan aranylik egymashoz
az ES képzddésének és tovabbalakulasanak a sebessége:

(ES) képzddésének a sebessége = k; [E] [S] (8)
(ES) tovabbalakulasanak a sebessége = ky [ES] + k3 [ES] = "(ko+ks) [ES] 9

A reakcid meginduldsat kovetden igen gyorsan bedll a staciondrius (,,Steady state™)
allapot, melyre az jellemz0, hogy az (ES) komplex képzddésének és tovabbalakuldsanak
sebessége meggyezik:

ki [E] [S] = (kotks) [ES] (10)

igy, a (10) egyenlet atrendezésével:

[E][S]

ES1 = s + )/,

A (kotks)/(k;) Osszefiiggésbol adddo érték egy allandd érték, melyet Michaelis-
konstansnak (Ky) neveziink:

_kyt ks
M — kl
A Kum konstans bevezetésével az
[E][S]
ES| =
[ES] = -
Osszefiiggést kapjuk.
Az (5) egyenletet figyelembe véve:
[E1[S]
[E] = == +[E]
M

Az [ES] és az [Eq] kifejezett értékeit behelyettesitve a (7) egyenletbe, majd a lehetséges
egyszerisitéseket elvégezve a

[ST[E]
vo_ Ku _ [S]
Umax [[S]:l'E/IE] + [E] [S] + KM

kifejezéshez jutunk. Ez utobbi egyenlet atrendezésével a Michaelis-Menten egyenlet
szokasos formajat kapjuk meg:
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_ Umax [S]
~[ST+ Ky

Ez a kifejezés irja le az II-3. abran bemutatott, tapasztalati Osszefiiggést az
enzimkatalizalt reakcid sebessége (V) és a szubsztrat-koncentracid ([S]) kozott. Kis
szubsztrat-koncentracional, amikor [S] sokkal Kisebb, mint a Ky, akkor v = [S] Vmax/Kwm,
azaz a sebesség egyenesen aranyos a szubsztrat-koncentraciéval. Nagy szubsztrat-
koncentracional, amikor [S] sokkal nagyobb, mint a Ky, V = Vmax, azaz a maximalis
sebesség fliggetlen a szubsztrat-koncentraciotol.

Amennyiben a reakcio sebessége éppen fele a maximalis sebességnek,
vagyis v = 0,5 Vpax:

vmax [S]
0,5 Vax = GEW®
azaz
[S1+ Ky = 2[S]
illetve

A Michaelis-dllando tehat szamértékileg egyenlé azzal a szubsztrat-
koncentracioval, amely mellett egy adott enzimmennyiség az altala elérhetd maximalis
reakciosebesség felét éri el. Nagy Ky gyenge, kis Ky er6s kolesonhatast jelez az enzim
¢s a szubsztrat kozott.

Megjegyezendd, hogy az enzimkinetikanak ez az 6sszefoglalasa a legegyszeriibb
reakciokra érvényes, melyekben az enzim egyetlen szubsztrattal 1ép reakcidoba és
katalizdlja a kémiai 4talakuldst. Redlisan a szervezetben lejatsz6dd reakcidok ennél
Osszetettebbek, de elvileg hasonloképpen mennek végbe.
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i1l A sztereokémia alapjai

A szénvegyliletek nagy szama tobbek kozott az egymassal kapcsold szénatomok
hosszi lancokka ¢és gyurivé kapcsolodasa, valamint a szénatomok ¢és azok
szubsztituensei térbeli elrendez6désének nagy valtozatossagara vezethetd vissza. Ezért
az Osszegképlet, ami a legtobb szervetlen vegyiilet esetén egyidejlileg definialja a
kovalens szerkezetet, a szerves vegyiiletek korében tobbnyire nem egyetlen
szerkezetnek feleltethetd meg. Ezért a szerves molekuldk (tér)szerkezetének jellemzése
szempontjabol lényeges definidlni az izoméria fogalmat és megismerni az izomerek
(tér)szerkezetei kozotti kiilonbségeket.

A legaltalanosabban hasznalt definicid szerint izomerek azok a vegyliletek, melyek
azonos 0sszegképlettel, de kiilonbozo fizikai-kémiai tulajdonsadgokkal rendelkeznek. Az
igy definialt izomerek szimmetriatulajdonsagaik alapjan két nagy csoportba sorolhatok:

(1) Az egymassal fedésbe nem hozhatd, nem-tiikorképi vegyiiletek —
diasztereoizomerek, valamint

(2) Az egymassal fedésbe nem hozhatd, tikorképi parok —
enantiosztereoizomerek.

[11.1 Diasztereoizomerek

A diasztereoizomerek — nem-tiikorképi, egymassal fedésbe nem hozhatd
szerkezetek — szerkezeti kiilonbozoségeik ¢€s/vagy fizikai-kémiai tulajdonsagaikban
megfigyelhetd kiilonbozdségeik alapjan tobb csoportba sorolhatok. Ezek koziil a
szerves kismolekuldk (a jelenleg forgalomban 1év6 hatéanyagok legnagyobb része ebbe
a csoportba tartozik) kozott a legfontosabb csoportok a (a) szerkezeti izomerek, a (b)
geometriai izomerek és az (c) optikai izomerek.

1.1.1 Szerkezeti izomerek

A szerkezeti vagy (struktir) izomerek azok a vegyliletek, amelyekben az azonos
Osszegképlet mellett az alkotdé atomok kapcsolddasi sorrendje (konstitucioja) eltér. A
szerkezeti izomerek gyakran kiilonb6z0 funkcids csoportokat tartalmaznak, ezaltal
teljesen eltérd molekuldk, vagyis jellemzd kémiai (pl. reakcidkészség), illetve fizikai-
kémiai (pl. olvadaspont, forraspont, oldhatosag) tulajdonsadgaik semmilyen hasonlosagot
nem mutatnak egymassal. Szerkezeti izomerek pl. a 2-metil-pentan és a 3-metil-pentan,
valamint az etanol és a dimetil-éter (111-1. abra).

I11-1. abra. A 2-metil-pentan (1) és 3-metil-pentan (2), valamint az etanol (3) és
dimetil-éter (4) szerkezete.

CHy—CH—CH,—CH,—CH, CHy—CHp—CH—CH,—CHj
CHs CHs
(1) )
CH3;—CH,—OH CHz—O—CHjs
3) 4)
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1.1.2 Geometriai izomerek

A geometriai izomerek azonos szerkezettel, de kiilonbozé térbeli elrendezddéssel bird
vegyliletek. Kialakulasuk eléfeltétele a molekulan beliili gatolt rotaci6. Ez megtorténhet
(a) szén-szén kettds kotés, vagy (b) kis gylrtragszamu cikloalkanok korében.
Geometriai izomerek pl. a (Z)-2-butén és (E)-2-butén, valamint a cisz-1,2-dimetil-
ciklopentan és transz-1,2-dimetil-ciklopentan (I11-2. abra).

I11-2. abra. A (Z)-2-butén (1) és az (E)-2-butén (2), valamint a cisz-1,2-dimetil-
ciklopentan (3) és transz-1,2-dimetil-ciklopentan (4) szerkezete

HiC.  CHs HiC. M
‘c=C ‘c=c
H  H H CH,
(1) 2)
H3C CHs @) CHy

3)

Mindkét szénatomjan kiilonbozOképpen szubsztitualt szén-szén kettds kotési
vegyiiletek - vagy nem-geminalisan diszubsztitualt cikloalkanok - esetén két kiilonb6z6
geometriai  szerkezettel  (konfigurdcidoval) bird6  vegyliletek  képzddhetnek.
Megkiilonboztetésiikre a szén-szén kettés kotésti vegyliletek esetén a (Z)/(E), mig
cikloalkan-szarmazékok estén a cisz/transz el6tagot hasznaljuk. A 111-2. &bran
bemutatott vegyiiletparok esetén azt a térszerkezeti format, amelyben a két metilcsoport
a sik azonos oldalara esik (tehat térbelileg is kdzelebb van egymashoz) (Z)-(vagy cisz)-
izomernek, a masik térszerkezeti format, melyben a két metilcsoport ellentétes oldalon
foglal helyet és igy egymastol tavolabb keriil, (E)- (vagy transz)-izomernek nevezziik.
A geometriai 1zomerek fizikai 4lland6i (olvadaspont, forraspont, oldhatésag,
dipolusmomentum stb.) — a szerkezeti izomerekhez hasonloan - eltérnek egymastol.

crer

crer

jellemzésére alkalmazott Cahn-Ingold-Prelog-féle prefixumok megallapitasnak
szabalyaihoz (lasd késobb). Igy példaul, az aszimmetrikusan szubsztitualt szén-szén
kettds kotéssel bird vegyliletek esetén (lasd II1-3. dbra), a geometriai izomerek koziil a
(2) izomer esetén a két magasabb prioritassal bird szubsztituens (,,A” és ,,C”) a kotés
azonos oldalan, mig az (E) izomer esetén a kotés ellentétes oldalan helyezkedik el.
Hasonloképpen torténik a diszubsztitudlt cikloalkanok geometriai izomerjeinek
megkiilonboztetése is.

I11-3. abra. Az (E)- és a (Z)-diszubsztitualt eténszarmazékok szerkezete

D
@>c:c<© @>c:c/
B D B 0

(2) (E)
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[11.1.3 Optikai izomerek

Az optikai izomerek neviiket onnan kaptdk, hogy akiralis oldoszerrel késziilt
oldataik képesek a sikban (linearisan) polarizalt fény sikjat elforgatni. Az optikai
forgatoképesség (optikai rotacid) oka a vegyliletek molekulainak aszimmetrikus
(kiralis) szerkezete. Amikor a linedrisan polarizalt fény anyaggal 1ép kdlcsonhatasba,
ugy viselkedik, mint két azonos intenzitasu, de ellentétes iranyba, balra, ill. jobbra
cirkularisan polarizalt fénysugar ereddje. Az optikailag aktiv anyag térésmutatoja
kiilonbozik a kétféle cirkularisan polarizalt fénysugarra, ezért azon keresztiilhaladva a
két, kezdetben azonos fazisu hulldm fazisa — az eltérd sebességiik miatt - kiilonbozni
fog. Ez a mintan (kozegen) athaladt, a két cirkularisan polarizalt fénysugar eredként
eldallo, sikban polarizalt fény terjedési sikjanak megvaltozasahoz (az eredeti sikhoz
képest vett o szogli elfordulashoz) vezet (I11-4. abra). Ez a valtozas — az optikai
forgatoképesség - fiigg a fény hullamhosszatol.

I11-4. abra. Optikai forgatoképesség

7\,L¢}\,R;8L=8R

Az oOramutatd jardsdval megegyezd iranyu forgatoképességet (“jobbraforgatd”)
pozitivnak, mig az oOramutatd jarasaval ellentétes iranyu forgatdképességet (“balra-
forgatd) negativnak tekintjiik, és (+), illetve (-) jellel jeloljiik.

Az aszimmetrikus szerkezet leggyakrabban un. aszimmetrikus (kirélis) szénatom
jelenlétéhez kotédik. Barmely olyan (sp® hibridallapoti) szénatom amihez négy
kiilonb6z6 atom vagy atomcsoport kapcsolodik aszimmetrikus szénatom. A szénatomon
kiviil mas tetraéderes térszerkezettel bird, négy kiilonb6zd ligandumhoz kapcsolodo
atom — példaul nitrogén-, kén-, foszforatom — is lehet aszimmetrikus szerkezetii. A
ligandumoknak a centralis atom koriili elhelyezkedését az aszimmetrids atom
konfiguraciojdnak nevezzik.

Amennyiben egy molekuldban egyetlen kiralis atom (aszimmetria centrum)

talalhato, Gigy a molekula is aszimmetrikus (kiralis) és igy annak két, egymassal
entiomerje létezik. Az alanin két enantiomerjét a 111-5. abra mutatja be.

I11-5. abra. Az alanin két enantiomerje

COOH COOH
| H H, |
o c
/N 7
HiC™  NH, H,N  CHs
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Amennyiben egy molekulan beliil kettd, vagy anndl tobb aszimmetrids atom
(kiralitdscentrum) taldlhatdo, ugy a vegyiileteket szimmetriatulajdonsadgainak
Osszehasonlitasa alapjan két csoportba sorolhatjuk:

1.) Az Gsszehasonlitandd vegyliletek egyikében talalhaté aszimmetrias (kiralis)
atomok konfiguracidja a masik vegyiiletben rendre ellentétes (tiikorképi). Ekkor a két
vegylilet enantiosztereoizomer.

2.) Az 6sszehasonlitando vegyiiletek egyikében talalhaté aszimmetrias (kiralis)
atomok konfiguracioja a masik vegytiletben nem minden esetben ellentétes (tiikkorképi).
Ekkor a két vegytilet diasztereoizomer.

A diasztereomer optikai izomerek egyik jol ismert példaja a D-szorbit és a D-
mannit izomériaja. Mind a D-szorbit mind a D-mannit négy aszimmetrias szénatomot
hordoz, melyek koziil csak a Cp-atom konfiguracioja ellentétes (tiikorképi) a két
molekulaban (111-6. dbra). Azokat az optikailag aktiv diasztereoizomereket, melyek csak

crer

A D-(-)-szorbit és a D-(-)-mannit epimerek.

I11-6. abra. A D-szorbit és a D-mannit projektiv képlete

(‘:HZOH (‘:HZOH
H*C‘ZfOH HO*C‘Zf H
HO*(%*H HO*(":f H
H*(‘ZfOH H*(‘ZfOH
Hf(‘ifOH H*(‘ZfOH
CH,OH CH,OH
D-szorbit D-mannit

Az optikailag aktiv diasztereoizomerek fizikai-kémiai tulajdonsagai, benne foglalva
az optikai aktivitds iranyat és mértékét is — a szerkezeti és a geometriai izomerekhez
hasonloan - kiilonbozdek. A fenti két példaban mindkét vegyiilet kis mértékben
,balraforgatd”, de optikai aktivitasuk mértéke kiilonb6z6.

A két asszimmetrids szénatomot tartalmazd vegyliletek egyik specialis esetét
képviseli a borkosav izomerek példaja. A borkdsav molekulaban a 2 kiralitascentrumhoz
centrumonként ugyanaz a 4 egymastol kiilonb6z6 atom vagy atomcsoport kapcsolodik.
Az ilyen kiralitascentrumokat azonos telitettségii kiralitascentrumoknak nevezziik.

Az enantiomer borkdsavak (1 és 2) projektiv képleteteit a I1I-7. abra mutatja be.

I11-7. abra. Az enantiomer borkdsavak projektiv képletetei

COOH COOH
H—C—OH HO—C—H
HO—C—H H—C—OH

(IDOOH (|DOOH

1) ()

Ha a kiindulasi szerkezet (képlet) (1) egyik aszimmetrikus szénatomjanak
konfiguracidja megvaltozik— a D-szorbit, D-mannit parhoz hasonléan — egy Uj
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diasztereomer (epimer) (3) képzodik. A (3) borkésav izomernek — az el6zdekhez
hasonldan - szintén felirhat6 a tiikorképi parja (4). Megallapithatd azonban, hogy a (3)
és (4) szerkezetek projekcios képletei — az el6z6 enantiomer parok képleteivel
ellentétben - a papir sikjaban 180°-kal elforgatva egymassal fedésbe hozhatok. Mas
szoval, a két szerkezet két, egymassal megegyez6 (nem-izomer) szerkezet. A
vegyliletek belsé szimmetriasikkal rendelkeznek és ennek eredményeképpen optikailag
inaktivak. Az optikailag inaktiv borkdsav izomer neve mezo-borkdsav (III-8. abra).

I11-8. abra. A mezo-borkésav projektiv képlete (A tiikorképi par két szerkezete
egymassal megegyez0)

COOH COOH
H—C—OH HO—C—H
H—C—OH HO—C—H

Soon COOH

@) (4)

A borkdsav izomerek tanulmanyozasa alapjan tehat megallapithato, hogy a ket
azonos  telitettségii  kiralitascentrumot  tartalmaz6d  vegyliletek  esetében a
kiralitascentrumok konfiguracioja vonatkozasaban harom sztereoizomer képzelhet6 el:
egy enantiomer par (III-7. dbra), valamint egy akiralis modosulat (111-8. dbra).

[11.2 Enantiosztereoizomerek

Az enantiosztereoizomer (roviden enantiomer) parok egymassal fedésbe nem hozhato
tikorképi parok. Jellemzd tulajdonsaguk, hogy molekuldik aszimmetrikus (kiralis)
szerkezetiiek.

Az enantiosztereoizomer vegyiiletparok minden mérhetd fizikai-kémiai
tulajdonsaga (igy példaul olvadéaspontja, forraspontja, téréspontja, akiralis oldoszerben
mérhetd oldhatosdga, stb.) megegyezik. Kiilonbozdséget csak egy masik kirdlis
molekulaval, vagy mas korpuszkularis tulajdonsaggal is rendelkez6 részecskékkel (pl.
sikban polarozott fény) torténd kolcsonhatasaik sordn mutatnak.
azonos rétegvastagsag, azonos hullamhosszu fény, azonos hémérséklet) az egyik
enantiomer ugyanolyan mértékben forgat éramutatd jarasaval megegyez6 (+), mint a
masik oramutatd jarasaval ellentétes (-) iranyba. A fentiek értelmében az optikai
forgatas mértéke fligg az anyagi mindségtdl, a rétegvastagsagtol (kiivetta Gthossza) és
az optikailag aktiv anyag oldatanak koncentraciojatol, valamint a fény hullamhosszatol.
Az optikai forgatoképesség iranyat az enantiosztereoizomerek esetén is a
diasztereomerekkel megegyez6 modon tiintetjiik fel a vegyiiletek kémiai neve el6tt.

Az endogén biomolekulak kozott egyetlen aszimmetrikus szénatommal
rendelkez6  vegyiiletcsaladok az  oldallancban  szubsztitualt  hidroxi-  és
aminokarbonsavak. E vegyiiletek esetében a szubsztituenst hordozd szénatom
aszimmetrikus szénatomma valik, ezért két enantiomer struktiraval rendelkeznek.

Az alaninndl Osszetettebb szerkezetli enatiomereknek a I11-5. dbran bemutatott
moédon torténd 4brazolasa Osszetett rajztechnikai feladat. Ezért a gyakorlatban a
haromdimenziés szerkezetek két dimenzidoba vetitett (Un. projekcios) képleteit
hasznaljuk. A vetitési szabalyok (Fischer-projekcio) részletes ismertetése a
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gyogyszerészi kémia tankonyvben (lasd irodalomjegyzék) megtalalhatd. Az aldézok
legegyszeriibb képviseldjének tekinthetd glicerinaldehid két enantiomer szerkezete,
valamint szabaly szerinti kétdimenzios vetitett képlete a kovetkezo (111-9. abra):

111-9. abra. A glicerinaldehid enantiomerek Fischer-féle projekcios képletei

H OH HO )
o R
C wCHO j_, ----- CHO
HC—0OH HC—0OH

H— [: OH HO— c H
CH:: -0OH FH; OH

AZ enantiomerek illetve az enantiomerek aszimmetrikus szénatomja két

crer

glicerinaldehid aszimmetrikus szénatomjara torténd visszavezetésen alapuld, un. relativ
konfiguracios elotaggal torténik. E konfiguracid alapjan a jobbra forgatd glicerinaldehid
aszimmetrikus szenatomjanak konﬁguraci(')jéra visszavezethetd aszimmetrikus
elétaggal, még az ellentétes (tiikorképi) szerkezetre visszavezethetd szénatomok
(hidroxi- és aminokarbonsavak) konfiguraciojat L-el6taggal jeloljik. A D-(+)-
glicerinaldehid, a D-(-)-tejsav és az L-(+)-alanin projekcios képleteit, valamint
konfiguracioik és optikai forgatoképességeik iranyat is feltiintetd elnevezéseit a I11-10.
abra mutatja be.

111-10. abra. A D-(+)-glicerinaldehid, a D-(-)-tejsav és az L-(+)-alanin projekcios
képletei.

CHO COOH COOH
H-C-OH H-C-OH HaN—-C—H
CH>OH CHsy CH3

D-{+}-glicerinaldehid D-{-)-tejsav L-{+}-alanin

A tetrozokban, pent6zokban, hexdzokban és heptézokban — ahol egynél tébb
aszimmetrias szénatom talalhat6 a molekuldban — az enantiomerek megkiilonboztetése a
formil- illetve a ketocsoportt()l legtévolabb esc’i aszimmetriés szénatom és a D-
alapjan torténik. A gyogyszerészi gyakorlatban eléforduld hexdzok vetitett képlete és
trivialis neve a kovetkezd:
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(IZHO QHO (lgHo gHz‘OH
H~-C~OH HO-C—H H-C~OH c=0
HO-C-H HO-C—H HO-C—H HO-C—H
H-C~OH H-C~OH HO-C—H H-C~OH
H-C~OH H-C~OH H-C~OH H-C~OH
CH,-OH CH,-OH CH,-OH CH,-OH
D-(+)-gliikoz D-(+)-mannoz D-(+)-galaktoz D-(-)-fruktoz

A szerves kémia fejlodésével a kirdlis vegyiiletek szdma rohamosan nétt: egyre
nehezebbé ¢és mesterkéltebbé valt a glicerinaldehiden alapulé D,L konfiguréacio-
megjelolés alkalmazasa. R.S. Cahn, C.K. Ingold és V. Prelog egy sokkal altalanosabban
alkalmazhaté konfiguracidjelolést dolgoztak ki, ami roviden Cahn-Ingold-Prelog
(C.LP.) konvencionak neveziink.

A C.LP. konvencio6 alkalmazasa aszimmetriacentrummal rendelkezé vegyiiletek
esetében.

1.) Rangsoroljuk a kiralitascentrumhoz kapcsolodé ligandumokat 1>2>3>4 csokkend
rang szerint. A rangsorolas szabalyai:

a.) Nagyobb rendszamu elem és ezen beliil a nagyobb tomegszamu izotop

nagyobb rangu. Legkisebb rangu a nemkotdelektronpar.

b.) Elészor a kiralitascentrumhoz koézvetleniil kapcsolodd atomokat kell

rangsorolni. Ha itt nem taldlunk kiilonbséget, az azonos rangu ligandumokhoz

kapcsolodo tovabbi atomok alapjan kell donteni. PL.: CH;Br magasabb rangu,
mint CH,OH, és CH,Br magasabb ranga, mint CCls.

c.) A ligandumok koordinacidos szamat mindig négyre egészitjik ki, igy a

kett6skotés duplan, a harmas kotés triplan szamit: COOH >CHO> CH2OH.

2.) Nézziik a molekulamodellt a kiralitascentum és a legkisebb rangu (4.) ligandum
kotésiranyanak meghosszabbitasa feldl ugy, hogy az emlitett kotés a kiralitdscentrum
toliink tavolabbi oldalara kertiiljon.

3.) Amennyiben ebbdl a nézépontbol az 1,2,3 ligandumok koriiljarasa az oramutatd
jarasaval megegyez0, a centrum konfiguracidja ,,R”, ellentétes esetben ,,S”.

crer

crer

(S)- konfiguracioju.

A D, L és az R, S prefixumok kozotti kapcsolat bemutatasa céljabol a 111-10.

crer

hasznalatos prefixumok 6sszehasonlitdsa keriil bemutatésra.
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I111-11. abra. A D/L és az R/S konfiguracios prefixumok kozotti 6sszefiiggés

’ _ |
CHO H OH OH 2 OH—

1 J— o D — wCHO f— "
H-C—~OH CwCHO = H,f\cg ona Nz )
3 £ f

CH,0H HOH,C H,OH ﬂ}: . CcHO/

D-glicerinaldehid R-glicerinaldehid
COOH Yo OH oH

H 2 —

o H N /Gz W COOH s Lo H o™
o = e = A\ =  HC” ?/HJ
CH; HoC CH3 ¥, COoOo

’ AN

D-tejsav R-tejsav

- 1 /’ﬂ___.““*-,
COOH H / 2
| HaN T (Hooc, NH2
HaN—=C—H = CwCOOH = |
CH. 2/ N
3 H,C H3C
L-alanin S-alanin
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Metabolikus transzformaciok mechanizmusa és sztereokémiaja

1V Enzimkatalizalt reakciok mechanizmusa l.

Oxidoreduktazok koenzimjei.

A legtdbb szerves molekula biokémiai oxidéacios-redukcios atalakulésa egy, vagy két,
ritkdn négy elektron atmenetével jar. Az €16 rendszerekben a legaltalanosabb elektron-
akceptor a molekularis oxigén (O;), aminek egyelektronos redukcidja szuperoxid
gyokiont (O;"), kételektronos redukcidja peroxid aniont (022'), mig négyelektronos
redukcidja két oxidiont (O%) eredményez. A szubsztrat molekulakon elektronatadassal,
vagy elektronelvétellel lejatszodd reakciok lejatszodasahoz elektrondonor vagy
elektronakceptor molekuldk részvétele sziikséges. Mivel ilyen tulajdonsaggal bird
funkcidés csoportok az aminosavak oldalldncaiban nem taldlhatok, igy az enzim-
katalizalt redox-reakciok lejatszodasahoz reverzibilis redoxrendszer tulajdonsaggal biro
vegyitiletek sziikségesek. Ezeket a vegyiileteket kofaktoroknak nevezziik. A kofaktorok
lehetnek (a) prosztetikus csoportok, (b) koenzimek és (c) fémionok. A prosztetikus
csoportok szerves molekulak vagy fémionok, amelyek kovalens vagy koordinativ
kotéssel, irreverzibilisen kapcsolodik az enzimhez. A koenzimek az enzimhez
reverzibilisen (nem-kovalens kotéssel) kot6dd, az enzim méretéhez képes kis szerves
molekuladk, amelyek az enzim aktiv részét képezik. Az enzimhez koordinativ kotésekkel
kot6do fémionokat tartalmazo enzimeket metalloenzimeknek nevezik.

Az oxidoreduktazok olyan enzimek, amelyek hidrogénatom- vagy
elektronatvitelt és oxigénatom-bevitelt katalizalnak. Az oxidoreduktdzok trivialis nevét
a konnyt attekinthet6ség érdekében az akceptor molekula alapjan adjak meg:

1.) Az oxidazok azok az oxidoreduktazok, amelyek altal katalizalt reakciokban
az elektron akceptor a molekularis oxigén (példaul: aminosav-oxidaz, citokrom-c
oxidaz, glik6z-oxidaz).

2.) Az oxigendzok azok az oxidoreduktazok, amelyek a molekularis oxigén egy
(monooxigenazok) vagy mindkét (dioxigenazok) atomjanak a szubsztratba torténd
beépiilését katalizaljak (példaul citokrom P-450 (CYP), flavin-monooxigenaz (FMO)
prosztaglandin-H,-szintaz (PGH,)).

3.) A dehidrogendzok azok az oxidoreduktazok, melyek a szubsztrat oxidacidjat
hidridionok molekuldris oxigéntél kiilonb6z6 elektron akceptorokra (példaul
nikotinsavamid- vagy flavin-koenzimekre) torténé transzferje utjan katalizaljak.
(Példaul: alkohol-dehidrogenaz, aldehid-dehidrogenaz, acetaldehid-dehidrogenaz)

Az oxidoreduktdz enzimek katalitikus folyamatdban résztvevd koenzimek a
kovetkezok:

Nikotinsavamid-adenin-dinukleotid (foszfat) (NAD" és NADP")

Flavin-mononukleotid (FMN)

Flavin-adenin-dinukletid (FAD)

Kinon szerkezeti elemet tartalmaz6 koenzimek

IV.1 Nikotinsavamid-koenzimek

A nikotinsavamid koenzimek két képviseldje a nikotinsavamid-adenin-dinukleotid
(NAD"), a nikotinsavamid-adenin-dinukleotid-foszfat (NADP™), valamint azok redukalt
szarmazékai, a redukalt nikotinsavamid-adenin-dinukleotid (NADH) és a redukalt
nikotinsavamid-adenin-dinukleotid-foszfat (NADPH) (IV-1. abra).
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Enzimkatalizalt reakciok mechanizmusa I. Oxidoreduktazok koenzimjei.

IV-1. abra. A NAD" (1), a NADP" (2), valamint a NADH (3) és a NADPH (4)
szerkezete.

Nikotinamid H O H HO©
mononukleotid (NMN)
4 = | NH2 | | NH,»
N\ .o
N N
<
O\P/O O /o
_O/cl) OH OH H,N _O/| OH OH H,N
- P N—~Z"N
e
o «f\ </
5o L) )
<
L OH OH(P) OH OH(P)
Adenozin
monfoszfat (AMP)
NAD™ (1) NADH (3)
NADP* (2) NADPH (4)

Bar a koenzimek nukleotid fragmense fontos szerepet jatszik e vegyiileteknek az
apoenzimekhez torténé nem-kovalens kotédésében, a molekulak reverzibilis
redoxrendszerét a nikotinsavamid molekularész képviseli. A fenti koenzimben a
nikotinsavamid piridingytirlije képes arra, hogy hidridaniont adjon le, illetve kdsson
meg. Ez a gyliri a koenzim redukalt formajaban (NADH) semleges, de diénszerii, mig
oxidalt formajaban (NAD") aromas jellegli, de pozitiv toltésii. A redukalt forma egy
hidridanion leadasaval az oxidalt formava, mig az oxidalt molekula egy hidridanion
felvételével a redukalt formava tud alakulni. (IV-2. &bra). A NAD" és a NADP"
funkcidja ezért megegyezik, bar vannak enzimek, melyekhez az egyik vagy masik
koenzim nagyobb affinitassal kotddik.

IV-2. abra. A NADPH = NAD(P)" reverzibilis redoxrendszer miikddésének elve

o) o)
. :
fﬁ/ SNH, |\ SNH, + H
+ .~
\ |
R R

A koenzimek a szervezetben Bs-vitaminbdl szintetizalddnak, mely bevitelének
krénikus hianya a pellagra nevii hianybetegséget okozza. A NAD'/NADPH reverzibilis
redoxrendszer potencialja -0,32 V, ami a kdvetkez fontosabb kémiai atalakulasok
katalizisét teszi lehetové (I\V-3. abra).

Azonositd szam: 37
TAMOP-4.1.2-08/1/A-2009-0011



Metabolikus transzformaciok mechanizmusa és sztereokémiaja

1V-3. abra. A nikotinsavamid-koenzimek altal katalizalt fontosabb kémiai 4talakulasok
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(@]
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(@]

oX
[l red. I
O

" ox_ \_ /

| (|: red.

| ox. N/
—C—N == C=N

R red. /
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Amint a reakciok rovid leirdsabol is lathatd, szamos esetben a redukcios
folyamat egy 10j aszimmetrids szénatom kialakulasaval jar (pl. karbonilcsoport
redukcidja szekunder alkoholld, szén-szén kettés kotés redukcidja szén-szén egyes
kotéssé, stb.) Az ilyen tipust 4talakuldsok sztereokémidjanak jellemzése céljabol
definialhatjuk az Gn. prokirdlis atom vagy molekula fogalmat.

E szerint prokiralisnak neveziink minden olyan atomot vagy molekuldt, ami
kémiai atalakitasat kovetden egyetlen lépésben, addicio vagy szubsztitucio sordn
kiralissa valhat. Atom esetén az ilyen centrumot prokiralitascentrumnak nevezziik. Ha
a vizsgalt molekulaban nincs aszimmetriacentrum (pl. 2-butanon) akkor az egész
molekula prokiralis. Ha a molekula mar kiralis (pl. NAD(P)") akkor csak prokiralis
atomrol, vagy atomcsoportrdl beszélhetiink.

A 2-butanon aszimmetrikus molekula. Ha azonban a karbonilcsoportot
szekunder alkoholos hidroxilcsoportta redukaljuk, ugy egy aszimmetrikus (kiralis)
szénatom alakul ki a molekuldban, és a reakcié eredményeképpen két (R és S
kiilonb6z6 oldalan lejatsz6do addicio két kiilonbozd enantiomer termékhez vezet. Ezért
a karbonilcsoport két oldala két, un. enantiotop oldal. A prokiralis karbonilcsoport két
oldalat, attol fiiggden, hogy az adott oldalon lejatszodo6 addicio eredményeképpen az (R)
vagy az (S) enantiomer keletkezik, Re (rectus) és Si (sinister) deszkiptorok
hasznalataval kiillonboztetjiik meg (IV-4. dbra).
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Enzimkatalizalt reakciok mechanizmusa I. Oxidoreduktazok koenzimjei.

IV-4. abra. A 2-butanon redukcidjaval keletkez6 (R)- és (S)-2-butanol enantiomerek
szerkezete

Si

O /,
)J\’ redukcio

HO H H OH
H3C/4 CH,—CH, H3C™ R “CH,—CH,

H3C)S\\\

CH,—CH;
Re
(1) (2) 3)

A nikotinsavamid-koenzimet felhasznald6 enzimek példaul az alkohol
dehidrogenaz (ADH) enzimcsalad tagjai, melyek primer alkoholok aldehidekké (vagy
szekunder alkoholok ketonokka) torténd oxidacidjat, illetve az aldehidek/ketonok
alkoholokka torténé redukcidjat katalizaljak. A karbonilvegyiiletek (pl. acetaldehid)
alkohol-dehidrogenaz enzimek altal katalizalt redukcioja soran az NADH, a fém-
hidridekhez hasonlé6 mddon, hidridaniont ad 4t a karbonilcsoport pozitivan polarozott
szénatomjara (IV-5. abra).

IV-5. abra. Az acetaldehid NADH-résztvételével lejatszodd ADH-katalizalt redukcioja.
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Az enzimkatalizalt reakcié lejatszodasa soran a nikotinsavamid-molekularész
pro-(R)-hidrogénatomjanak (lasd lejjebb) nukleofil timadasa kozben az enzim egyik
savas csoportja (H-Bazis) protonalja a karbonilcsoport oxigénjét. A koncertikus
mechanizmus koévetkeztében az erésen bazikus tetraéderes intermedier csak részlegesen
alakul ki, és ez nagymértékben csokkenti a reakcio aktivalasi energiajat.

A fenti rendszer tovabbi kiilonlegessége, hogy a nikotinsavamid molekularész
redukalt és az oxidalt allapot kozott kicsi a szabadenergia-kiilonbség , ezért a koenzim
redukalt €s oxidalt formaja konnyen egymasba tud alakulni. Ez azért jelentds, mert igy
az NAD" az egyik folyamatban oxidal (alkoholok oxidaciéja aldehidekké/ketonokka) és
NADH képzddik, a NADH pedig egy ellentétes iranyu folyamatban redukalni tud
(aldehid/ketonok redukcidja alkoholokkd), ekdzben maga oxidalodik és az NAD®
visszaképzddik.

A fenti redukciés folyamat forditottja, hidridanion kilépése etilalkoholbol, nem-
enzimkatalizalt koriilmények kozott nehezen megy végbe, mert a hidridanion nagyon
erds bazis, ezért nagyon rossz kilép6 csoport. Elkeriilhetd azonban az erds bazis kiala-
kulésa, ha a hidridanion mar a lehasadas kozben hozzakapcsolddik egy elektrofil cso-
porthoz. Az adott esetben ezt az elektrofil csoportot a NAD" elektrofil C4 szénatomja
biztositja (IV-6. abra).
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IV-6. abra. Az etanol NAD"-résztvételével lejatszodo oxidacidja
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NG Ny
R —
~_C_ c_
| | NH, | | NH»
\ \
R R

Az etilalkohol egy szimmetrikus molekula, melynek C1 szénatomja Un.
prokiralis szénatom. A prokiralis szénatomhoz kapcsolédo hidrogénatomok egyikét —
melynek mas szubsztituensre (pl. deutériumra) torténd cserélédése (R)-konfiguracidju
Ci-szénatomhoz vezet Hg, (pro-(R)-hidrogén) mig a masik hidrogénatomot — ugyezen

gondolatment értelmében — Hs (pro-(S)-hidrogén) roviditéssel szimbolizalhatjuk (IV-7.
abra).

IV-7. abra. Az etilalkohohol pro-(R)- és pro-(S)-hidrogénatomjai.

H, < pro-R-hidrogén

3
2 D 1 Z’T_l-h
HyC——oH H3C+OH H3C+OH
\_/ D
3

H, <—— pro-S-hidrogén Hy

Deuteralt szubsztrattal végzett kisérletek azt igazoltdk, hogy az enzimkatalizalt
reakcioban az etilalkohol pro-(R)-hidrogénatomja (Hgr) kotédik a NAD(P)" koenzim
nikotinsavamid molekularésznek részleges pozitiv toltést hordozo C4 atomjahoz. Ebben
az esetben ugyanis kelld nagysagu hely jut a nagy térkitoltésii metilcsoportnak, mig a
pro-(S)-hidrogénatom leszakitasanal a metilcsoportnal fellépd nagy térgatlas olyan nagy

aktivalasi energiat eredményezne, hogy a pro-(S)-hidrogénatom leszakitasa nem tud
végbemenni (IV-8. abra).

IV-8. abra. Az etilalkohohol pro-(R)- és pro-(S)-hidrogénatomjainak koélcsonhatasa a
NAD(P)+ koenzimekkel.
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Enzimkatalizalt reakciok mechanizmusa I. Oxidoreduktazok koenzimjei.

A NAD(P)" és redukalt szarmazékaik (NAD(P)H) kiralis molekulak (IV-1.
abra). A molekulak nikotinsavamid molekularészének C4 atomja ezért un. prokiralis
szénatom. A NAD(P)" = NAD(P)H reverzibilis atalakulas soran a nikotinsavamid
molekulrész C4 szénatomjahoz egy hidridion kotodik, illetve tavozik el onnan (I1V-2.
abra). Ammenyiben a redox folyamatban hidridionok vesznek részt, az addicid
eredményeképpen a Cy-atom akirdlis sp® hibridallapoti  szdnatommé alakul.
Amennyiben azonban a reakcié deuteralt szubsztrattal jatszodik le, a deuteridion-
addicio erdményeképpen a NAD(P)D C;-szénatom konfiguracidja (R) és (S) is lehet.
Ezért a NAD(P)" nikotinsavamid (planaris) molekularészének két oldala tn.
diasztereotop oldal. A két oldal megkiilonboztetése — a 2-butanon példajan bemutatott
gondolatmenettel megegyezden — Re és Si deszkriptorokkal torténik. Egy deuteridion Re
Cy4-szénatomot eredményez. Ez alapjan — az etanol C;-atomjaval kapcsolatban leirtakkal
Osszhangban — a nikotinsavamid molekularész  Cs-atomjahoz  kapcsolodo
hidrogénatomok koziil is definialhatjuk a pro-(R)- (Hg) és a pro-(S)- (Hs) atomokat (IV-
9. abra).

IV-9. abra. A nikotinsavamid molekularész Re és Si oldalai valamint pro-(R)- és pro-
(S)-hidrogénatomjai.

Si pro-(R) Pro-(S)
H ) o H HO
| NH, NH,
Re ~ ‘
v N
R R

Az alkoholok aldehidekké (vagy szekunder alkoholok ketonokkd) torténd
oxidaciojat, illetve az aldehidek/ketonok alkoholokkéd torténd redukcidjat katalizald
alkohol dehidrogendaz (ADH) enzimek miikddése soran minden esetben a
NAD(P)+/NAD(P)H  kofaktorok  nikotinsavamid  molekularésze  C4-pro-(R)-
hidrogénatomja addiciondlodik szubsztratra, illetve a szubsztratrol addicionalodo
hidrogénatom mindig pro-(R)-hidrogénatomként jelenik meg a redukalt koenzimben.

V.2 Flavin-koenzimek

A nikotinsavamid-koenzimekkel miikk6dé enzimekhez hasonléan, nagyszamu
enzim redox reakciot katalizald enzim miikodik flavin koenzimekkel. A falvin
koenzimek mindkét formaja — a flavin mononukleotid (FMN) és a flavin-adenin-
dinukleotid (FAD) a szervezetben ribioflavinbdl (B, vitamin) szintetizalodik (1V-10.
abra). A két koenzim funkcionalisan ekvivalens, de vannak enzimek melyek csak az
egyik, vagy csak a masik, és vannak amelyek mindkét koenzim részvételével
miikodnek.
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IV-10. abra. A flavin-adenin-dinukleotid (FAD) szerkezete
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Kémiai szempontb6l mind az FMN, mind a FAD benzo[g]pteridin-2,4(3H,9H)-
dion-(izoalloxazin-)szarmazék (IV-11. abra), és biokémiai funkcioik is az izoalloxazin
heterociklusos gyuriirendszerrel kapcsolatosak. Osszefoglald néven
flavinszarmazékokként (FL) keriilnek emlitésre.

IV-11. dbra. Az izoalloxazin gytrirendszer és épitdelemeinek szdmozasa és szerkezete
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benzo[g]pteridin-2,4(1H,3H)-dion  benzo[g]pteridin-2,4(3H,9H)-dion

Mindkét koenzim kivalo elektronakceptor tulajdonsavia molekula. Egy proton
majd egy elektron felvételével flavin-szemikinon (FLHY) szarmazékka, majd egy
kovetkez6 elektron (hidrogénatom) felvételével redukalt flavinna (FLH,) redukalodnak

(IV-12. abra).
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Enzimkatalizalt reakciok mechanizmusa I. Oxidoreduktazok koenzimjei.

1V-12. abra. A FL = FLH, reverzibilis redoxreakcio
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Az FMN/FMNH; reverzibilis redoxrendszer két egymast kovetd
redoxpotencialjanak (pH 7,0) atlaga -0,21 V, ami a kovetkez6 fontosabb kémiai
atalakuldsok katalizisét teszi lehetévé (IV-13. abra).

szemikinon

IV-13. abra. A flavin-koenzimek (FL) altal katalizalt fontosabb kémiai atalakulasok
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A flavin-koenzimekkel miikoddé enzimek egy része az oxiddzok, masik része a
dehidrogendzok csoportjaba tartozik, ami nevezéktanukban is kifejezésre jut. A nevek
kozotti megkiilonboztetés alapja a redukalt flavin (FLH;) visszaoxidalodasanak
mechanizmusa kozotti kiilonbség.

Az oxidazok a redukalt flavint molekularis oxigén segitségével oxidaljak vissza
flavinna (FL), mikézben hidrogén-peroxid (H20,) képzddik (IV-14. abra). A reakcid
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lejatszodhat fémionok résztvételével képzddo szinglet oxigén addicidja (,,a” reakciont),
vagy az oxidalt flavin és triplett oxigén kozott lejatszodo elektrontranszfer (,,b”
reakciout) utjan képz6dé gyokparon keresztiil. Ez utobbi atmeneti termék spin-inverziot
kovetden gyokos kombinacid (,,c” reakciont), vagy egy masodik elektron felvételével
(,,d” reakciout) szintén oxidalt flavinna alakul.

IV-14. abra. A redukalt flavin (FLH,) oxidalt flavinna (FL) torténé oxidazok altal
katalizalt oxidacioja

R R R
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A dehidrogendzok a redukalt flavint (FLH,) elektron-transzfer funkcidval
rendelkez6 fehérjék (pl. ubikinon, citokrom bs) részvételével oxidaljak vissza oxidalt
flavinna. A reakciok altalaban két egymast kovetd elektronatmenettel jard rekciotton
jatszodik le (IV-15. abra).

IV-15. abra. A redukalt flavin (FLH") oxidalt flavinna (FL) torténé dehidrogenazok
altal katalizalt oxidacioja

FLH™ FLH™™ FL
R R
N /N O j@: N /N \(O
NH
NE h N
j (0] (0]
Akceptor §_B: Akceptor ™
Akceptor "~

A flavin-tartalmt enzimek katalitikus ciklusa tehat legalabb két 1épésbdl all: Az
elsd 1épésben a szubsztrat oxidalodik, majd a kovetkezd 1épésben a redukalt flavin
visszaoxidalodik (IV.16. 4bra).
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1V-16. abra. A flavin-tartalmu enzimek katalitikus ciklusa

Szubsztrat + Enzim-FL ——  Oxidalt szubsztrat + Enzim-FLH™
(termék)

Enzim-FLH™ + Akceptor —— Enzim-FL + Redukalt akceptor
(0y) (H202)

A flavin-tartalmu enzimek altal katalizalt reakciok mechanizmusa négy csoportba
oszthatok:

(a) Két-elektron (karbanion) mechanizmus (pl. D-aminosav oxidaz (DAAO));

(b) Karbanion mechanizmust kovetdé két egy-elektron transzfer (alkohol
dehidrogenaz (pl. altalanos acil-CoA-dehidrogendz);

(c) Egy-elektron (gyokds) mechanizmus (pl. monoamin-oxidaz (MAO));

(d) Hidrid mechanizmus (pl. dihidroorotat-dehidrogenaz)

Az endogén monoaminok (pl. feniletilamin, norepinefrin, epinefrin, szerotonin,
dopamin, tiramin, triptamin) oxidativ metabolizmusat katalizald6 MAO enzimek szamos
terapiaban alkalmazott gydgyszervegiilet célpontja. Az enzimek miikodésének
feltételezett mechanizmusat a IV-17. abra mutatja be.

IV-17. abra. A monoamin-oxidaz (MAO) enzimek altal katalizalt reakciok feltételezett
mechanizmusa

H0, 0,
R—CH,—NH, >—< R—CH=0
FL FLH f NH3
FL™
R—CH,—NH,*
-H+J
FL™ FLH> H,0
R—CH—NH, —, R—CH=NH,*

Amint az abra mutatja a reakcidutak elsé 1épése a szubsztrdt (monoamin)
nemkotd elektronparja egyikének transzferje a flavin koszubsztratra (FL), egy amin
gyokkationt és egy flavin gyokaniont (FL7) eredményezve. A gyokkaktion
protonvesztése egy karbokation képzddéséhez vezet, ami vagy egy kovetkezé — flavin
gyOkanionnak atadatt - elektronvesztésel a megfeleld protonalt iminné alakul. A
protonalt imin a deprotonalt redukalt flavinnal (FLH") és vizzel reagalva ammoniava és
a megfeleld aldehiddé alakul. A redukalt flavin (FLH;) oxigénnel torténd reakcioja
(oxidalt flavinna torténd visszaoxidacioja) hidrogén-peroxidot eredményez.
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IV.3 Kinon szerkezeti elemet tartalmazo koenzimek

A redoxreakciokat katalizalé enzimek koenzimjeinek harmadik nagy csoportjat a kinon
szerkezeti elemet tartalmazd koenzimek képezik. Ezeket a koenzimek csak
felsorolasként keriilnek megemlitésre e tananyagban.

1.) Pirrolokinolin-kinon (PQQ)

2.) 6-Hidroxidopakinon (Topakinon) (TPQ)

3.) Triptofan triptofilkinon (TTQ)

4.) Lizin tirozilkinon (LTQ)
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V Oxidativ atalakulasok. Monooxigenazok I. Hem-

dependens monooxigenazok

A monooxigendzok azok az oxidoreduktdzok, amelyek a molekularis oxigén egy
atomjanak a szubsztratba torténd beépiilését katalizaljak. A maésik oxigénatom egy a
reakcio sordn képzO6dd vizmolekuldba ¢épiill be. Az oxigenazok molekularis
mechanizmusuk alapjan 6t csoportba sorolhatok:

1. Hem-dependens monooxigenazok

2. Flavin-dependens monooxigenazok

3. Pterin-dependens hidroxilazok

4. Nem-hem vastartalmi monooxigenazok

5. Réz-dependens monooxigenazok

V.1. A citokrom P450 enzimek szerkezete, nevezéktana.

A hem-dependens monooxigenazokkal kapcsolatos elsé megfigyelés M. Klingenberg és
D. Garfinkel nevéhez fiizédik, akik egymastdl fiiggetleniil egy a maj mikroszéma
frakcidban megtalalhat6 festékanyagrol szdmoltak be, ami szén-monoxid hozziadasakor
450 nm hullamhosszusagu erds abszorpciés maximumot mutatott (1958). Hat évvel
kés6ébb T. Omura és R. Sato a festékanyagot egy hem-tartalmt fehérjeként azonositotta
és ,,P450” névvel illete.

Az eltelt idészakban igazolddott, hogy a kismolekulajii szerves molekulak
cellularis oxidacids atalakulésait katalizalo enzimek koziil a legnagyobb jelentdségiliek a
citokrom P450 (CYP450) enzimek (E.C.1.14.-.-). Egy résziik csak meghatarozott
¢s fontos szerepet tolt be pl. a szteroidok bioszintézisében. Masik résziik funkcidjat
tekintve joval kevésbé szubsztratspecifikus és a szervezetbe keriild testidegen anyagok
(xenobiotikumok) kémiai atalakulasat katalizalja.

A CYP450 enzimek vastartalmu fehérjék, melyekben a vasion a hemoglobinban is
megtalalhat6 vas-protoporfirin IX (hem) komplexként kapcsolddik az enzim fehérjéhez
(V-1. abra). Minden citokrom P450 enzim egyetlen polipeptid lancbodl all, amely egy
hidrofob, elektrosztatikus és kovalens kotéssel kapcsolodo vas-protoporfirin X (hem)
gylriit tartalmaz. Az enzim aktiv helyén 1év6 protoporfirin-IX gyliriben a vas hatos
koordinacids szamu. Négy koordinacios helyet a gylirli négy nitrogénje foglal le, 6todik
ligandumja a hem 436. cisztein tioldt anionja, mig a hatodik koordinacids hely a
dioxigén (O2) molekula kétohelye a katalitikus ciklusban.
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V-1. abra. A citokrém P-450 enzimek egyszertsitett szerkezete

=

Apoprotein-
rész

Hem-rész az
"aktivalt oxigén"-nel

| Szubsztrat kétéhely (hidroféb)

Az citokrom P450 (CYP450) enzimek valdjaban tarsult elektrontranszport
rendszerek, melyek két enzimbdl — a citokrom P450-bdl és egy flavoproteinbdl,
NADPH-citokrom P450 reduktazbol (E.C. 1.6.2.4.) allnak. Ezek az enzimek az
endoplazmatikus retikulum foszfolipid matrixdban lokalizalédnak, ezért az un.
mikoszomalis tazis 1 enzimek kozé tartoznak (V-2. abra). Mivel az enzimek altal
katalizalt reakciokban mind redukalé (NADH vagy NADPH) mind oxidalo (O,)
agensek részt vesznek, ezért az un. ,,kevert funkcioju oxidazok kozé tartozd enzimek.

V-2. abra. A citokrém P-450 enzimek mukodésének elve
MW AT

5 Lk H.i

-
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A CYP450 enzimek legfontosabb funkcidja, hogy képesek a molekuléris oxigén
(0,) ,,aktivalasara” és a katalizalt reakcio eredményeképpen a molekularis oxigén egyik
oxigénatomja — altalaban szénatomhoz kotddve- beépiil a szubsztrat (SH) molekulédba,
mig a masik oxigénatom egyideji redukcidja egy vizmolekula keletkezését
eredményezi.

RH + 0, + NADPH + H* — ROH + H,0 + NADP*

A reakcidk eredményeképpen a szubsztrat molekulaban egy 0j poléaros, tovabbi
konjugécios atalakulasokra is képes hidroxilcsoport alakul ki, ami eldsegiti a
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metabolitok kitiriilését a szervezetbdl. Ugyanakkor megemlitendd, hogy a CYP450
enzimek altal katalizalt reakciok néha reaktiv metabolitok képzodését eredményezi, ami
pl. a gyogyszer hatdbanyagok nem kivant hatasainak kémiai alapjait jelenthetik.

A CYP450 enzimek tobb gén altal kddolt enzimcesalad, melynek egyes képviseldit
a fehérjerész hasonlosaga alapjan csoportosithatjuk, illetve azonosithatjuk. A
nemzetkozileg elfogadott megallapodas alapjan a 40%-nal nagyobb homoldgiat mutatd
CYP enzimeket egy csaladdba tartozonak tekintjiik, €s ezt a CYP rovidités utan egy arab
szammal (pl. CYP1, CYP2, stb.) jeloljik. Az 55%-nal nagyobb homologiat mutatd
enzimek egy csalddon beliil alcsaladokat képeznek, melyeket az egyes enzimek
azonositasara hasznalt jelolésben az arab szdmot kovetd latin betii (pl. CYP1A, CYP2C,
CYP3A, stb.) jelez. Az egyes enzimek (individualis citokrom P450 gének) a latin betiit
kovetd ujabb arab szdm feltiintetésével kiilonboztethetok meg egymastol (pl. CYP1A2,
CYP2A6, CYP2EL, stb.).

A citokrom P450 enzimek expresszidja a legnagyobb a majban, de megtalalhatok
tobbek kozott a tiidoben, a vékonybélben, a vesében, a borben, a plecentaban és az
agyban is. Az emberi m4j mikroszéma frakcioban legalabb 15 kiilonb6zo CYP450
izoenzim (CYP1A2, 1B1, 2A6, 2B6, 2C8, 2C9, 2C18, 2C19, 2D6, 2E1, 3A4, 3A5, 3A7,
4A9 és 4A11) talalhatd. A majban expresszaloddo CYP450 izoformdk megoszlasat és
azok a gyogyszervegyiiletek oxidativ metabolizmusaban betoltott szerepének
jelentdségét az V-3. abra mutatja be (V-3. abra).

V-3. abra. Human CYP450 izoformék szazalékos megoszlasa a majban és az izoformak
jelntésége a gyodgyszerek (testidegen anyagok) oxidativ metabolizmusaban

CYP2E1
CYP2Dé 7%

CYP2D6
23%

CYP2ZE
5%

A CYP450 izoenzimek nagy szdma mellett még azok felépitése sem egységes a
szervezetben. Az utobbi évek kutatdsai igazoltdk, hogy az egyes enzimeket kodolo
gének tobb variansa is el6fordulhat, melyek altal kodolt polimorf enzimek katalitikus
aktivitasa egymastol eltér6. Egy-egy metabolikus enzim genetikai polimorfizmusa
szempontjabol a human populacié az alabbi négy csoportba sorolhato:

1. Extenziv metabolizalok (EM), akik metabolizmusa a vartnak megfeleld.

2. Gyenge metabolizalok (PM), akik metabolikus aktivitdsa a vartnal joval
gyengébb.

3. Atmeneti metabolizalok (IM), akik metabolikus aktivitisa alacsonyabb, mint az
extenziv metabolizalok, de magasabb, mint a gyenge metabolizalok esetén.

4. Ultra extenziv metabolizalok, akik metabolizmusa joval intenzivebb, mint az

extenziv metabilizalok esetén tapasztalhato.
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V.2. A citokrém P450 enzimek katalitikus ciklusa
A citokrom P450 enzimek hem prosztetikus csoportjanak részvételével aktivaljak a

molekularis oxigént. A CYP450 enzimek oxigénaktivaldsdnak mechanizmusat az V-4.
abra mutatja be.

V-4. abra. A CYP450 enzimek oxigénaktivalasanak mechanizmusa
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A ligandummentes CYP450 enzim vas(lll)-ionja alacsony spinii, szabalyos
oktaéders komplexet képez a hem négy nitrogénatomjaval (a rajzon a hem molekularész
egy, mindegyik sarkdban egy nitrogénatomot tartalmazé négyzettel jelolve), a fehérje
cisztein aminosav épitdegységének tiolat anionjéval, valamint egy molekula vizzel.

1) A folyamat els6 1épésében a vas(lll) CYP450 (fehérje része)
reverzibilisen megkdti a szubsztrat molekulat (R-H). Ennek eredményeképpen a
vizmolekula szabadda valik, és a kialakul6 6tligandumos, magas spinti komplex vas(III)
ionja kikeriil a hem nitrogének sikjabol.

(2) A vas(lll) komplex elektronszerkezetének megvaltozasa a hem
redoxpotencidljanak megvaltozasat eredményezi, ami lehetévé teszi kdzponti fémion
egyelektronos redukciojanak lejatszodasat. A redukald ekvivalenst NADPH szolgéltatja,
az elektrontranszfert a mind FAD- mind FMN-tartalmi NADPH-CYP450 reduktaz
enzim veégzi.

(3) Ezt kovetéen a vas(ll) CYP450 komplex — a kozponti vasion hatodik
ligandumaként — dioxigén (O2) molekulat kot meg, ami egyidejii redukcidjaval alacsony
spind vas(l11)-szuperoxidgyok komplex keletkezik.

4) A vas(l11)-szuperoxidgyok komplex a NADPH-CYP450 reduktaz (vagy
citokrom-bs reduktaz) enzim altal katalizalt- 1jabb egyelektronos redukcio
eredményeképpen vas(ll1)-peroxid anion komplexszé alakul, aminek protonaldodasa a
vas(l11)-peroxid CYP komplex képzddést eredményezi.

(5) A vas(lll)-peroxid CYP komplex — peroxid-molekularészének
heterolitikus hasadasaval — vizkilépéssel egybekdtve, az igen elektrofil tulajdonsagu,
négy rezonans hatdrszerkezettel jellemezheté oxoferril komplexszé (,,aktivalt
oxigénforma”) alakul.

(6) Az oxoferril komplex oxigénatomja €s a szubsztrat kozott lejatszodo
reakcio (aminek mechanizmusa a szubsztrat szerkezetétdl fiiggden valtozo) a hidroxilalt
termék kialakuldsat, valamint a CYP450 eredeti struktardjanak visszaalakulasat
eredményezi.
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A citokém P450 enzimek altal katalizalt reakciok koziil az aldbbiakban az (a) alifas
hidroxilacid, (b) alkén-epoxidéaciod, (c) aromas hidroxilacio, (d) alkiléter oxidacio,
valamint (d) az aromatdz enzimek altal katalizalt reakciok mechanizmusa keriil
bemutatasra. A CYP450 reakciok altal katalizalt reakciok teljes listaja a gydgyszerészi
kémia tankonyvekben megtalalhato.

V.3. Az alifas hidroxilacio mechanizmusa

A CYP450 enzimek altal katalizalt reakciok egyik egyedi példai a nem-aktivalt
alkanok hidroxilacios reakcioi. Az ilyen tipusu reakciok mechanizmusat az V-5. abra
mutatja be.

V-5. abra. A nem-aktvalt alkdnok CYP450 enzimek altal torténd hidroxilaciojanak
mechanizmusa.
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Izotopjelzett  szubsztratokkal — végzett kisérletek  eredményei  alapjan
valoszintsithetd, hogy a reakcio az oxoferril komplex és az alkan kozott lejatszodo
hidrogénabsztrakcioval indul, melyet a hem-kotott hidroxilgyok ¢és a keletkezo
széncentrumu gyok kotott lejatszodo ,,oxigén-visszakotédés” (,,rebound”) kovet.

A kiilonb6zé molekularis kornyezetben 1évo, a reakcidban résztvevo
szénatombol képzddd alkilgyok a hem-kotott hidroxilgyokkel torténd kombindcidjat
megeldzden atrendezddhet, igy a termékek kozott az eredeti szerkezetli szubsztrat
hidroxilalt szarmazékai mellett esetenként atrendezdott szerkezeti hidroxilalt
szarmazékok is megtalalhatok (V-6. abra).

V-6. abra. A kétlépéses CYP450-katalizalt alifds hidroxilacié végtermékeinek
lehetséges szerkezete.

k
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V.4. Az alkén-epoxidacié mechanizmusa

A CYP450 enzimek altal katalizalt reakciok kozott megtalalhatok az alkének szén-szén
kettds kotésének epoxid-szarmazékka torténd atalakulasai is (V-7. abra).
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V-7. abra. A CYP450-katalizalt alkén-epoxidacié mechanizmusa
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A reakci®6 mechanizmusa hasonlésagot mutat az alifds  hidroxilacié
mechanizmusaval, de itt az els6 1épés az oxoferril komplex oxigénatomjanak gyokos
addicidja a szén-szén kettés kotésre, melyet a keletkezé addukt szubsztrdr-epoxidda és
magas spinii vas(IIl)-hem komplexé torténd atalakulasa kovet.

V.5. Az aromas hidroxilacié mechanizmusa

Az aromas vegyliletek hidroxilacidja gyakori folyamat a CYP450 enzimek altal
katalizalt reakciok kozott. A reakcid mechanizmusat deuteralt benzolszarmazékok
hidroxilacidjanak vizsgalatadval értelmezhetjiik (V-8. abra).

V-8. abra. A CYP450-katalizalt aromas hidroxilacié mechanizmusa
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A reakcid els6 1épése ez esetben is a reaktiv oxoferril komplex oxigénatomjanak
gyokos addicidja az aromds gylirli m-elektronrendszerére melynek eredménye egy, a
reakcidban résztvevd szénatom szempontjabodl tetraéderes geometriaju gyok vagy kation
szerkezetii atmeneti termék. A kovetkezd 1épésben az atmeneti termék — a tetraéderes
szerkezetli szénatomjahoz kapcsolodo hidrogénatom [1,2]-szigmatrop dtrendezddésével
,a’ és ,,¢” reakciout) — ciklohexadienon-szarmazék képzodik, ami, preferaltan
protonabsztrakcidval lejatsz6do tautomerizacioval a megfeleld fenolld alakul. Az ,,a” és
a ,,c” reakcioutak koziil a preferdltan a ,,c” reakciotuton lejatszodd atrendezddést az
irodalom altalaban ,,NIH-shift”. Alternativ mechanizmusként néhany policiklusos
aromas szénhidrogén (pl. naftalin, 9,10-dimetilbenzatracén) a gyok tipusi atmeneti
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termékben  lejatszodd  ,,oxigén-viszakotédés”  eredményeként  1,2-oxodihidro
szarmazékok (epoxidok) képzddése volt igazolhato.

V.6. Az alkiléter oxidaciéo mechanizmusa

Alkiléter funkciés csoportok gyakran eléfordulnak a kismolekulaji szerves
gyogyszervegyliletek kozott. Az a-szénatomon hidrogénatomot hordozé alkiléter
szarmazékok CYP450 enzimek 4altal katalizalt reakcidoban dealkilalodhatnak az V-9.
abran bemutatott mechanizmus szerint.

V-9. abra. A CYP450-katalizalt alkiléter oxidacié mechanizmusa
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A reakcio kezdeti 1épése az oxoferril komplex és az a-hidrogénatom kozott
lejatsz6dd  hidrogénabsztrakciol, melyet a hem-kotott hidroxilgyok és a keletkezd
széncentrumt gyok kotott lejatszodod ,,oxigén-visszakotodés” kovet. A keletkezd
félacetal spontan bomlik a megfelelé aldehidre és alkoholra.

Hasonl6 mechanizmus szerint jatszodik le az o-szénatomon hidrogénatomot
hordozé alkilcsoporttal szubsztitudlt aminok CYP450 enzimek 4altal katalizalt
dealkilacioja is.

V.7. Szén-szén kotés felhasadasaval jaré reakcidok mechanizmusa
A szén-szén kotés felhasadéasaval jaro CYP450-katalizalt reakciok egyike az
androszténdion Osztronna torténé oxidativ atalakitasat katalizalo aromatdz (CYP19)

enzimek. A reakcid elemi 1épéseit és a rekcidkban szerepel6 oxigénatomok atalakulasait
az V-10. abra foglalja 6ssze.
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V-10. abra. Az androszténdion aromataz enzimek altal katalizalt oxidécic')jénak lépései.

HO HO
HyC _-HO
ea NADPH NADPH
HOH

NADPH
oz H

o)

H,O + HCOOH + /@@
HO

Az androszténdion Cip-metilcsoportjanak két egymast kovetd hidroxilacidja
geminalis diolt eredményez, ami spontan vizvesztéssel formilcsoportta alakul at. A Cyo-
formilcsoport tovabbi oxidacidjanak és egyidejlileg az aromas "A" gyliri kialakuldsanak
részleteit illetden tobb lehetséges mechanizmus ismert az irodalomban, melyek
részleteinek bemutatasa tilmutat tananyag keretein. Az aromas A gytrt kialakulasanak
harmadik oxidativ 1épése sordn a formilcsoport hangyasavvd oxidalodik, mig az A
gyurti C1- és Cp-hidrogénatomjai vizz¢ alakulnak. Megemlitend6, hogy a mechanizmus
ismerete  tobb, kiillonb6z0 tdmadasponti aromatiz-gatld  gydgyszermolekula
kifejlesztését tette lehetdvé.
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V1 Oxidativ atalakulasok. Monooxigenazok Il. Favin-

dependens monooxigenazok

A flavin-dependens monooxigenazok mechanizmusuk alapjan tobb csoportba oszthatok.
fgy kiilonbséget tehetiink (a) kiilsé redukaldszert nem igényld enzimek (pl. laktat-
oxidaz) és (b) kiils6é redukaloszert (NAD(P)H) igényld enzimek (pl a flavin-dependens
monooxigenazok, keton-monooxigenazok) kozott.

VI.1 Kiulsé redukalészert nem igénylé enzimek

A kiils6 redukaloszert nem igényld flavin-dependens enzimek miikddése soran a
Szubsztrat oxigenacioja nem igényel kiils6 redukdloszert — maga a szubsztrat
redukaloszerként is szerepel a reakcioban. Ilyen példaul a laktat-oxidaz (E.C.
1.13.12.4.) enzim, ami a laktat acetatatta, szén-dioxidda és vizzé torténd oxidativ
dekarboxilezddését katalizalja.

Ebben a reakcioban az az oxidalt flavint (FMN) tejsav redukalt flavinna (FMNH))
redukalja, mikdzben maga pirosz6ldsavva oxidalodik. A reakcio elsé 1épésében az
enzim mint oxidaz, nem mint monooxigenaz vesz részt. Ezt kovetéen a redukalt flavin
(FMNH) a IV-11. abran bemutatott mechanizmusok szerint flavin-C4a-hidroperoxidda
alakul és a piroszdldsav oxidéacioja a hidroperoxid intermedier részvételével zajlik. A
hidroperoxid intermedier és pirosz6lésav két tipust reakcioban vehet részt:

A VI-1. dbréan (a) reakcidutnak jelzett reakcio elsd 1épésében a deprotonalt flavin-
C4a-hidroperoxid nukleofil addicidja a piruvat karbonilcsoportjara, melynek
dekarboxilacioval kisért eliminacioja acetatatot, szén-dioxidot és C4a-hidroxiflavint
eredményez. A hidroxiflavin viz-eliminacidjaval oxidalt favin (FMN) keletkezik.

A (b) reakciout els6 1épése a hidrogén-peroxid eliminacidja mely soran oxidalt
flavin (FMN) keletkezik. A pirosz6ldsav oxidacidja — az (a) Gthoz hasonlo szerkezetli
intermedieren keresztiil jatszodik le.

VI-1. abra. A laktat-oxidaz enzim mukodésének mechanizmusai
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VI.2 Kiulsé redukalészert igénylé enzimek

VI.2.1 Flavin monooxigenaz (FMO) enzimek

A fazis 1 oxidativ reakciok katalizisében fontosabb szerepet jatsz6 tovabbi
enzimek a nem hem-tartalmu, ugyancsak mikroszomdlis lokalizacioja flavin-adenin-
dinukleotid (FAD) tartalmi monooxigenazok (FMO enzimek). A flavin-tartalma
monooxigenazok flavin-adenin-dinukleotid (FAD), dioxigén (O;) és NADPH
koszubsztratok jelenlétében képesek katalizdlni a testidegen vegyiiletek oxidativ
metabolizmusat. Ellentétben a CYP450 enzimekkel, melyek elsdsorban szénatomon
lejatszodo oxidacios folyamatokat katalizalnak, a flavin-dependens monooxigenazok
preferaltan a nitrogén-, kén-, foszfor- és a szelénatomok oxidacios reakcioit katalizaljak,
de részt vesznek szénatomok oxidacios reakcidiban is. Néhany kivételtdl eltekintve az
FMO enzimek, mint elektrofil oxidalo katalizatorok funkcionalnak, ami
megkiilonbozteti dket a legtobb mas, flavoprotein oxidazoktdl és monooxigendzoktol
(lasd laktat-oxidaz).

A CYP450 izoenzimekkel ellentétben, az FMO enzimek csupan 6t funkcionalis
formdjat irtdk le emlésokben. A felndtt emberi majban az FMO3 forma a legnagyobb
mennyiségben expresszalodd izoenzim. Az FMO3 forma mellett tovabbi két minor
forma (FMO4 ¢és FMOS) talalhatd, melyek csak nagyon kis mennyiségben voltak
kimutathatok. A tovabbi, extrahepatikusan expresszalodod formak koziil az FMO1 forma
érdemel emlitést, melynek expresszidja elsdsorban a vesében és a vékonybél mukoza
sejtjeiben kifejezett.

A flavin-dependens enzimek oxigénaktivalasanak mechanizmusa eltér a CYP 450
enzimek vasion részvételével lejatszodd oxigénaktivaldsnak mechanizmusatol. A
katalitikus ciklus els6 1épésében az enzim FAD molekularésze NADPH
felhasznaldsdval FADH -va redukalodik, mikdzben az oxidalt kofaktor (NADPY)
tovabbra is az enzimhez kotve marad. A redukalt FADH™ dioxigénnel (O,) gyorsan
reagalva C4a-peroxiflavin szarmazékava (FADH-OOH) alakul (VI-2. abra).

A keletkezd flavin-hidroperoxid intermedier két kiillonbozd tipust reakcidban
vehet részt. Az egyik esetben a szubsztrat mint elektrofil, a masik esetben mint nukleofil
partner vesz részt. Az elektrofil szubsztrattal lejatszodo reakciok egyik példaja a VI.1.
pontban bemutatott, laktat-oxidaz enzim altal Kkatalizalt reakci6. A nukleofil
szubsztratokkal lejatszodo reakciok egyik példaja a p-hidroxifenilecetsav p-
hidroxifenilacetat-3-hidroxilaz (EC 1.14.14.9.) altal katalizalt aromas hidroxilacidja
(VI-2. abra.) Hasonoképpen, nukleofil szubsztrat hidroxilaciojat katalizaljak a p-
hidroxibenzoat-hidroxilaz (E.C. 1.14.13.2.), a szalicilat-1-monooxigenaz (E.C.
1.14.13.1.), valamint a fenol-2-monooxigenaz (E.C. 1.14.13.7.) enzimek. Mindegyik
enzim altal katalizalt reakcid mechanizmusara altalanosithato a p-hidroxifenilacetat-3-
hidroxilaz enzim altal katalizalt reakcio VI-2. abran bemutatott mechanizmusa.

Amennyiben az enzim szubsztratkotd helyéhez nukleofil szubsztrat kapcsolodik
(pl. elektonkiild6 szubsztituenst hordoz6 aromas gylriit tartalmazd vegyiilet), ugy az
nukleofil reaktansként viselkedik a hidroperoxid ,kiils¢” oxigénatomjaval szemben. A
reakcié eredményeképpen a C4a-hidroperoxiflavin molekularész C4a-hidroxiflavin
szarmazékkd (FAD-OH) alakul és az aromas szubsztrat elektrofil szubsztiticios
reakcidjdnak eredményeképpen megtorténik az aromas gyliri hidroxilacidja. A
katalitikus ciklus befejezd 1épésében a FAD-OH molekularész vizkilépéssel jaro
reakcioban redukalt FAD-d4 alakul (VI-2. 4bra).
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VI1-2. abra. A p-hidroxibenzoat-hidroxildz enzim 4altal katalizalt aromas hidroxilacids
folyamat mechanizmusa
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VI.2.2 Keton-monooxigenaz enzimek

A flavin-dependens monooxigenazok egy kiilonleges csoportjat képezik a ketonok un.
Baeyer-Villiger oxidacigjat katalizalé enzimek. A Baeyer-Villiger oxidaciot eldszor A.
Baeyer és V. Villiger irta le 1899-ben. A ketonok vagy aldehidek persavakkal lejatszodo
reakciojaban ketonok esetén észterek, aldehidek esetén karbonsavak képzddése volt
megfigyelhetd. A Baeyer-Villiger oxidaciok széles korben alkalmazott oxidaloszerei a
hidrogén-peroxid és a m-klor-perbenzoesav. E persavak megfeleldi a flavin-dependens
monooxigenazok Caq-peroxiflavin szarmazékai (FADH-OOH).

A keton-monooxigenazok altalanosan elfogadott miikodése az Acinetobacter
calcoaceticus baktérium ciklohexanon-monooxigenaz (E.C. 1.14.13.22.) enzimjével
kapcsolatos vizsgalatokon alapul. Az enzimkatalizalt reakcioban a deprotonalt Cg,-
peroxiflavin anion nukleofilként viselkedik a szubsztrat karbonilcsoportjdval szemben.
A peroxid anion a karbonilcsoportra addicionalodva kialakitja az tin. Crieg-intermediert,
melynek atrendez6désével jon 1étre a lakton és a 4a-hidroxiflavin. A katalitikus kor — az
el6zdekben leirtakhoz hasonldan - viz eliminaciojaval, FAD keletkezésével és a termék
szabadda valasaval zarul (VI-3. abra). A ciklohexanon-monooxigenazok miikodési
mechanizmusa modellként szolgal tovabbi, Baeyer-Villiger oxidaciot katalizalo keton-
monooxigenazok milkodésének értelmezéséhez.
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VI-3. abra. A keton-monooxigenaz enzimek altal katalizalt Baeyer-Villiger oxidacio
mechanizmusa
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VIl Oxidativ atalakulasok. Dioxigenazok

A dioxigendzok a molekularis oxigén (O2) mindkét oxigénatomjanak a szubsztratba
torténd beépiilését katalizald enzimek. Az oxigénmolekula mindkét oxigénatomjanak
ugyanabba a molekulaba torténd beépiilését az un. intramolekularis dioxigendzok, mig
az oxigénmolekula két oxigénatomjanak két kiilonbozé molekuldba torténd beépiilését
az Un. intermolekularis dioxigendzok katalizaljak. Az ide tartoz6é enzimek legtobbje
nem-hem vasionok részvételével milkodik. E tananyag csak a testidegen anyagok
atalakuldsa szempontjabol jelentdsebb intramolekularis dioxigenazokat targyalja.

VII.1 Pirokatechin-dioxigenaz

A pirokatechin-dioxigenazok (E.C. 1.13.11.) az aromas pirokatechin-szarmazékok
gylirtihasadasal jar6 oxidacios reakcidit katalizaljak. A pirokatechin-dioxigenazok két
csaladba sorolhatdk, attol fiiggden, hogy az aromés gyliri oxidativ felhasadasa a két
fenolos hidroxilcsoport ko6zott (intradiol-dioxigendz), vagy az egyik fenolos
hidroxilcsoporttal szomszédos helyzetben torténik (extradiol-dioxigendz). Az extradiol-
dioxigenazok tovabbi két csoportba sorolhatdk az alapjan, hogy a felszakadd kotés az
esetleges gylrli szubsztituenshez kozelebbi (proximalis) vagy tavolabbi (disztdlis)
pozicidban helyezkedik el (VII-1. abra).

VII-1. abra. A pirokatechin-dioxigenaz enzimek altal katalizalt reakciok tipusai

A - intradiol hasitas
B - proximalis extradiol hasitas
C - disztalis extradiol hasitas

VII.1.1 Intradiol-dioxigenazok

A pirokatechin-dioxigenazok koziil az intradiol-dioxigendzok a legalaposabban
tanulmanyozott enzimek, amelyek aktiv centrumukban vas(lIll)-iont tartalmaznak.
Ebben a csoportban az egyik leginkdbb vizsgalt enzim a protokatechuat-3,4- dioxigenaz
(E.C. 1.13.11.3.), melyet a Pseudomonas putida nevii baktériumbol izolaltak. Az enzim
aktiv helyén a vas(IlI)-ion helyezkedik el trigonalis bipiramisos kdrnyezetben. Az 6t
ligandumbol kettd hisztidin, kettd pedig tirozin, mig az 6tdodik koordindcios helyet az
oldoszerbdl szarmazé hidroxilcsoport foglalja el.

Az enzim miikodési mechanizmusara utald spektroszkopiai adatokbol ismert,
hogy a nagy spinszamu, kozponti vas(IIT)-ion megtartja +3-as oxidacios allapotat az
teljes katalitikus ciklus alatt. A tapasztalatok szerint a dioxigén nem a fémionhoz
kotddik (ellentétben a monooxigenazok esetében tapasztaltakkal), hanem az aktivalt
szubsztraton tdmad. A kozponti fémion szerepe tehdt nem a dioxigén, hanem a
szubsztrat aktivalasaban van.

A katalitikus folyamat els6é Iépésében a szubsztrat, 3,4-dihidroxibenzoat
(protokatechuat), kétfogt ligandumkeént kotddik a kdzponti vas(Il)-ionhoz oly mddon,
hogy kozben leszoritja a hidroxilcsoportot és az axialis helyzetli tirozint is. A
komplexként aktivalt szubsztratot meg tudja tdmadni a dioxigén (O,), létrehozva egy
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atmeneti alkilperoxo-vas(Ill) komplexet. Az utébbi un. Criegee-tipust atrendez6désen
keresztiil mukonsavanhidrid-szarmazékka alakul. A savanhidrid mellett keletkezd
Fe(l11)-O" részecske nukleofil tamadast intéz az anhidrid ellen, melybdl igy nyilt gytiris
dikarbonsav szarmazék keletkezik (V11-2. abra.)

VII-2. abra. A protokatechuat-3,4-dioxigenaz enzim altal katalizalt reakciok
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VII.1.2 Extradiol-dioxigenézok

Az extradiol-dioxigenazok szintén vastartalmt, nem-hem-tipusu metalloproteinek, de
egyik f0 kiilonbség az intradiol-tipust dioxigendzokkal szemben, hogy az enzimek aktiv
helyén vas(II)- ion van, bar kis szamban vannak mangan(II)-iont tartalmazo enzimek is.
Az extradiol-dioxigenazok altal katalizalt reakciok soran a molekularis oxigén egyik
atomja a hidroxilcsoportot hordozé szénhez kapcsolodva karboxilcsoportként, a masik
oxigénatom a hidroxilcsoportot hordozd szénatom szomszéd szénatomjahoz kotédve
karbonilcsoportként jelenik meg a termékben.

Hasonloan az intradiol-tipusi enzimekhez, a szubsztrat vas(ll)-ionhoz torténd
koordinacidja itt is megeldzi a dioxigén kotddését, ami viszont ebben az esetben a
fémionhoz koordinalodik és nem a szubsztraton tamad. A szubsztrat kotédése jelentGsen
megnoveli a dioxigén affinitasat a fémionhoz, valosziniileg az vas(ll1)/vas(ll) rendszer
redoxipotencidljanak csokkenésén keresztiil, amit a szubsztrat koordinalodasa idéz eld.
A katalitikus reakcio elsd Iépésében tehat a pirokatechin monoanionként koordinalodik
az aktiv helyen levdé vas(Il)-ionhoz, siknégyzetes piramisos geometriat alakitva ki a
fémion koril. A szubsztrat kotddése utan a dioxigén koordinalodik a kozponti
fémionhoz, majd elektronvandorlas jatszodik le a dioxigénrdl a vasion kozvetitésével a
szubsztrat iranyaba. A gyokos jellegii két molekularész kozott szén-oxigén kotés alakul
ki. Az igy keletkez6 hidroperoxid-szarmazék Criegee-atrendez6désen keresztiil a
héttagi gylris laktonszarmazékhoz vezet, amely az extradiol hasitasi termékre
hidrolizal (VII-3. abra).
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VI11-3. abra. Az extradiol-dioxigenazok altal katalizalt reakciok mechanizmusa.

coy co; co; co; co;
'O . . _
“o- O\O KO\O /O\O-
OH (0] i O. . O o)
Oz, kel —= C \\ll:e" -~ \l‘ze” -— \ilze”
- e s
v N <>
OH (®) O (0] (0]
_ T
CO; ?/A CO;
H
O‘KO—> O\Q.
97\ Lo
“SFe! 7Skl
NS
o o

CO, co; 'L)
oLy
(0]
74 —0._ ?H /O\\ I
~ . Fel T > Fe
~"o~ o

VII.2 Prosztaglandin H-szintaz

A prosztaglandin H-szintaz (PHS; E.C. 1.14.99.1.) a legrészletesebben vizsgalt enzim a
testidegen anyagok metabolizmusaban résztvevd dioxigenazok kozott. Ez az enzim
kétféle katalitikus aktivitassal rendelkezd hem-tartalm fehérje:

1. bisz-dioxigendz (ciklooxigendz), ami az enzim endogén szubsztratjat (arachidonsav,
vagy A5-dihidroarachidonsav (8,11,14-eikozatrién sav)) két dioxigén molekula (O,)
felhasznalasaval az endoperoxid-hidroperoxid prosztaglandin G, (PGG;) — AS kettds
kotés hidnyaban PGGj- szarmazékka alakitja; valamint

2. hidroperoxiddz, ami a testidegen anyag (X vagy HX) oxidaciojanak kiséretében a
PGG; (PGG;) molekulat a prosztaglandin H, (PGH,) — A5 kettds kotés hianyaban PGH;
- molekulava konvertalja (VII-4 dbra).
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VI11-4. abra. A prosztaglandin H-szintaz enzimek altal katalizalt reakciok.

Arachidonsav

CIKOOXIGENAZ
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PGH,

A PHS enzimek 4altal katalizalt dioxigenaz reakciok két feltételezett
mechanizmusat a VII-5. abra mutatja be.

VII-5. abra. A prosztaglandin H-szintdaz enzim altal katalizalt dioxigendz reakciok
feltételezett mechanizmusai.
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Az els6ként leirt mechanizmus szerint a katalitikus reakci6 elsd 1épése a 13-pro-
(S)-hidrogénatom absztrakcioja utjan képz6dé pentadienil gyok molekularis oxigénnel
lejatszodo reakcioja utjan 11-(R)-peroxilgyok képzddése. A peroxilgyok 5-exo
gylirizarasa egy Cg-centrumu gyokot eredményez. Ez utobbi atmeneti termék ujabb 5-
exo gylirlizarasaval egy biciklusos peroxid és egy Cis-centrumu allilgyok képzddik. Az
allilgyok reakcidja egy tjabb molekularis oxigénnel, majd a keletkez6 peroxilgyok
redukcidja prosztaglandin G-t, a ciklooxigenaz reakcidé termékét eredményezi. Az
alternativ mechanizmus sordn a szubsztrat-endoperoxid képzddése megeldzi a 13-pro-
(S)-hidrogénatom absztrakciojat (VII-5. abra).

A keletkez6 hidroperoxid (PGG; vagy PGG;) az enzim kovetkezo,
hidroperoxidaz aktivitasa altal katalizalt reakciok koszubsztratja. A reakcidk soran a
szubsztrat (X vagy HX) oxidacigjaval parhuzamosan a PGG1/PGG; koszubsztrat
PGH1/PGH; szarmazékka torténd redukciodja jatszodik le. A PHS enzim — a peroxidaz
enzimek kozott egyediiliként — azzal a tulajdonsaggal rendelkezik, hogy képes mind
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hidroperoxid-szarmazékot generalni, mind peroxidaz-dependens reakciot katalizalni. A
PHS ¢és mas peroxidazok fontos szerepet jatszanak a testidegen anyagok oxidativ
citokrom P451 enzimek expresszidja alacsony.

A peroxidazok (hasonléan a PHS enzim is) hemoproteinek, melyek kozeli
rokonsagot mutatnak a citokrom P450 enzimekével. A peroxiddzok katalitikus
ciklusaban képz6d6 erds elektrofil tulajdonsagn Fe(V) = O]** perferril-oxenoid atmeneti
termék szerkezete analdg a citokrom P450 enzimek perferril-komplexéhez (lasd V-4.
abra).

Bér a hidroperoxid koszubsztrat peroxid-oxigénjének a szubsztrat molekuldra
torténd transzferje a leggyakoribb mechanizmusa a peroxiddzok altal katalizalt
reakcidknak, mas mechanizmusok utjan is lejatszodhat a reakcidé. Amint azt a VIL4.
abra mutatja a testidegen anyagok - pl. aromas aminok, fenolok, kinonok (XH) -
elektron-donorként is részt vehetnek a reakciokban, és igy azok a hidroperoxid
redukcigjaval egyidejlileg szabadgyokokkée (X') oxidalodnak.

Az alkilhidroperoxid ebben az esetben is alkoholla redukalodik a reakcidban, de
a peroxid-oxigén nem épiil be a szubsztrat molekulaba, hanem — a testidegen anyagtol
kapott elektront atvéve — vizzé redukalddik. (Egy hidroperoxid molekula mindkét
oxigén atomja egy-egy elektront vesz fel, igy két testidegen molekula — egy-egy
elektron leadasaval — vesz részt a reakcidban.).

Gerincesekben a prosztaglandin H-szintaz enzimnek két izoformaja ismert: a
prosztaglandin H-szintaz-1 vagy COX-1¢és a prosztaglandin H-szintaz-2 vagy COX-2. A
COX izoenzimek aminosav szekvenciaja kb. 60%-ban egyezik meg. A COX-1 a
konstitutiv PGH, képzésért felelds, mig a COX-2 expressziot elsésorban kiilonféle
patologias folyamatok indukaljak, melyek kozt jelentds szerepet jatszanak a gyulladdsos
folyamatok.

A keletkez6 PGH, (PGH;) kiindulasi anyaga szamos prosztaglandin-,
tromboxan- ¢és prosztaciklin-szarmazéknak (VI1-6. abra). Utdbbiak kozil a PGE;
kiemelkedd szereppel bir a f4jdalom, a gyulladas és a 14z kialakuldsdban és potencirozza
egyéb, a gyulladasos folyamat soran felszabadulo mediatorok — pl. hisztamin,
szerotonin, bradikinin — hatasat. Tovabba, a PGE, az érfal és a bronchusok simaizom-
sejtjeinek elernyedését, mig a PGF,, a simaizomsejtek 6sszehtizodasat okozza.
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VII-6. abra. A prosztaglandin H; tovabbalakulasaval képz6dé prosztaglandin-
szarmazékok.

1971-ben J. Vane és munkatarsai kimutattak, hogy az acetilszalicilsav (aszpirin)
¢s az indometacin kis koncentracioi meggatoljak a prosztaglandin-G, (PGG,)
bioszintézist az enzim ciklooxigenaz aktvitasanak gatlasa révén (VI1-4 abra). Vane ezért
a felfedezésért Nobel-dijban részesiilt (1982). A tovabbi kutatdsok igazoltdk, hogy a
kiilonb6zé kémiai szerkezettel rendelkezé nem-szteroid gyulladasgatlo vegyiiletek
hatasmodjukban megegyeznek: valamennyi gatolja a ciklooxigenaz (COX) enzimet. A
kutatasok kovetkez6 fazisa igazolta, hogy a vegyiiletek tobbsége gatolja mind a
konstitutiv.  COX-1-et, mind az indukalhato COX-2 enzimet. A COX-2 gatlasa
eredményezi — legalabbis részben — a vegyliletek gyulladasgatlo, fajdalomcsillapitod €s
lazesillapitod hatasat, mig a COX-1 gatlasa a felelds els6sorban a vegyiiletek ulcerogén
mellékhatasaért.

Az aminosav sorrendben kimutathato eltérések miatt a katalitikus csatorna a
COX-2 esetében sokkal tagasabb és flexibilisebb, mint a COX-1 esetében. A rovidebb
valin a COX-2 enzim esetén a szilk csatorna alaku teriileten hozzaférhetové tesz egy
oldals6 ,kiegészité ,kotézseb részletet" (VII-7. abra). E szerkezeti kiilonb6zoség
megismerése tette lehet6vé a szelektiv COX-2 szerek tervezését és fejlesztését. A
szelektiv és nem-szelektiv COX-gatlok az un. nem-szteroid gyulladascsokkentok népes
farmakologiai csaladjat képezik.
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VI1I-7. abra. A COX-1 és COX-2 enzimek kotohelye
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VIl Gliikuronsav-konjugacio

A gliikuronsav-konjugéacio a legfontosabb Fazis II reakcionak tekinthetd. Jelentdsége
elsésorban a maj magas gliikkuronsav kinélatanak, valamint a konjugaci6é szempontjabol
szamitasba vehet6 funkcios csoportokkal (pl. karboxil-, hidroxil-, merkapto- és
aminocsoport)  rendelkezd  gyogyszervegyiiletek/metabolitok  nagy  szamanak
tulajdonithatd. Az elsOként szerkezetileg jellemzett gliikuronsav-konjugatum a
mangolevelet fogyasztd tehenek vizeletébol izolalt euxantinsav volt (VIII-1. abra). Az
emberi vizeletbol els6ként izolalt gliikuronid-konjugatum az uroklordlsav volt (V111-1.
abra), melynek leirasa J. Von Mering és F. Musculus nevéhez fiz6dik. A szerz6k
kloralhidrattal kezelt egyének vizeletébdl mutattak ki a vegyiiletet.

VI1II-1. abra. Az euxantinsav €s urokloralsav szerkezeti képletei.
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VIIl.1 Mechanizmus

A gliikuronid-konjugacié molekularis mechanizmusanak megismerésében alapvetd
jelentéséggel bir G.J. Dutton és |.D.E. Storey munkdassaga, akik leirtdk az uridin-
difoszfogliikuronsav  (UDP-gliikuronsav) kofaktor szerepét a  gliikkuronidalési
folyamatokban (1953). Az UDP-gliikuronsav a szervezetben az UDP-gliikoz UDP-
gliik6z dehidrogenaz (E.C. 1.1.1.22.) enzim altal katalizalt reakcioban képzoédik. A
gliikuronid-konjugacio altalanos reakcioutjat, a paracetamol és az ibuprofén gliikuronid-
konjugatuma képzddésének példdjan, a VIII-2. dbra mutatja be.

VIII-2. abra. A paracetamol és az ibuprofén gliikkuronsav-konjugatumma torténd
atalakulasanak UDP-gliikuronil-transzferéz (UGT) enzimek altal katalizalt reakcidja.
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Az aktivalt glikuronsav (UDP-gliikuronsav) ¢€s az akceptor vegyiilet
(példankban a paracetamol) kozotti reakciot az UDP-gliikuroniltranszferaz (UGT; E.C.
2.4.1.) enzimek katalizaljak (VIII-2 abra). Az UGT enzimek, a CYP450 enzimekhez
hasonldan, egy tobb gén altal kddolt enzimesalad tagjai, melyek a maj, a bélfal epithel
sejtek, és néhany tovabbi extrahepatikus szovet (pl. vese, agy, tiidd) endoplazmatikus
retikulum membranjaban lokalizalodnak. A CYP450 ¢és az UGT enzimek e specialis
lokalizacioja igen jelentds szerepet tolt be a CYP450 enzimek altal katalizalt
reakciokban képzddd reaktiv (elektrofil) metabolitok semlegesitésében azokban a
szervekben, szovetekben, ahol mind a CYP450, mind az UGT enzimek
expresszalodnak.

A CYP450 enzimekhez hasonldan, az aminosav sorrend hasonlosaga alapjan az
UGT enzimek is csaladokba, illetve alcsaladokba oszthatok. A human UGT enzimek két
csaladba, UGT1 (UGTI1Al, UGT1A3, UGT1A4, UGT1AS, UGT1A6, UGTI1A7,
UGTI1AS, UGT1A9, UGT1A10) és UGT2 (UGT2A1, UGT2A2, UGT2A3, UGT2B4,
UGT2B7, UGT2B10, UGT2B11, UGT2B15, UGT2B17, UGT2B28) sorolhatok. A
egy adott xenobiotikus altalaban tobb UGT enzim szubsztratja.

Az UGT enzimek szubsztratjai kozott szerepelnek endogén vegyiiletek, mint
példaul a bilirubin, a retinoidok, a pajzsmirigy hormonok, a szteroid hormonok és a
katekolaminok. Emellett szamos xenobiotikum, tobbek kozott gyogyszerek és a kémiai
karcinogének jelentds része inaktivalodik gliikuronsavas konjugacio segitségével. Az
endogén szubsztratok kozott a hem lebontasdnak végtermékét, a bilirubint vizsgaltak
leginkdbb. Mivel a bilirubin magas koncentracidban agy- és vesekarosodast okoz,
kiiiritése létfontossagu. Napjainkban a bilirubin metabolizmusanak két olyan 6rokolt
rendellenessége (Criegler-Najjar szindroma ¢és Gilbert szindroma) ismert, melyek
elsédleges oka az UGT1 enzimek hidnya, vagy csokkent mikodése (genetikai
polimorfizmus). Az ujsziildttek glitkuronid-képzési képessége csak lassan alakul ki a
sziiletés utan, emiatt a bilirubin metabolizmusa és kiliriilése is gatolt. Ekkor alakul ki az
Gjsziilott sargasaga. Ujabban kimutattik, hogy 425-475 nm hullimhosszii fény
besugarzasaval csokkenthetd a bilirubin koncentracioja.

Az UGT enzimek szubsztratjainak kozos szerkezeti jellegzetessége, hogy reaktiv
nukleofil centrummal rendelkeznek, melyek részvételével lejatszodik VIII-2. é&bran
bemutatott szubsztitucids reakcid. A szubsztratok (a) hidroxilcsoporttal (alkoholok,
fenolok, enolok, N-hidroxilaminok), (b) karboxilcsoporttal (aromas karbonsavak,
arilalkil karbonsavak), (c) aminocsoporttal (aromas aminok, alifas aminok, savamidok,
szulfonamidok), (d) tiolcsoporttal (pl. metimazol, propiltiouracil), vagy (e) lazitott
hidrogénatomot hordoz6 szénatommal (pl. fenilbutazon, szulfinpirazon) rendelkezd
vegyiiletek. A kiilonb6z6 funkcios csoporttal lejatszodo reakciok egyszersitett
egyenleteit a VVI11-3. abra mutatja be.

A gliikuronid-konjugatumok polaris, vizben jol oldododod metabolitok, melyek az
epével, vagy a vizelettel iiriilnek ki a szervezetbdl. A legtobb metabolit kevésbé toxikus
mint a  konjugicioban  résztvevd  gyogyszervegylilet  (xenobiotikum). A
karboxilcsoporttal bird vegyiiletek gliikkuronsav-konjugatumai (észterkotéses O-
glilkkuronidok) ko6zott azonban ismertesek toxikus tulajdonsagokkal rendelkezd
metabolitok (pl. a diklofenak gliikuronid-szarmazéka).
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VIII-3. abra. Az UGT enzimek legfontosabb funkcids csoportokkal rendelkezo
szubsztratjai gliikuronsav-konjugatumma torténd atalakulasanak reakcioi.
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VIIl.2 Sztereokémia

A human UDP enzimek altal katalizalt reakciok lejatszoddsa sordn a az UDP-
gliikuronsav koszubsztrat anomer szénatomjanak konfiguracioja minden esetben
ellentétessé valik, a reakcid lejatszodasa az aszimmetrids szénatom inverzidjaval jar
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(VI1I-2. abra). E tapasztalat alapjan J. Axelrod a reakciot a koszubsztrat és a szubsztrat
(testidegen anyag) kozott lejatszodd Sy2 mechanizmus alapjan lejatszodo reakcioként
értelmezte (1958). A késObbi vizsgalatok eredményei alatamasztottak Axelrod
feltételezését. A szubsztrat kotdhely kornyezetében 1évé hisztidin aminosav egység a
szubsztrat deprotonalddasat, ¢és ennek eredményeképpen nukleofil erejének
megndvekedését eredményezi.

VIII-4. abra. Az UGT enzimek legfontosabb funkcids csoportokkal rendelkezo
szubsztratjai glilkuronsav-konjugatumma torténd atalakulasanak reakcioi.
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A gliikurosav-konjugacios reakciok egy specialis esetét képviseli a fenilbutazon
¢és a szulfinpirazon gliikuronsav-konjugatumanak képz6dése. Mindkét vegyiilet 4-
szubsztitualt-1,2-difenil-pirazolidin-3,5-dion-szarmazék. A 3,5-dion (1,3-dikarbonil)
szerkezet nagymértékben lazitja a C4-H kotést, igy a pirazolidin-3,5-dion szarmazékok
az alifas karbonsavakéhoz kozelitd aciditasi savak. A fenilbutazon savassaga
(logK=4,8). megfelel a szintén 1,3-dikarbonil szerkezetli 5-etilbarbitursavénak, melynél
logK=4,4. Bar a reakciok lejatszodasanak minden részlete nem ismeretes, feltételezhetd,
hogy az SN2 reakcido az UDP-glikuronsav foszforsavval észteresitett a félacetalos
hidroxilcsoportjat hordozoé elektrofil szénatom ¢€s a fenilbutazon (vagy szulfinpirazon)
4-es helyzetli szénatomjanak deprotonalddasaval keletkezé karbanion kozott jatszodik
le (VIII-5. abra).

VIII-5. abra. Az UGT enzimek legfontosabb funkcids csoportokkal rendelkezd
szubsztratjai gliikuronsav-konjugatumma torténd atalakulasanak reakcioi.
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Az észter-tipusu glilkuronid-konjugatumok nukleofil centrumokkal lejatsz6do
reakcidi toxikus hatisok molekuldris alapjat képezhetik. Igy példaul, a diklofenak
idioszinkrazias hepatotoxicitas Kialakulasanak molekularis hatterét tobbek kozott a
diklofenak-gliikuronid tovabbi atalakuldsai képezhetik. Ezek kozott megemlitendod,

hogy

a. a konjugatum intramolekularis trendezddés (acilvandorlas) eredményeképpen

izomer acil-gliikuronidokka alakulhat at, és

b. a konjugatum (mint reaktiv acilez6szer) a fehérjék nukleofil centrumaival

kovalens kapcsolatot alakithat ki (atacilezés).

A két molekularis atrendezddést és a keletkezd izomerek fehérjékkel lejatszodo reakceiot

a VIII-6. dbra mutatja be.

VI1I1-6. abra: A diklofenak-gliikkuronid reakcidja fehérjékkel
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IX Szulfonat konjugacio

A szulfonat-konjugacio (szulfonalas) a masodik leggyakoribb atalakulas a Fazis II
reakciok kozott. A szulfonalds igen fontos metabolikus atalakulasi reakcidja tobbek
kozott a szteroid hormonoknak, az epesavaknak, a pajzsmirigyhormonoknak, a
katecholamin neurotranszmittereknek, valamint a fenol funkcids csoporttal rendelkez6
gyogyszervegylileteknek és egyéb testidegen anyagoknak. A szulfonat-konjugatumok
fiziologiai  szempontbdl  legfontosabb  tulajdonsaga  azok  megnodvekedett
vizoldékonysaga és kivalasztodasa, mivel a keletkez0 szulfatészterek pKs értéke 1-2
kozotti érték. (Igy a konjugatumok fiziologias koriilmények kozott teljesen ionizalt
formaban talalhatok.) Néha azonban a szulfonat-konjugacio reaktiv (toxikus) elektrofil
részek képzodését eredményezi.

IX.1 Mechanizmus

A szulfonat-konjugacio felfedezése a benzol és oxidalt szarmazéka, a fenol
szervezetben lejatszodo metabolizmuséanak vizsgalatahoz kapcsolodik.
Antiszeptikumként alkalmazott fenollal kezelt betegek vizeletébdl els6ként E. Baumann
izolalta és azonositotta a fenol szulfonatat-konjugatumat (1876). Bar a metabolikus
atalakulds meglehetdsen régdta ismert, a szulfonat-konjugacié mechanizmusat, illetve
abban a szulfotranszferaz (SULT) enzimek és a 3’-foszfoadenozin-5 -foszfoszulfit
(PAPS) kofaktor szerepét csak az 1950-es évektél kezd6dden irtak le. A szulfonat-
konjugacio altalanos reakcioutjat - a paracetamol szulfonat-konjugatuma képz6désének
példédjan - a IX-1. dbra mutatja be.

IX-1. abra. A paracetamol szulfonat-konjugatumma torténé atalakulasanak
szulfotranszferaz (SULT) enzimek 4ltal katalizalt reakcioja.

NH,
N (6]
Z =N I i
I 0 < | /) NH-C—CHs NH-C—CHjs
"0-$-0-P—0 NT N
o] OH + SULT, + PAP
(0]
R I (I?
O—Fl’—O OH OH O—ﬁ—O’
OH o
PAPS paracetamol paracetamol-szulfat

Az aktivalt szulfat (3’-foszfoadenozin-5’-foszfoszulfat - PAPS) szervetlen
szultat és ATP reakcigjaban, kétlépéses reakcioban képzdodik. Az els6 - ATP szulfurilaz
(E.C. 2.7.7.4)) enzim altal katalizalt - reakcioban a szervetlen szulfait és ATP
reakciojaban adenozin-5’-foszfoszulfat (adenil-szulfat) képzddik, ami a foszfoadenozin-
foszfoszulfat enzimkomplex masodik tagja, az adenozin-5 -foszfoszulfat-kinaz (E.C.
2.7.1.25.) enzim altal katalizalt reakcioban - egy kovetkez6 ATP molekulaval reagalva -
3’-foszfoadenozin-5’-foszfoszulfatta (PAPS) alakul (IX-2. abra).
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IX-2. abra. Az aktiv szulfat (PAPS) szintézise és részvétele a szulfonat-konjugatumok
képzodésében.
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Heparin-szulfat

‘0308 0SO3’

Dehidroepiandroszteron-szulfat Fehérje tirozin-szulfat

Az aktivalt szulfat (PAPS) és az akceptor vegyiilet kozotti reakcidt a
szulfotranszferaz enzimek katalizaljak (1X-2. abra). A metabolikus transzformacio
leirdsara az irodalomban gyakran taldlkozhatunk a szulfat-konjugéacio kifejezéssel is.
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Amint azonban az abran lathato, a szulfatkonjugacio kifejezés egy szulfonat (-SO3’) és
nem egy szulfat (SO4%) atvitelét jelenti a PAPS-r6l a szubsztrat molekulara. A SULT
enzimek a szulfonatcsoportnak hidroxilcsoportokra ¢€s aminocsoportokra torténd
atvitelét katalizaljadk. Az SULT enzimek tobb gén altal kodolt enzimcsaldd tagjai,
melyek két nagy csoportba sorolhatok:

(1) Membranhoz kétott SULT enzimek, melyek a sejtek Golgi apparatusaban
lokalizalodnak ¢és endogén peptidek, proteinek, lipidek és gliikoz-aminoglikdnok
szulfonalasat katalizaljak, valamint

(2) Elso6sorban a m4j, a bélfal epithel sejtek, a vese, az agy, és a vérlemezkék
citoszoljaban lokalizalodo SULT enzimek, melyek a testidegen anyagok és Kkis
molekulatomegl endogén szubsztratok (szexualszteroidok, epesavak,
neurotranszmitterek) szulfonalasat katalizaljak.

Jelen tananyag keretében csak az utdbbi csoportba tartozd enzimek altal katalizalt
folyamatok keriilnek bemutatésra.

A citoszolban lokalizalodo SULT (EC.2.8.2.) enzimek emlGsokben hat
géncsaladba (SULT1 — SULTG6) csoportosithatok. Az egy géncsaladba tartozé enzimek
legalabb 45% aminosav homoldgiat mutatnak. A SULT3 csaladba tartozd enzimek
ezideig halakban, madarakban, kétéltiickben, emlésokban, a SULT5 csaladba tartozo
SULT5A1 ragesalokban, nyulban, kétéltiiekben, halakban, mig a SULT6 csaladba
tartozo enzimek szamos emldsben, madarban és halban voltak ezideig megtalalhatok.
Emberben a SULT1, a SULT2 és a SULT4 csaladba tartoz6 szulfotranszferazok voltak
ezideig megtalalhatok.

Az egyes csaladokba tartozo6 szulfotranszferdzok aminosav homoldgiajuk alapjan
alcsaladokba csoportosithatok. Az egy alcsaladba tartozé individualis enzimek legalabb
60%-0s homoldgiat mutatnak. Ez alapjan a SULTI1 csaladba tartozd enzimek ot
alcsaladba (SULT1A - SULTIE), a SULT2 csaladdba tartozé enzimek két alcsaladba
(SULT2A ¢és SULT2B) sorolhatok. A SULT4 csaladba tartozé enzimek egy alcsaladot
(SULT4AL) alkotnak. A SULT1A2, SULT1A3 és SULTIAS izoenzimek katalizaljak
szdmos fenolos gyogyszervegyiilet (pl. paracetamol), a szteroid hormonok, és a
ketecholamin hormonok  szulfonalasat. A SULT1B1 preferaltan  a
pajzsmirigyhormonok, a SULT1E1 az 6sztradiol (E2) és az 6sztron (E1) szulfonat-

A szulfonat-konjugacié elsédlegesen a fenolos vegyiiletek metabolikus
transzformécios reakcioja. A PAPS, illetve a szervetlen szulfat kinalat a reakciok
sebességét meghatarozd tényezdk. A szulfat kinalat 4ltaldban alacsony, ezért az
konnyen kimerithetd. A gyogyszervegyiilet ndvekvd dozisaval a szulfonat-konjugécio
dominancidja csokken. A szervetlen szulfat mellett szerves szulfat prekurzorok (L-
metionin, L-cisztein) is novelik a cellularis PAPS szintet. Alacsony PAPS, szervetlen
szulfat, és kéntartalmii aminosav szintek, illetve magas fenolos gydgyszervegyiilet
koncentraciok esetén a fenolos funkci6 szulfonaldsa helyett annak kompetitiv
metabolikus atalakulésai, igy a gliilkuronsav-konjugacio, illetve az O-metilezés keriilnek
elétérbe.

IX.2 Sztereokémia

A SULT enzimek 4altal katalizalt reakciok molekularis mechanizmuséanak vizsgalatarol
elsdként megjelent kozlemények kinetikai mérésekkel azt igazoltak, hogy a szulfonat-
transzfer egy 1épésben jatszodik le. A szubsztrat (R-OH) és a koszubsztrat (PAPS)
kotédését kovetéen a szulfonat-transzfer egy Sy2-folyamatban jatszodik le. Az
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Osztradiol (E2) szulfonaldsat katalizalo SULTIE1 (E.C. 2.8.2.4.) enzim
rontgendiffrakcios modszerrel meghatarozott szerkezete alapjan az enzim altal katalizalt
reakcio feltételezett molekularis mechanizmusat a 1X-3. dbra mutatja be. A reakcio
soran a szubsztrat hidroxilcsoportjanak az enzim H107 hisztidin aminosav egységével
torténd kolcsonhatdsa eredményeképpen megnovekedett nukleofil erdvel bird
oxigénatomja nukleofil tamadést indit a vegyes anhidrid termindlis kénatomja felé,
aminek eredményeképpen egyidejiileg megtorténik a vegyes anhidrid O-S kotésének
felszakadasa és a szulfonat molekularésznek a szubsztrat oxigénatomhoz torténd
kovalens kotddése.

IX-3. abra. A SULTI1E]1 enzim altal katalizalt reakcidk feltételezett mechanizmusa
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A fenti, feltételezett mechanizmust kiralis benzilakohol szubsztratokkal végzett
kisérletek eredményei is alatamasztottdk, melyek soran megéllapitottdk, hogy a
kiindulasi benzilalkohol konfiguracigja a reakcid6 soran valtozatlan marad. A
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vizsgalatok igazoltak, hogy a benzilakohol szubsztrat (Ar-(CHR)-OH) aromas
molekularészének mérete és lipifil karaktere erés befolyast gyakorol az enantiomer
benzilalkohol-szarmazékok kotédésére és a reakcidk sebességére. Igy példaul az (R)-
1,2,3,4-tetrahidro-l-naftolt (1) az aril-szulfotranszferaz IV (SULT1A1; E.C. 2.8.2.1))
enzim szubsztratjaként, mig az enantiomer (S)-1,2,3,4-tetrahidro-1-naftolt (2) az enzim
kompetitiv inhibitoraként irtak le (IX-4. abra).

IX-4. abra. Az (R)-1,2,3,4-tetrahidro-l-naftol (1) és az (S)-1,2,3,4-tetrahidro-I-naftol (2)
szerkezete €s térszerkezete

H OH HO “H
(1) 2)

Tovabbi rokon szerkezetli vegyiiletek Osszehasonlitd vizsgéalata alapjan
megallapithatd volt, hogy a flexibilis hidrofob szubsztratkotohely — ellentétben a PAPS
kotdhellyel — szamos aromas benzilalkohol-szarmazék kotddését teszi lehetdvé.
Ugyanakkor, a PAPS specifikus kotédésének eredményeképpen, a szubsztrat
hidroxilcsoportjanak téralldsa (a szubsztrat konfiguracidja) erdteljesen befolyasolja a
szulfonat-transzfer lejatszodasat A kisérleti tapasztalatokkal megegyezé kotodési
modellt - (S)-2-metil-I-fenil-I-propannal, mint szubsztrattal abrazolva - a IX-5. 4bra
mutatja be.

IX-5. abra. A PAPS és az (S)-2-metil-I-fenil-l-propan feltételezett kotddése az aril-
szulfotranszferaz IV (SULT1A1) enzim aktiv helyéhez.

Altalanossagban megallapithatd, hogy a szulfatkonjugacié eredményeképpen
csokken a testidegen vegyiiletek farmakologiai hatdsa. Vannak esetek azonban, amikor
a szulfat konjugacid noveli a vegyliletek toxicitdsdt. Ez 4altaldban annak a
kovetkezménye, hogy a keletkezd szulfat-konjugatum kémiailag kis stabilitdsu és
atalakulasa reaktiv elektrofil részek képzddését eredményezi. Amint a IX-6. abra
bemutatja, a szulfatkonjugacié fontos szerepet jatszhat az aromds aminok (pl. 2-
acetilaminofurén), a szafrol, valamint a metilszubsztitualt policiklusos szénhidrogének
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(pl. 7,12-dimetilbenz[a]antracén) reaktiv nitrogén- és széncentrumu kationokka torténd
metabolikus aktivitdsdban, melyek a vegyiiletek karcinogén hatasaért tehetdk feleldssé.

IX-6. abra. A 2-acetilaminofurén és 7,12-dimetilbenz[a]antracén reaktiv nitrogén- és
széncentrumu kationokka torténd metabolikus aktivitasa

2-acetilamino-fluorén (2AAF) 7,12-dimetilbenz[a]antracén (DMBA)
Y \
N-hidroxilacié (P450) 7-metil-hidroxilacio (P450)
(I)H
N

N-hidroxi-2AAF OOO

PAPS CH,
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PAP
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karbénium ion karbénium ion

N
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daganat képz&dés
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IX.3 Irodalom

Smith and Williams' Introduction to the Principles of Drug Design and Action. (Editor:
Smith H.J.) Harwood Academic Publishers, Amsterdam (1998)

Novak L., Nyitrai J., Hazai L.: Biomolekulak kémidja. MKE, Budapest (2001)

Adam V., Dux L., Faragd A., Fésiis L., Machovich R., Mandl J., Siimegi B.: Orvosi
biokémia. Medicina Kiadd, Budapest (2001)

Silverman R.B. :The organic chemistry of enzyme-catalyzed reactions, Revised edition.
Elsevier, London (2002)

Parkinson A.: Biotransformation of xenobiotics. In Casarett and Doull’s Toxicology.
The Basic Science of Poisons. Seventh Edition. (Editor: Klaassen C.D.). McGraw-Hill
Companies, Inc., New York, NY (2008)

Gyobgyszerészi kémia. Szerk.: Fiilop F., Noszal B., Szdsz Gy., Takacsné Novak K.
Semmelweis Kiadd, Budapest (2010)

A gyogyszerkutatas kémidja. Szerk. Keserti Gy. M. Akadémiai Kiado, Budapest (2011)

Gyogyszerek. Szerk. Faigl F. Elektronikus tankényv. BME, Budapest (2011)

Jancova P., Siller M.: Phase II drug metabolism. In Topiocs on drug metabolism
(Editor: Paxton J.) Intech (2012) (http://www.intechopen.com/books/topics-on-drug-
metabolism)

Lemke T.L., Williams D.A., Roche V.F., Zito S.W.: Foye’s Principles of Medicinal
Chemistry, 7th Edition. Lippincott Williams and Wilkins, Philadelphia (2013)

Perjési P.: Gybdgyszermetabolizmus €s gyogyszertoxicitas. Elektronikus tananyag. PTE,
Pécs (2014)

78 A projekt az Eurdpai Unié tmogatasaval
az Eurdpai Szocialis Alap tarsfinanszirozasavalvaldsul meg



Aminosav-konjugaciod

X Aminosav-konjugacio

A szervezetbe keriilo testidegen anyagok metabolizmusanak elsé human kisérleti
bizonyitéka — amint az e kozlemény elsé részében is emlitésre keriilt — a benzoesav
glicinnel torténd konjugéacidja volt (A. Ure). Az elsé kisérleti tapasztalat ota eltelt
idoben szamos tovabbi aromas, elagazd lancu alifas, aromés-alifas és heterociklusos
karbonsav aminosav-konjugatuma keriilt azonositasra, igazolva ezzel a testidegen
anyagok  aminosavakkal lejatsz6ddo  konjugaciojanak  jelentOségét  azok
metabolizmuséaban.

A karboxilcsoporttal bird6 gyodgyszervegyliletek (testidegen anyagok) a
szervezetben konjugalddhatnak glilkuronsavval és/vagy aminosavakkal. A vegyiiletek
metabolikus  atalakuldsainak  természetét — nagymértékben  befolyasolja  a
karboxilcsoportot hordozd szénatom természete, illetve szubsztitucidja. Emberben
leggyakoribb a glicinnel, a glutaminnal és taurinnal lejatszodd konjugacio, de
képzddnek tobbek kozott arginin-, hisztidin- és szerinkonjugatumok is. Az aromas és
heteroaromas vegyliletek elsdsorban glicinnel konjugalédnak. A legtobb nem-elagazo
lancu alifas karbonsav szinte kizardlagos transzformacidja a béta-oxidacio. Ugyanakkor
az elagazo lancu alifas és aromas-alifas karbonsavak konjugécios reakcidiban speciestol
fiiggben mas aminosavak is részt vehetnek. A karbonsavakkal leggyakrabban
konjugacios reakcidokban résztvevd aminosavak szubsztrat és species fiiggését a X-1.
tablazat foglalja Ossze.

X-1 tablazat. A leggyakoribb aminosav-konjugaciés reakciok szubsztrat és species
fliggése.

Aminosav Species Karbonsav
Glicin Eml6sok Aromas ¢és heterociklusos
karbonsavak
Nem-féemlésok Avrilecetsavak
Glutamin F6emlosok Avrilecetsavak
Taurin Eml6sok Avrilecetsavak

Az aminosav-konjugaciéo egyszerisitett folyamatat, a benzoesav glicin-
konjugatuménak képzddése példajan, a X-1. abra mutatja be.

X-1. abra. A benzoesav glicin-konjugatuma (hippursav) képzodésének reakcidja

2 2
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C C
OH ~S—CoA
Acil-CoA-szintetaz
+ ATP + CoA-SH —_— + ADP

benzoesav benzoil-CoA
o (o]
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+ Ho;N—CH,-COOH ———— + CoA—SH
benzoil-CoA glicin hippursav
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X.1. Mechanizmus

A testidegen karbonsavak aminosav-konjugacioja két egymast kovetd 1épésbdl all. A
folyamat elsé 1épése a testidegen vegyiilet karboxilcsoportjanak aktivalt formaba
torténd  atalakulasa. Hasonloan az endogén karbonsavak (pl. ecetsav)
karboxilcsoportjainak aktvalasahoz, a testidegen karbonsavak esetén is az aktivalt forma
a karbonsav koenzim-A-val (HSCoA) képzett tioésztere (acil-SCOA) (X-2. abra).

X-2. abra. A koenzim-A (HSCoA) és az acetil-koenzim-A (acetil-SCoA) szerkezete
NH,

pantoténsav “O—-P=

e} O CH l 7 (T)
N I 2O o=p—0
,C—CHz=CH,—HN—C—CH—C—CH, |
HN OH CH, ©
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\ I | / 0=P—0
,C—CHy—CH,~HN—C—CH—C—CH, |
HN_ OH CH, °
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acetil-koenzim-A

A koenzim-A épitokovei a kovetkezok:

(a) egy adenin-tartalmu nukleotid rész, melynek ribofuranozid-gytrije a 3’-
helyzetben foszforilezve van és az 5’-helyzethez kapcsolddo pirofoszforsav koti dssze a
vitaminként is ismert pantoténsavval;

(b) a pantoténsav, ami két részbdl all: D-2,4-dihidroxi- 3,3-dimetilbutansavbol,
¢és B-alaninbol (3aminopropionsav);

(c) a pantoténsav B-alanin karboxilcsoportjahoz savamid kotéssel kapcsolodo
ciszteamin.
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A koenzim-A acilszarmazékai — mint tioészterek - kozepes aktivitasu
acilezészerek. Az észternél nagyobb reaktivitasuk teszi oket alkalmassd az acilezési
reakciora, ugyanakkor a savanhidrideknél kisebb reaktivitasuk miatt a tioészter funkcio
nem hidrolizal vizes kdzegben.

A tioészter-képzOdést a maj mikroszomalis, mitokondrialis és peroxiszomalis
kozép- (E.C. 6.2.1.2.) és hosszu-szénlancu (E.C. 6.2.1.3.) acil-CoA-szintetaz enzimek
katalizaljak. Az acil-CoA-szintetdz enzimek endogén szubsztratjai a kiilonbozo
szénatomszamu karbonsavak, de az emlitett hepatikus enzimek részt vesznek testidegen
karbonsavak CoA-észterré torténd atalakitasaban is. Megemlitendd, hogy a
mikroszomalis és peroxiszomalis acil-CoA-szintetdz enzimek részt vesztenek az (R)-
arilpropionsavak (pl. iburofén) (R)—(S) epimerizacidjaban is. A hossza szanlancu acil-
CoA-szintetaz (E.C. 6.2.1.3.) enzim altal katalizalt reakcid egyszerlsitett
mechanizmusat a X-3. adbra mutatja be.

X-3. dbra. A hosszl szanlancu acil-CoA-szintetdz altal katalizalt tioészter-képzodési
reakcio egyszeriisitett mechanizmusa
R= SN

hosszu telitett szénhidrogén lanc

C//O i ]
/\/ N 7
R o NH, AN _ NH,
o o (o N o o 9P NN
~ I i </ _ I\W4 ¢
o—||:—o—||=—o—F|>—o—CH2 /) - o—||=—o—F|’—o—P—o—CH2 N J| —
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OH OH
AMP Acil-SCoA

A zsirsav-SCoA-észter képz6dés magnéziumion, ATP és koenzim-A (HSCoA)
kofaktorok jelenlétében jatszodik le. Az ATP terminalis (gamma és béta)
foszforilcsoportjai komplexaljak a magnéziumiont, aminek kovetkeztében az alfa-
foszforilcsoport foszforatomja elegendden elektrofillé valik, hogy a zsirsav karboxilat
nukleofil oxigénatomjaval reagaljon. A reakcioban pirofoszfat valik szabaddd és a
keletkez6 vegyes anhidrid (adenilil-acilat) SN2 reakcidban reagal a koenzim-A nukleofil

Azonositd szam: 81
TAMOP-4.1.2-08/1/A-2009-0011



Metabolikus transzformaciok mechanizmusa és sztereokémiaja

tiolat-csoportjaval a megfeleld acil-SCoA és adenozin-monofoszfat (AMP) képzddését
eredményezve. Ez utobbi reakcidé mellékterméke adenozin-monofoszfat (X-3. abra).

Az acetil-koenzim-A a leggyakoribb tioészter a természetben. Az acetilezési
reakcio lényege az, hogy a tiolat-anion jo kilépd csoportként lehasad és a nukleofil
reagens acilezédik (X-4. abra). Hasonlo reakcid jatszodik le testidegen karbonsavak
koenzim-A észterei és nukleofil reaktansok (pl. aminosavak aminocsoportjai) kdzott is.

X-4. abra. Az acetil-koenzim-A (acetil-SCoA) nukleofil reaktansokkal lejatszodo
reakcioja.

Nu

O—=—=0

|

PN +  SCoA
HsC SCoA <N\

Az aktivalt karboxilcsoport és az aminosavak aminocsoportja kozott lejatszodo
reakciot a citoszolban vagy a mitokondriumban lokalizalodo transzacilaz (acil-CoA:
aminosav N-aciltranszferaz) enzimek katalizaljak. Az acil-CoA:glicin N-aciltranszferdz
(E.C. 2.3.1.13.) enzim altal katalizalt reakciok kinetikai méréseinek és pH-fliggése
vizsgalatainak eredményei alapjan feltételezett molekularis mechanizmusat a X-5. abra
mutatja be.

X-5. abra. Az acil-CoA:glicin N-aciltranszferaz enzim altal katalizalt reakciok
feltételezett mechanizmusa

l Q|c|> :('):4) 7~ HS—CoA
C—S—CoA C—S—CoA C=<S—CoA 0
: L o
ooc. N Oy~OH "NT [ H
~ TN c >H Ccoo coo
CH
N CoO
Osg ' Glu22
5226

A reakcié az 4altalanos bdazis-katalizalt reakciok mechanizmusdnak megfeleld
Kinetika szerint jatszodik le, melyben az enzim glutamat épitéeleme vesz részt mint
altalanos bazis-katalizator. A glutamat deprotondlja a glicin protonalt aminocsoportjat,
igy az nukleofil reaktansként reagalhat az acetil-SCoA tioészter funkcios csoportjaval.
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Xl Acetilezeés

Az acetilezés elsddlegesen az aromas primer aminok (Ar-NHy), hidrazinok (Ar-
NH-NH), valamint az aminosavak aminocsoportjanak és az acetil-SCOA acetilcsoportja
kozott lejatszodo acilezési reakcid. Az elsé N-acetilezett metabolit felfedezése R. Cohn
nevéhez flizédik, aki nyulakkal végzett kisérletei soran a m-nitrobenzaldehid N-acetil-
m-aminobenzoesavva torténd atalakuldsat, illetve utdbbi vegyiiletnek a vizelettel torténd
kitiriilését igazolta (XI-1. dbra).

XI-1. abra: A  m-nitrobenzaldehid  N-acetil-m-aminobenzoesavvd  torténd
metabolizmusanak reakcioutja

CHO COOH COOCH
Red. NAT
E— —_— >
NO, NH, NH—C—CHs
(6]
m-nitrobenzaldehid m-aminobenzoesav N-acetil-m-aminobenzoesav

Mintegy 50 évvel késobb kezddédtek a Nobel dijas F.A. Lipmann kisérletei,
melyek soran a CoA-tioészterek savgyok atviteli folyamatait tanulmanyozta, tobbek
kozott a szulfonamidok acetilezésének vizsgalata soran. Elsésorban F.A. Lipmann
munkdja alapjan sikeriilt tisztdzni az acetilezés, illetve a testidegen karbonsavakkal
lejatszodo acilezési (aminosav-konjugacids) folyamatok molekularis szintii részleteit.

Az eldz6 fejezet részletesen bemutatta az acil-SCoA (tio)észterek szintézisét,
valamint — aminosavak példajan — az acil-SCoA (tio)észterek nukleofil reaktansokkal
lejatszodo acilezési reakcidinak mechanizmusat. fgy e fejezetben a korabban bemutatott
folyamatok nem keriilnek ismét targyalasra.

A testidegen anyagok acetil-SCoA észterrel torténdé acetilezési reakcidit az N-
acetiltranszferaz (NAT) (E.C. 2.3.1.5.) enzimek katalizaljak. A NAT enzimek altal
katalizalt folyamatok sordn aromds gylr(th6z kapcsolédé amino- vagy
hidrazinocsoportok nitrogénatomjanak, vagy aromds hidroxilamin-szarmazékok
oxigénatomjanak acetilezése, illetve aromas N-acetil-hidroxilamin-szarmazékok N,O-
acetilvandorlasi reakcioja jatszodik le (XI-2. 4bra).
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X1-2. abra Az N-acetiltranszferaz (NAT) enzimek altal katalizalt reakciok

(A) Aromas aminook N-acetilezése O

M

NH, HN" “CHj

_NAT _ |coa-SH| +

CoA-S CHs

HO @] HO @)

(B) Aromas hidrazinok N-acetilezése

0]
H H
O~ _N_ N
O NH» © \HACH:;
NAT
CoA-S CH5* | X . CoA-SH| + | XN
N" N7

(C) Aromas hidroxilaminok O-acetilezése

Y

o
T e« )
CoA-8~ CHj

(D) N,O-acetilvandorlas

Os__CHs

! L

L = = e

A prokainamid és az acetil-SCoA kozott lejatszodd, N-acetiltranszferaz (NAT)
enzimek altal katalizalt reakcigjat a XI-3. dbra mutatja be.
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X1-3. abra: A prokainamid acetilszarmazékka torténd atalakulasanak N-
acetiltranszferaz (NAT) enzimek altal katalizalt reakcioja

f
NH> NH—C—CHgs
//O NAT
+ — -
CaHs CH3; C\s—CoA—> _CoHs + CoA-SH
CHz—N, CHy—N(
CoH CzHs
C .CH 2Ms _C .CH
0% SNH 7 0% ONHT 7
prokainamid acetil-SCoA N-acetil-prokainamid

XI.1 Mechanizmus

Az N-acetiltranszferazok (NAT) a citoszolban talalhatd enzimek. Emberben két
formaja, a NAT1 és NAT2 imert. A NAT1 megtalalhato a legtobb szervben/szovetben,
mig a NAT2 elsésorban a majban és a vékonybélben expresszalodik. A két izoenzim
eltér6, de atfedd szubsztratspecificitdssal rendelkezik. A NATI-preferenciaval
rendelkezé  gyogyszerek kozil megemlitendd a p-aminobenzoesav, a p-
aminoszalicilsav, a koffein és a szulfametoxazol, mig a NAT2-preferenciaval biro
gyogyszerek kozott talalhatjuk az izoniazidot, a hidralazint, szdmos antibakterialis
szulfonamidot, a nitrazepamot, valamint a prokainamidot.

Az N-acetilezés - a metilezési reakciokhoz hasonldan - egy polaros, ionizalhat6
funkcids csoportot egy apoldrosabb, nem-ionizalhaté csoporttd alakit, csokkentve a
nem-acilezett anyavegyiilet (szubsztrat) vizoldékonysagat. Ugyanakkor néhany
vegyiilet, pl. izoniazid, N-acetilezési reakcidja elGsegiti annak vizelettel torténd
kitirtilését.

Az N-acetiltranszferazok altal katalizalt reakcidk két molekularis mechanizmus
szerint jatszodhatnak le: (a) koncertikus, vagy (b) szekvencialis (XI-4. abra)

XI1-4. abra: Az N-acetiltranszferaz enzimek altal katalizalt reakciok koncertikus és
szekvencialis mechanizmusa

o o} o) 0 o}
& CH 8 CH N ‘c' CH g CH § CH °
/ 2 ] N—R; _koncertikus at_ 2 .oV C 2 &
Ry \(;H \S/ + H/ 1 RZ/ \C_ZH/ N :'R\ Ry Rz/ \CH/ “sH + CHj C/\NH R
z H e . — 4
Rs—NH Rs—NH \ngN\H Ra—NH
i o1 i e
. e
szekvencialis it C CH, C\.—>}N\ - /C /CH2 C—N
Ry \cl:H/ Ns7 NGyt R Rz \cl:H \s/o/ M
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A koncertikus mechanizmus szerint lejatszodd reakcioban a nukleofil
nitrogénatomnak a karbonilcsoporttal, illetve a tioészter kotésben 1évd kénatomnak a
nitrogénatomhoz kapcsolodé hidrogénatommal Iétesitendd kotéseinak kialakulasa (és a
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reaktansokban eredetileg meglévd kotések felbomlasa) egyidejiileg, szinkronizaltan —
egy aktivalt komplex képzddésén keresztiil - torténik.

A szekvencialis mechanizmus szerint lejatsz6do reakcid elsd 1épése az aromas
aminocsoport hidrogén- és a tioészter funkcid oxigénatomjai kozotti kdlcsonhatés
(kotés), €s az aminocsoport nitrogén- és a tioészter karbonilcsoprtanak szénatomja
kozotti kotés kialakuldsa. (Addicidé a karbonilcsoportra.) A keletkezd tiolészter
intermedieren beliili kovetkezd hidrogénatom-vandorlas és a kén-szén-kotés felbomlasa
eredményeképpen kialakul az acetilezett szubsztrat, illetve a dezacetilezett HSCoA (XI-
4. éabra). Teoretikus szamitasok eredményei azt mutatjak, hogy a két mechanizmus
koziil a koncertikus mechanizmus energetikailag kedvezményezett.

Az N-acetiltranszferaz enzimek jol ismert genetikai polimorfizmusa jentds
befolyassal bir a fenti gyogyszervegyiiletek N-acetilezésének sebességére, és annak
kovetkeztében a vegyiiletekkel folytatott gyogyszeres terapiara, valamint a vegyiiletek
potencialis toxikus hatdsanak kialakuldsdra. A human N-acetiltranszferdz izoenzimek
szubsztratjai kozott a gyogyszervegyiileteken kiviil szamos karcinogén arilamin
szarmazék (pl. 2-aminofluorén) is megtalalhat6, melyek acetilezéssel aktivalédnak (lasd
IX-6. abra).
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Pécs (2014)

Azonositd szam: 87
TAMOP-4.1.2-08/1/A-2009-0011



Metabolikus transzformaciok mechanizmusa és sztereokémiaja

X1l Konjugacio glutationnal

A glutation (GSH) a citoszolban relative magas koncentracioban (1-10 mM)
megtalalhatd tripeptid: y-glutamil-ciszteinil-glicin. A glutation a szervezetben
épitéelemeibdl, L-ciszteinbdl, glicinbél ¢és L-glutaminsavbol szintetizalodik. A
bioszintézis els6 1épése a cisztein aminocsoportja és a glutaminsav y-karboxilcsoportja
kozott kialakuld savamid kotés, melyet a jy-glutamilcisztein-szintetaz (E.C. 6.3.2.2.)
enzim katalizal. A szintézis masodik 1épését, a y-glutamilcisztein (cisztein egységének)
karboxilcsoportja és a glicin aminocsoportja kozotti savamid kotés kialakulasat, a
glutation-szintetdz (E.C. 6.3.2.3.) enzim katalizalja. Mindkét folyamat energiaigényes.
A keletkez6 termék a redukalt glutation (GSH) (XII-1. &bra).

X1I1-1. abra. A redukalt glutation (GSH) bioszintézise

o HS ATP o o SH
5 NH; O NH; ADP NH3 o
Glutamat Cisztein y-glutamilcisztein

SH
SH ATP 0 o o
(¢} (¢} 0] NH _
_ . S w% g
) . NH O NH; NH3 o)
NHs o ADP

y-glutamilcisztein Glicin Glutation

A redukdlt glutation (GSH) tiolfunkcidjanak kovetkeztében fiziologias
koriilmények kozott erds nukleofil, egyidejlileg, két GSH molekula tiolcsoportjanak
diszulfid-szarmazékka (GSSG) torténdé konnyl oxidacioja eredményképpen, redukald
(antioxidans) tulajdonsagn vegyiilet. Az oxidacié reverzibilis, az oxidalt glutation
(GSSG) NAD(P)H-dependens enzimek segitségével redukalt glutationna (GSH)
alakulhat. A GSH nukleofil tulajdonsaga kovetkeztében fontos szerepet jatszik a reaktiv
elektrofil metabolitok biopolimerek (pl. fehérjék, DNS) nukleofil centrumaival (O-, S-,
N-atomok) lejatsz6dd reakcidjanak megakadalyozéasadban (citoprotektiv hatds), mig
redox tulajdonsdga kapcsan fontos szerepet tolt be a sejtek redox-egyensulyanak
fenntartasaban (antioxidans hatdas).

A redukalt glutation (GSH) kémiai természetébdl adodoan reakcidba 1ép olyan
testidegen anyagokkal, melyekben elektronhianyos (elektrofil) centrum talalhato, vagy
az eredeti gydgyszervegyiilet metabolizmusdnak eredményeképpen elektrofil centrum
alakul ki. A glutation-konjugacio egyik példajat, az etakrinsav glutation-
konjugatumanak képzdodését a XI1-2. abra mutatja. A reakcio spontdn is lejatszodik, a
glutation-S-transzferdz (GST) enzimek azonban meggyorsitjak a spontan lezajlo reakcio
sebességét. A GST enzimek (E.C. 2.5.1.18.) a legtobb szdvetben expresszaldodnak,
legnagyobb koncentricioban a méjban, a bélben, a vesében, és a tiiddben, ahol
legnagyobb mennyiségben (>95%) a citoplazmaban lokalizalodnak.
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X11-2. abra. Az etakrinsav és a redukalt glutation (GSH) glutation-S-transzferaz (GST)
enzimek altal katalizalt reakcidja

Cl Cl Q
<‘3sz C‘Z*NH*CHZ*COOH
HZC:C*(‘Z‘ O—CH,—COOH + HS*CHZ*C‘ZH vy B a
o NH—C—CHp~CHp—CH-COOH
o} NH,
etakrinsav glutation (GSH)
l GST
cl cl 9
szHs (‘J*NH*CHszOOH
HOOCCHZO@CCHCHZSCHZCH
o] NH—C—CH,—CH,—CH~-COOH
o NH,

etakrinsav glutation-konjugatum

A majban képz6dé GSH-konjugatumok kiiirlilnek az epével, vagy a vesében
merkaptursav-szarmazékokka alakulva a vizelettel Uriilnek ki a szervezetb6l. A
merkaptursav-szarmazékok képzodése soran a konjugatumok - a glutation molekularész
glutaminsav  és glicin épitéelemeinek hidrolizise eredményeképpen cisztein-
konjugatumokka alakulnak, melyek az N-acetiltranszferaz (NAT) enzimek altal
katalizalt reakcioban a megfeleld N-acetilszdrmazékokkd (Gn. merkaptursav-
szarmazékokka) konvertalodnak (X11-3. abra).

XII-3. abra. A glutation-konjugatumok  merkaptursav-szarmazékka  torténd
metabolizmusanak reakciottja

C//O C//O
R-X + HS—CHZ—CH/ NH—CHﬁZfCOOH _GST R—S—CHZ—Cl:H/ NH-CH,—-COOH
Y o
elektrofil NH-C-CH,-CH,—CH—-COOH NH—(I'T‘—CHZ—CHz—QH—COOH
xenobiotikum 6 NHz o} NH,
glutation (GSH) +HX
Glutamil-

transzferaz

CONH—CH,~COOH
R-S—CH,—~CH-COOH Acetilaz  R-S—CH,—CH-COOH Ciszteinil-glicinaz | 2
| LooeE | <~ = " R-S—CH,~CH
NH—C-CH, NH, \
g NH,

merkaptursav-szarmazék

XIl.1 Mechanizmus

A GST enzimek két azonos alegységbdl allo dimerek, vannak azonban melyek
heterodimer szerkezetlieck. Mindkét alegységen két kotdhely taldlhatod, melyek egyike
GSH-specifikus (G-kotéhely), mig a masik lipofil molekuldkat képes koordinalni (H-
kotohely). A kotddésre képes molekuldk legnagyobb hdnyada elektrofil centrummal
rendelkezik és az enzim szubsztratjaként részt veszenek a GSH-val lejatsz6do
rekcidban. Néhany elektrofil centrummal nem rendelkezd endogén molekula — igy pl.
szteroid hormonok, tiroid hormonok, epesavak, bilirubin, szabad zsirsavak — is
kapcsolodhat a GST enzimek aktiv helyéhez, ezek azonban nem reagalnak GSH-val. E
kotodések biologiai kovetkezményei részleteiben nem ismertek, de az enzim-nem-
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szubsztrat komplexek szerepet jatszhatnak mas enzimek aktivitdsanak novelésében,
nukledris receptorok aktivitasanak megvaltozésaban, illetve a vegyiiletek
transzportjaban.

Szamos alegység klonozasa és szekvencidjanak meghatarozasa megtortént, ami
alapjat képezi a GST enzimek szisztematikus nevezéktananak. Szdmos alegység
kloénozasa és szekvencidjanak meghatdrozdsa megtortént, ami alapjat képezi a GST
enzimek szisztematikus nevezéktananak. Példaul, a két 1 illetve 2 alegységbdl felépiild
enzimet az 1-1, illetve 2-2, mig a heterodimer enzimet 1-2 nevezéktannal
kiilonboztethetjiik meg egymastol.

A GST enzimek cellularis lokalizacidjuk alapjan harom nagy szupercsaladba
sorolhatok: a (a) citoszolban és a (b) mitokondriumban lokalizalédd, valamint a (c)
mikroszomalis enzimek.

A citoszolban old6do GST enzimeket korabban négy osztalyba soroltak, melyeket
A, M, P és T betiijelekkel kiilonboztetiink meg egymastdl (a betilk megfelelnek a még
korabban alkalmazott alfa, mii, pi, és teta névvel jelolt osztalyoknak). Ujabban harom
tovabbi oldhaté enzimcsalad azonositasa tortént meg, melyek az O (omega), az S
(szigma) és a Z (zeta) nevet kaptak. E hét osztaly egyike sem azonos a mikroszomalis
GST enzimekkel, melyek két képviseldjének azonositdsa tortént meg. Az egyik egy
trimer szerkezetli enzim, ami az oldhaté enzimekhez hasonléan a GSH és testidegen
anyagok konjugacids reakcioit katalizalja. A masik egy ettdl kiilonb6zé enzim, ami a
leukotrién A4 és GSH konjugécios reakcidjaban keletkezd leukotrién C4 képzddését
katalizalja. Az egy osztalyba tartoz6 GST enzimek elsdleges fehérje szerkezete
legalabb 40% homologiat mutat. A kiilonbozd osztalyokba sorolt enzimek elsddleges
fehérjeszerkezétenek hasonldsaga kisebb mint 25%.

A GST enzimek szubsztratjai harom kozos tulajdonsaggal rendelkeznek: a.)
hidrofob tulajdonsagiak, b.) elektrofil (elektronhianyos) C-, N-, vagy S-atommal
(centrummal) birnak, és c.) a GSH-val szemben spontdn reaktivitassal rendelkeznek. A
konjugacios reakciok kémiai szempontbol két csoportba sorolhatok: (1) addicios
reakciok, melyekben a GSH telitetlen kotésre (pl. a GSH ¢és az etakrinsav reakcidja),
vagy fesziilt gylriire (pl. epoxidok) addicionalodik, és (2) szubsztitucios reakciok,
melyekben a GSH helyettesit egy levaldo csoportot (pl. halogénatomot, vagy
nitratésztert).

A GST enzimek katalizator hatasanak alapja, hogy a redukalt glutationnal (GSH)
torténd kolcsonhatasuk eredményeképpen a GSH pKs értékét (9,65) pKs 6-7 értékre
csokkenti az enzim aktiv helyének kornyezetében. Ezéltal megnd a nagyobb nukleofil
erével bird tiolationt hordoz6 GSH molekuldk szdma. GSH-analog vegyiiletek
Osszehasonlitd reaktivitasanak vizsgalata soran megallapitottak, hogy a GSH-ko6tddés 6
determinalé  tényezdje a  y-glutamil molekularész és annak  deprotonalt
karboxilatcsoportja. A  GSH tiolcsoportja savi  disszociacios — allanddjanak
megnovekedése az A, M és P formak esetén az enzim-kotott GSH tiolcsoportjanak és a
GST G-kotohelyének tirozin, mig a T forma esetén a GST G-kot6helyének szerin
hidroxilcsoportjanak kolcsonhatasaval értelmezhetd. A kisérleti tapasztalatok alapjan
feltételezett kotddés molekularis alapjait a XII-4. abra mutatja be.

90 A projekt az Eurdpai Unié tmogatasaval
az Eurdpai Szocialis Alap tarsfinanszirozasavalvaldsul meg



Konjugécio glutationnal

XI11-4. abra. A redukalt glutation (GSH) feltételezett kotodése a GST A, M és P
formainak G-kotohelyén.

tyr gln/ asn
-thr / ser 'QH\ /',NJ\_'Z
OH  -NH° s T arg/lys
. YOH o CH, o HaN
2l cH SHo N_ de 7
67 CHT P cH; H/ Y CH: Yo
gin-NH, ,llH N o)
o--— s
asp)\-o,/

(a masodik alegység részeként)

A GST enzimek szubsztrat (H-) kotShelye hidrofob aminosavak hatéroljak.
Egyes enzimek esetén a kotéhelyet képz6 aminosavak az enzim altal katalizalt reakcio
lejatszodasat eldsegité funkcids csoportokat is hordoznak. E funkcidés csoportok
részvétele a reakciokban csak specifikus szubsztratok esetén valdsul meg. igy a GST M
formak esetén az epoxidokkal ¢és az alfa,béta-telitettlen karbonilvegyiiletekkel
lejatszodd GSH-addicids reakciokban elektrofil reakcidpartnerként segiti el6 a reakciok
lejatszodasat (XII-5. ébra).

XII-5. abra. Az aromas epoxidok és az alfabéta-telitettlen karbonilvegyiiletek
feltételezett kotodése a GST M enzimek kotdhelyén

enzim katalizalja. Mas reakciok azonban meglehetésen specifikusak az adott osztalyba
tartozo enzimekre. A mii GST enzimek példaul preferenciat mutatnak néhany arénoxid
és alkén-epoxid GSH-val lejatszo6dd reakcioinak katalizalasara. A pi GST enzimek

crer
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hogy az egyes osztalyokba tartozd individualis enzimek szubsztratspecificitasa
nagymértékben kiilonbozhet.

A citoszolban oldodo GST enzimek egyik altalanos szubsztratja az 1-klor-2,4-
dinitrobenzol (CDNB). A reakcio a kloratomot hordozé elektronhidnyos szénatomon
lejatszo6dd nukleofil aromas szubsztitacié. A nukleofil GS° anion tamadasa
eredményeképpen kialakulé Meisenheimer komplex stabilizacidja eredményeképpen a
GS-szubsztitualt nitrofenol-szarmazék képzodik (X11-6. abra).

XI1-6. abra. A 1-klor-2,4-dinitrobenzol redukalt glutationnal (GSH) lejatsz6do
reakcidja

Cl
[ NO,
GS” _—
NO,

XIl.2 Sztereokémia

SG
NO,

Ccr

NO,

A glutation (GSH) — bioszintézisébdl adodoan — enantiomertiszta vegyiilet, melyben a
glutamat aszimmetrikus szénatomjanak konfiguracidja (S), mig a ciszteiné (R). gy
amennyiben a GSH-konjugatumokban aszimmetrikus szénatom talalhat6, vagy a
konjugécios reakciok soran aszimmetrikus szénatom alakul ki, ugy a keletkezd
sztereoizomerek minden esetben diasztereoizomer viszonyban allnak egymassal. E
jellegzetessége a GSH-val lejatsz6dd reakcidknak viszonylag konnyebbé teszi a
reakciok sztereokémidjanak vizsgalatat.

A  GST enzimek altal katalizalt aszimmetrikus szénatomon lejatsz6do
szubsztitlicios reakciok egyik részletesen vizsgalt példdja a bromizoval ((R,S)-2-
brémizovalerilurea) GSH-konjugatuménak képzddése (XII-7. &bra).

XII-7. abra. A brémizoval redukalt glutationnal (GSH) lejatszodé GST-katalizalt
reakcidja

(1 (2) (3)
A racem bromizoval GSH-val lejatsz6do reakcidja két diasztereoizomer GSH-
szubsztitualt szarmazékot (2 és 3) eredményez. Ennatiomertiszta (R)- és (S)-bromizoval
citoszolban oldhat6 GST-enzimek (legnagyobb mennyiségben GST M enzimek) altal
katalizalt szubsztitucids reakciokban megéllapithaté volt, hogy a reakciok teljes
sztereospecifikus modon jatszodnak le: az (R)-bromizovalbdl csak az egyik, az (S)-
brémizovalbdl csak a masik diasztereomer szarmazék képzddése volt megfigyelhetd.
Human GST A, M és P tisztitott izoenzimek 4ltal katalizalt reakcidk a legtobb esetben
sztereoszelektiv modon jatszodtak le. A legtobb vizsgalt izoenzim az (S)-enantimerrel
szemben mutatott szelektivitast (preferenciat). A vizsgalt GST P1-1 izoenzim nem
katalizalta a reakciot egyik enantiomer esetén sem. A human Mla-1la és a patkany mu
izoenzimek sztereoszelektivitasa ellentétesnek mutatkozott. A kisérleti tapasztalatok
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alapjan a rokon szerkezetli izoenzimek sztereoszelektivitasa kiilonb6z6 is lehet.
Mindezek az eredmények kiemelik a GST enzimek szubsztrat (H-) kotdhelyei és a
szubsztrat enantioszelektiv kapcsolodéasanak jelent0ségét.

A GST enzimek szubsztratjainak masik nagy csoportjat az epoxidszarmazékok
képviselik. Az epoxidok kiiziil kiilonds jelentésége van a karcinogén tulajdonsagu
policiklusos aromés szénhidrogének (PAH) epoxidjainak. A rokon szerkezetii
vegyliletek koziil az egyik legintenzivebben vizsgalt vegyiiletek a benzo[a]pirén (BP)
epoxidszarmazékai. A szervezetbe keriild6 BP a majba jut, ahol a CYP450 enzimek
altal 7,8-epoxidszarmazékokkd oxidalddik. A keletkezd epoxidot (arénoxidot) az
ugyancsak mikroszomalis  epoxid-hidrolazok (E.C. 3.3.2.9.) 7,8-dihidroxi
szarmazékka alakitjdk. A végsé atalakitast ugyancsak a CYP450 enzimek
katalizaljak. Ez utobbi reakcid eredményeképpen a BP 7,8-dihidriol-9,10-epoxid-
szarmazéka képzodik. Hasonloképpen metabolizalédnak a BP rokon szerkezetii
szarmazékai is, melyeket szerkezetiik alapjan két nagy csoportba oszthatunk. A
csoportositas alapjat a terminalis aromds gyuriihéz viszonyitva 6bdlszertien (Bay)
vagy csatornaszertien (Fjord) helyezkedik el egy, a kondenzalt aromas rendszer
aromas gyurije (XII-8. abra).

XI11-8. abra. A Bay- és a Fjord-régios policiklusos aromas szénhidrogének (PAH) és
diol-epoxid szarmazékainak szerkezete

(Diol-epoxid) (Bay-régio PAH) Diol-epoxid
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1 2 1 2 B
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syn-enantiomerek Fjord-régié PAH
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O, 1 2 11 14 1
H o w2l o 3 10 12|13 2
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Benzo[c]fenantrén Benzo[c]krizén Benzo[g]krizén

A diol-epoxidok képzddéséhez vezetd reakciok sztereokémiajaval
kapcsolatosan megemlitendd, hogy az aromds szénhidrogének prokiralis
centrumanak CYP450-katalizalt sztereoszelektiv oxidacidja soran predomindnsan az
egyik enantiomer arénoxid képzddik (Lasd aromds vegyiiletek CYP450-katalizalt
hidroxilacidja). Ennek megfeleléen az aromas epoxidok sztereoszeletiv transz
hidrolitikus gyliriinyilasa két enantiomer aromas dihidroxiszarmazékot eredményez.
A kovetkezé CYP450 oxidacio epoxidgyirijének sikja és a benzil-hidroxilcsoport
elhelyezkedése alapjan a keletkezd diol-epoxid diasztereomerek sziin- és anti-
prefixumokkal kiilonboztethetok meg. Mind a sziin- mind az anti-diasztereomer
diol-epoxidok két enantiomer formaban keletkezhetnek (XII-8. abra).

A fenti mdédon szintetizalodo, sztérikusan gatolt kornyezetben kialakulo
epoxidok reaktiv elektrofil metabolititok, melyek képesek a DNS-bazisokkal (foként
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guaninnal) reagalni. E reaktiv elektrofil PAH metabolitok detoxikalasi reakcioi
kozil kiemelkedd fontossagi a diol-epoxidok epoxid funkcidjanak GSH-val
lejatszo6do, GST-katalizalt reakcidja. A kiilonb6z6 GST-izoformak kiilonbdz6 PAH-
szarmazekok diol-epoxid enantiomerjeivel szemben megfigyelhetd sztereo- é€s
enatiosztereoszelektivitasa kiilonbozdségeket mutat. A vizsgélatok diszkussziojdban
szinte minden esetben megemlitésre keriil a GST enzimek szubsztrat (H-) kothelyei
¢s a szubsztrat enantioszelektiv kapcsolddasanak jelentdsége.

A XII-8. abran bemutatott diol-epoxid enantiomerek GSTA1-1 enzimmel
katalizalt reakcidiban megfigyelhetd volt, hogy a GSH-inicializalt transz
gytrifelnyilds soran a GSH mindig a benzil-szénatomhoz kapcsolodik. Ez a
megfigyelés a legtobb irodalmi tapasztalat alapjan altalanosithatd. A reakcio
mechanizmusa, illetve a keletkez6 termékek sztereokémidja a nukleofil GS™ ion és az
elektrofil oxiran szénatom kozott lejatszodo, Sy2 mechanizmus szerint lejatszodo
mechanizmussal magyarazhato.

XI1-9. abra. A Bay- és a Fjord-régios policiklusos aromds szénhidrogének (PAH) és
diol-epoxid szarmazékainak GSTA1-1 enzimkatalizalt reakcidja
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|
HO™
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enantiomerek sebessége bizonyult nagyobbnak. A szilin-diasztereontiomerek esetén a
kép kiilonboz6 volt. A Fjord-régios izomerek esetén az oxirangylri benzil-
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szénatomjan (R)-, mig a Bay-régios enantiomerek estén a megfeleld (S)-
kiilonbozdségek a vegyiiletek nem-enzimkatalizalt reakcioban mért reaktivitasaval
sem lipofilitdsaval nem volt magyarazhato.

A GST-katalizalt reakciok egy tovabbi gyakori formdja a GSH aktivalt
kettoskotésre torténd addicioja. E reakciok egyik jol ismert példaja az etakrinsav GSH
addicioja a GSH polarizalt szén-szén kettds kotésére.

XI11-10. abra. Az etakrinsav GSTA1-1 enzim altal katalizalt reakcidja

(e} Cl
Co Cl
0]
Cio O/\f
+ OH
GSH
OH CI
S Cl

Az etakrinsav karbonilcsoporttal konjugalt szén-szén kettds kotése készségesen
reagal redukalt glutationnal. Az addici6 elvileg lejatszodhat az GS™ ion cisz- és transz-
kotésre GSH addicionalédik, Gigy a Cg-atom kiralitascentrumma valik. Igy a reakcio
eredményeként — mivel a GSH enantiomertiszta vegyiilet — két disztereomer addukt
képzddhet (vo. IV-4. dbra).

A reakci6 enoldt intermedieren keresztiil jatszodik le, igy a kialakulo
hatarozza meg. A GSTA1-2, valamint a GSTA2-2 enzimek altal katalizalt reakciok nem
szeletivek. Ugyanakkor a GSTP1-1 altal katalizalt reakcid kizardlagosan csak az egyik
diasztereomer képzddését eredményezi. A kiilonbségek az enolat intermedier kiilonb6zo
mechanizmus szerinti protonalodasaval (ketonizacidjaval) magyarazhato
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Bar a glutation-konjugacio egyike a legfontosabb detoxikalo reakcioknak,
megemlitendd azonban, hogy a GSH-konjugatumok kozott - azok tovabbi spontén, vagy
enzim-katalizalt reakcidik eredményeképpen — talalhatunk toxikus metabolitokat is.
Ilyenek példdul a vicindlis dihaloalkdnok (pl. diklérmetan, 1,2-dibrommetan), a
halogénszubsztitualt alkének, vagy a kinonok €s kinoniminek GSH-konjugéatumai.
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Metilezés

XIll Metilezés

A metilezés jol ismert biokémiai transzformacid, de sokkal jelentésebb metabolikus
utnak tekinthetd az endogén vegyiiletek, mint a testidegen vegyiiletek (xenobiotikumok)
atalakuldsai szempontjabol. A szerves vegyliletek metilezésének elsé kisérleti
bizonyitéka W. His nevéhez fiizédik, aki piridin-acetattal kezelt kutyak vizeletébdl N-
metil-piridinium-hidroxidot tudott kimutatni. A metilezési reakciok molekularis
mechanizmusanak megismerése szempontjabol alapveté fontossaggal bir G. L. Cantoni
munkassaga, aki tisztazta az S-adenozil-metionin (SAM), mint kofaktor szerepét
ezekben a reakcidkban.

Az S-adenozil-metionin (SAM) szintézisét és regeneralodast az tin. SAM-ciklus
foglalja 6ssze. A SAM ciklus els6 1épése maga a metilezési reakcio, melyben a SAM-
dependens metiltranszferazok (E.C. 2.1.1.) altal katalizalt reakcidoban a szubsztrat N-,
O-, S-, vagy C-atomja metilez6dik. A reakcioban a metilezett szubsztrat (Nu-CHz)
mellett S-adenozil-homocisztein (SAH) képzddik. Ezt kovetéen a képz6dott SAH egy, a
SAH-hidroldaz (E.C. 3.3.1.1.) enzim altal katalizalt reakcidban adenozinra és
homociszteinre hidrolizal. A képz6d6 homocisztein haromféleképpen alakulhat tovabb:
remetilalodhat, transzszulfuralodhat (GSH szintézis) és oxidalodhat. A homocisztein
remetilaciojat kobalamin-dependens (E.C. 2.1.1.13.), vagy kobalamin-independens
(E.C. 2.1.1.14.) metionin-szintdz enzimek katalizaljak. A SAM-ciklus befejez6 reakcidja
a metionin ATP-vel lejatszodd, a SAM-szintetaz (E.C. 2.5.1.6.) enzim altal katalizalt
reakcioja (XII-1. dbra)

XI11-1. abra. Az S-adenozil-metionin (SAM) ciklus

NH,
0,C S CH NN
\g/\/ \CH3ATP - : 3 </ | b Nu Nu—CHs
NH 0,C S N
N3 \ S.AM_, 2 \g/\/+ o N Wanszfey
Metionin szintetaz NH,
J (1) ’ (2)
OH OH
- SAM
Metionin- )
szintaz 702C\/\/SH NH,
5 N N
NH; 3 . < |
o (3) z
— Homocisztein = SAH 0.,C_~_3S NN =————
o : 0o
hidrolaz
Adenozin NH3
OH OH
SAH

A SAM szerkezetébdl lathatd, hogy az egy karboniumion karakter(i vegyiilet, és
igy a metiltranszferdz akceptor molekuldk nukleofil (elektronban gazdag) centrumaival
(pl. O-, S-, N-atomok) kialakuld kolcsonhatas eredményeképpen jatszodik le.
Kovetkezésképpen, a metilezésben résztvevd legfontosabb szerves vegyiiletek a
fenolok, katecholszarmazékok, alifas ¢és aromds aminok, nitrogéntartalmu
heterociklusok, valamint a tioalkoholok. A norepinefrin katechol-O-metiltranszferaz
(COMT) enzim altal katalizalt O-metilezési reakcidjanak egyszertiisitett folyamatat a
XI11-2. abra mutatja be.
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XI11-2. abra. A norepinefrin katechol-O-metiltranszferaz (COMT) enzimek altal
katalizalt O-metilezési reakcidja

GOOH NH, NH—CHy
HZN_(EH NH> CI:HZ C|3H2
CH; HO—CH HO—CH
| N AN
?HZ </ | ) comT
=
CHy—S*—CH,—0 _ ' ’ * SAH
HO HO
OH OH
OH OH
SAM norepinefrin epinefrin

A metilezés — az acetilezéshez hasonloan — altalaban csokkenti az anyavegyiilet
vizoldékonyséagat és megsziinteti olyan nukleofil csoportok reaktivitasat, melyek mas
Fazis 11 enzimek 4altal katalizalt reakciokban az anyavegyiiletnél polarosabb
szarmazékokat képezhetnek. Kivételt képez a piridingylrit tartalmazo testidegen
anyagok N-metilezési reakcioja, aminek eredményeképpen pozitiv toltésti piridinium-
kationt hordozé metabolitok képzddnek.

A metilezési reakcidk tipusai és az azokat katalizaldé legfontosabb enzimek a
kovetkezok:

1.) O-metilezés
Reakcid: Fenolos hidroxilcsoportok metilezése
Enzimek: Fenol-O-metiltranszferaz (POMT)
Katechol-O-metiltranszferaz (COMT)
2.) N-metilezés
Reakcio: Kiilonb6z6 aminok metilezése
Enzimek: Fenil-etanolamin-N-metiltranszferaz (PNMT)
Hisztamin-N-metiltranszferaz (HNMT)
Nikotinamid-N-metiltranszferaz (NNMT)
3.) S-metilezés
Reakcio: Tiolok metilezése
Enzimek: Tiopurin-metiltranszferaz (TPMT)
Tiol-metiltranszferaz (TMT)
4.) C-metilezés
Reakcio: Citozin metilezése (DNS-ben)
Enzimek: M5C DNS-metiltranszferaz

Az S-metilezési reakciok az SH-funkciot hordozd testidegen anyagok egyik
jelentds metabolikus atalakitdsa. E csoportba tartozo gyogyszervegyiiletek kozé tartozo
gyogyszerek kozé tartozik tobbek kozott a kaptopril, a D-penicillamin, a 6-
merkaptopurin, a 6-tioguanin és az azatioprin.

XIl.1 Mechanizmus

A metilezési reakciokat katalizal6 SAM-dependens metiltranszferazok az enzimek egy
diverz csoportjat képezik. E csoportok altal katalizalt reakciok koziil a bioldgiai
folyamatok szabalyozéasaban kiilondsen fontos szerepet tolt be a

1. nukleinsavak metilezése,
2. fehérjék metilezése,
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3. anyagcseretermékek és koztitermékek metilezése, valamint
4. testidegen anyagok metilezése

A nukleinsavak metilezését katalizdlo6 DNS-metiltranszferaz enzimek szubsztrat
specifitasuk alapjan haromcsoportba oszthatok:

a.) m6A (E.C. 2.1.1.72.) — melyek az Ng-metiladenin,

b.) m4C (E.C. 2.1.1.113.) — melyek az N4-citozin, valamint a

c.) m5C (E.C. 2.1.1.37.) — melyek a Cs-metilcitozin képzédését katalizaljak.
Az adenin ill. a citozin egységek metilezése fontos szerepet jatszik a duplikaciot
kovetéen a "sziill6" ¢és a komplementer "utéd" lancok ¢és az idegen DNS
megkiilonboztetésében ill. a génaktivitds szabalyozasdban. A metilezés is jelentOs
szerepet jatszik a gének aktivitdsdban is. Az aktiv gének sokkal kevesebb metilezett
(5)CG(3) (citozin-guanin) szekvenciapart tartalmaznak, mint az inaktivak.

A metilezési reakciok a szubsztrat nukleofil karakteri N-, O-, S- vagy C-atomja

valamint az elektrofil tulajdonsagu metilcsoportja k6zott zajlanak le. A DNS adenin
egységei metilezési reakcidinak egyszerlsitett mechanizmusat a XII-3. dbra mutatja be.

XI11-3. abra. A DNS adenin egységének m6A DNS-metiltranszferdz enzimek 4altal
katalizalt N6-metilezési reakcioja

0,C NH3 "0,C _NH;, NH,
y
Cogf g
OHOH —_— = OHOH
o 0
. A \A
H\N/H\_/O)K/ P H\N/CH3 HOJK/ P
SN
L > k 7
| |
DNA DNA

A fehérjék enzimatikus metilezése a prokariota €s eukariota sejtekre egyarant
jellemzd. Ezek wutolagosan végrehajtott szubsztitlicioként N-, S-metilezési és
karboxilmetilezési (O-metilezési) reakciok lehetnek. Szamos fehérje nitrogén atomjain
metilezett lizin, arginin, hisztidin, alanin, prolin, glutamin, fenil-alanin, aszparagin és
metionin egységekkel rendelkezik. A cisztein 1ill. aszparaginsav ¢és glutaminsav
tartalmutak kén atomokon ill. karboxilcsoportokon keresztiil metilezddhetnek. Metilezett
aminosavakat tartalmaz pl.: a hiszton, a riboszoma fehérje, a kalmodulin, a citokréom c,
a miozin, a flagella fehérje, az opszin, a ferredoxin, az a-amilaz, a hésokk fehérje, stb.

A metilezés a makromolekularis anyagok utdlagos modositasa mellett fontos
szerepet jatszik az anyagcsere termékeinek ill. koztitermékeinek szintézisében is. A
metilezés részt vesz a pterin, a klorofill, néhany aminosav (pl. lizin, arginin), hormon
(pl. hisztamin, norepinefrin), membranalkotd6 (pl. foszfatidil-etanolamin,), stb.
keletkezésében. A metiltranszfer reakciok leggyakoribb akceptorai a szubsztratok N- és
S-atomjai valamint fenolos hidroxil- és karboxilcsoportjainak oxigénatomjai.
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A metilezés sordn a N-, S-; O- és C-atomok hidrogénjeinek metilcsoporttal
torténd helyettesitése megvaltoztatja a kiindulasi vegyiilet (szubsztrat) fizikai és kémiai
tulajdonsagait (molekulatomeg, hidrofobicitas, kotéserdsség, sav-bazis karakter, stb.).
Ennek kovetkeztében a metilezett szarmazék biologiai sajatsaga jelentdsen eltérhet az
akceptorétol. Szubsztratok metilezése-demetilezése megakadalyozhatja az enzim-
szubsztrat komplex kialakuladsat ill. komplexképzés esetén a szubsztraton végrehajtandod
kémiai atalakulast. A norepinefrin N-metilezése a bioldgiai aktivitas fokozodas, O-
metilezése az inaktivalodas ismert, klasszikus esetei kozé tartozik. A norepinefrin
katechol-O-metiltranszferaz (COMT) enzimek altal katalizalt O-metilezési reakcidjanak
egyszerusitett mechanizmusat a XIII-4. dbra mutatja be.

XI11-4. abra. A norepinefrin katechol-O-metiltranszferaz (COMT) altal katalizalt O-
metilezési reakcioja
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Mindkét bemutatott metilezési reakcio esetében az enzim aktiv helyén lokalizalt
szubsztrat nukleofil csoportjat az enzimfehérje bazikus funkcids csoportja deprotonalja,
megnovelve igy a szubsztrat funkcios csoportjanak (NH,, OH) nukleofil erejét. Mindkét
reakcioban az elektronban elszegényitett metilcsoport szénatomja az elektrofil
reakciocentrum. A pozitiv toltéssel bird kénatom az elektrofil metilcsoportnak kivalo
tavozo-csoport tulajdonsagot biztosit, eldsegitve a reakcid lejatszodasat.

A reakciok mechanizmusat illetden a XIII-5 4bran bemutatott, katechol-O-
metiltranszferaz (COMT) enzim alkalmazasaval elvégzett kisérlet eredménye nyujtott
informaciot.

XII-5. abra. Az epinefrin katechol-O-metiltranszferaz (COMT) enzimek altal
katalizalt O-metilezési reakcidjanak Sy2 reakcidja
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A kisérleti tapasztalatok alapjan a kiralis — hidrogén (1H, H), deutérium (2H, D) és
tricium (3H, T) atomokat hordozdé — metilcsoportot tartalmazd6 SAM koszubsztrat
metilcsoportjanak konfiguracidja ellentétessé valt. A kiralitdscentrum inverzidja Sn2
mechanizmussal volt magyarazhato.
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