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A dolgozatban szereplo roviditések magyarazata

ROS Reaktiv oxigén részecskék

SOD Szuperoxid-dizmutéaz

EcSOD Extracellularis szuperoxid-dizmutaz

His Hisztidin

Asp Aszparaginsav

Phen Fenantrolin

DNS Dezoxiribonukleinsav

HEPES 4-(2-hidroxietil)-1-piperazin-etanszulfonsav

CD Cirkularis dikroizmus



Istvandi Richard Fenantrolin alapvazu hisztidin konjugatum atmenetifém-komplexei

1. Bevezetés és célkitiizés

A biologiai rendszerekben a reaktiv oxigénszarmazékok (ROS-ok) széles skalaja jon
l1étre, amelyek keletkezése egyrészt a sejtek normalis anyagcsere-folyamatainak természetes
velejardja, masrészt kiilonbozo kiilsé hatdsok, mint az UV-sugirzads vagy gyulladdsos
folyamatok kovetkezménye. Ezek a molekuldk tehat nemcsak a sejtlégzés €s egyéb oxidativ
folyamatok melléktermékei, hanem a kornyezeti stressz tényezok altal kivaltott oxidativ valasz
részei is lehetnek.

A ROS-ok kiemelkedden nagy és gyakran nem szelektiv reaktivitdsuk révén sulyos
sejtkarosodasokat idézhetnek eld. E tulajdonsagaik kovetkeztében mara mar bizonyitott, hogy
a ROS-ok kulcsszerepet jatszanak szamos gyulladasos és daganatos betegség kialakulasaban és
elérehaladdsaban, valamint az 6regedési folyamatokban is. [1]

A ROS-szint enyhe ndvekedése eldnyos lehet, mivel tamogatja a sejtek osztodasat,
tulélését és az immunrendszer mikodését. Amikor azonban a ROS-termelés meghaladja a
sejtek antioxidans védelmét, oxidativ stressz jon létre, amely sulyosan karosithatja a
sejtalkotokat, példaul a DNS-t, fehérjéket és lipideket. Emiatt a ROS-ok kdzponti szerepet
jatszanak szamos betegség és koros folyamat kialakulasaban.

A tilzott ROS-termelés negativ hatasat a szervezet antioxidans tulajdonsagu
fehérjékkel, molekuldkkal probalja mérsékelni. Bizonyos esetekben ugyanakkor ezeket pdtolni
kell, hogy a ROS-ok altal kivaltott sejtkarosodasok ¢€s patologias allapotok mérséklddjenek. [2]

A Debreceni Egyetem Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszékén régota foglalkoznak
antioxidans tulajdonsdgii atmenetifém-komplexek vizsgalatdval. Ebbe a munkéba
bekapcsolddva szakdolgozatom célja egy uj, fenantrolin alapvazhoz konjugalt hisztidint
tartalmazé molekula (PhenHis-ként hivatkozva a dolgozat tovabbi részében, 1. abra) sav-bazis
tulajdonsagainak, valamint réz(II)-, mangan(Il)-, vas(Il)- és vas(Ill)-komplexeinek
oldategyensulyi €s spektroszkdpiai vizsgalata volt. Ezen tilmenden vizsgaltam az egyes
komplexek szuperoxid gydkanionnal vald reakcidjat abbol a célbol, hogy a fiziologids pH-n

kialakul6 komplexek antioxidans hatdsar6l bévebb informaciot nyerjek.
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1. 4bra A PhenHis ligandum szerkezete.
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2. Irodalmi elozmények

2.1 Szuperoxid-dizmutaz enzimek

A SOD enzimek olyan metalloenzimek, amelyek az elsé védelmi vonalat jelentik a
sejtek szamara az oxidativ karosodasokkal szemben, mivel képesek a szuperoxid gydkanion
gyors, diffizidkontrollalt lebontasdra molekularis oxigénné €s hidrogén-peroxidda. Ennek
kovetkeztében a ROS eltdvolitdsa a SOD altal hatékony betegségmegeldzési stratégianak
tekinthetd. Kutatdsok igazoltdk a SOD enzimek védd hatdsat neurodegenerativ
megbetegedésekkel, apoptdzissal, karcinogenezissel €és sugarzassal szemben is.

Az eml0s sejtekben jelenleg harom 6 SOD talalhatd lokalizaciotol fliggden. Ezek az
extracellularis szuperoxid-dizmutaz (EcSOD, SOD3), a mangan-tartalmu szuperoxid-dizmutaz
(MnSOD, SOD2), valamint a réz—cink szuperoxid-dizmutaz (Cu/ZnSOD, SOD1) enzimek.

Azonban az aktiv centrumukban taldlhat6 fémionok alapjan a SOD-enzimek négy {6
tipusba is sorolhatok: nikkel SOD (NiSOD), mangadn SOD (MnSOD), vas SOD (FeSOD) ¢és
réz—cink SOD (Cu/ZnSOD). Ezek a sejt kiilonbozd sejtszakaszaiban fordulnak eld. A
Cu/ZnSOD leginkébb a citoplazméban, a mitokondriumokban és a kloroplasztokban fordul eld,
mig a MnSOD elsdsorban a peroxiszomakban és mitokondriumokban talalhat6. Ezzel szemben
a FeSOD foként a mitokondriumokban, kloroplasztokban és peroxiszOmdkban van jelen. A
NiSOD emlds sejtekben nem talalhatd meg, ugyanakkor cianobaktériumok f6 antioxidans
enzime.

A MnSOD ¢és FeSOD enzimek szoros kapcsolatban allnak egymadssal az
aminosavszekvencia és szerkezetiik alapjan. Szerkezeti hasonldsagaik alapjan a MnSOD ¢és
FeSOD valosziniileg ugyanannak az enzimnek kiilonb6z6 valtozatai. Rendkiviili hasonlosagaik
alapjan 4altalaban ugy vélik, hogy k6z6s 6senzimbdl szarmaznak. A korai F6ldon bekovetkezett
oxigénszint-valtozasok valdszinlileg hozzajarultak ahhoz, hogy ezek az enzimek kiilonb6z6
evolucios utat kovessenek, és kialakuljanak a ma ismert, elkiiloniilt FeSOD és MnSOD tipusok.
A Cu/ZnSOD az eukariotdk fO réztartalmi metalloenzimje, azonban enzimaktivitdsat csak

1969-ben azonositottak, amikor McCord és Fridovich kimutatta, hogy képes a szuperoxid-

crcr
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2.2 FeSOD
A vas-szuperoxid-dizmutaz (FeSOD) a SOD enzimcsalad tagja. Ugy vélik, hogy a

FeSOD volt az elséként kialakult SOD-enzim, mivel a Fold redukéld tulajdonsaga 6si
légkorében boségesen jelen volt a vas, mikdzben az oxigénszint nagyon kicsi volt.

A FeSOD-ot eloszor 1973-ban fedezték fel élesztoben (E. coli) Yost és munkatarsai.
Azota kimutattak archedkban, baktériumokban, egysejtii eukariotdkban (protisztdkban),
valamint egyes Osi ndvényekben, kiilonbozé sejthelyeken, példaul a citoplazméban, a
glikoszémaékban €s a mitokondriumokban.

Ahogy a Fold légkorében az oxigénszint fokozatosan novekedett, a vas reakcioba lépett
az oxigénnel, és oldhatatlan vas-oxidokat hozott létre. Ez a folyamat csokkentette a vas
oldhatdsagat, igy a szervezetek szamara nehezebben hozzaférhetdvé valt. Ennek kovetkeztében
az ¢ldlények olyan 1j szuperoxid-dizmutaz enzimeket fejlesztettek ki, amelyek mas, elérhetdbb
fémionokat, példaul rezet, cinket és nikkelt alkalmaztak a miikodésiikhoz.

A FeSOD azon képessége, hogy stabilan meg tudja tartani a vasionokat biologiai
kornyezetben, a nagy fémion-affinitasdnak koszonhet6. Ez a harom hisztidin imidazol
nitrogénjének, valamint az aszparaginsav karboxildt csoport egyidejii koordindcidjanak az
eredménye. Az enzimben a kdzponti fémion nem szabalyos oktaéderes geometridt mutat,
hanem torzult haromszdg alapu bipiramis szerkezetet vesz fel. Ez a geometria lehetévé teszi a

dizmutalasi reakcid soran képzddo +2-es és +3-as oxidacios allapot fémion stabilizalasat. [5]

2. 4bra A vas-szuperoxid-dizmutdz enzim. [5]
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2.3 Cu/ZnSOD

A SOD enzimek torténete 1969-ben kezd6dott, amikor McCord és Fridovich kozolték
uttord jelentdségli tanulmanyukat. Ebben kimutattak, hogy a korabban ismeretlen funkcidju,
rezet tartalmazo szarvasmarha eritrokuprein valdjdban egy szuperoxid-dizmutaz enzim. Nem
sokkal kés6ébb kideriilt, hogy az enzim nemcsak rezet, hanem cinket is tartalmaz, ezért a kutatok
Cu/ZnSOD-ként emlegették.

A korai kutatasok elsésorban a szarvasmarha- és az emberi sejten beliili Cu/ZnSOD-
okra Osszpontositottak, amelyekrdl kideriilt, hogy rendkiviil stabilak. Az elsé gombabol
szarmazo Cu/ZnSOD-t Goscin és Fridovich izolalta 1972-ben az élesztobol (S. cerevisiae).
Ennek génjét késobb, 1988-ban klonoztak és szekvenaltak.

Az élesztd Cu/ZnSOD vizsgalata kimutatta, hogy az enzim szintén dimer szerkezetli, és
sok szempontbol hasonlit az emlds6k enzimjeihez, ugyanakkor kevésbé stabil, és fémion-
megkotd tulajdonsagai kissé eltérnek. A SOD1 gén élesztdben valo klonozasa lehetvé tette
olyan mutans torzsek létrehozéasat, amelyekbdl ez a gén hidnyzik.

A Cu/ZnSOD enzimet sokaig kizarolag eukaridtakra jellemzonek tartottak, egészen
addig, amig 1974-ben sikeriilt azt kimutatni a Photobacterium leiognathi nevli baktériumbol.
Késdbb kidertilt, hogy ez az enzim szdmos mas Gram-negativ baktérium periplazmajaban is
megtalalhato.

Mig az eukariota sejtekben talalhaté Cu/ZnSOD-ok szinte mindig homodimer forméaban
fordulnak eld, addig a baktériumok periplazmatikus Cu/ZnSOD-jai lehetnek monomerek vagy
dimerek is. Erdekes modon, bar az egyes alegységek térszerkezete hasonld az eukariota és
prokariota enzimekben, a dimerizacios feliiletek jelentdsen kiilonboznek a két csoportban.
talalhato, bizonyos mutacidirdl kimutattak, hogy kapcsolatban allnak a familiaris amiotr6fids
lateralszkler6zis (FALS) néven ismert Orokletes idegrendszeri betegséggel. Ez a betegség a
motoros idegsejtek pusztulasaval jar az agytorzsben €s a gerincvelOben.

E felfedezés ota a kutatasok jelentds része arra iranyul, hogy megértsék, miként
kapcsolddnak a Cu/ZnSOD gén mutécioi a FALS kialakulasdhoz, és milyen mechanizmusok

révén jarulhatnak hozz4 a betegség lefolyasahoz. [6]
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2.4 MnSOD

Nem sokkal azutan, hogy 1969-ben a rezet tartalmazd eritrokupreint azonositottak, mint
SOD-ot, az E. coli baktériumban felfedeztek egy mangant tartalmazd, dimer szerkezeti
enzimet, amely ugyanazt a reakciot katalizalta. Ezt az enzimet MnSOD-nak nevezték el.

A prokaridtakban a MnSOD a citoplazméban helyezkedik el. Eukariota sejtekben az
enzim elsdsorban a mitokondrium matrixaban talalhat6, de bizonyos fajokban a citoplazmaban
is jelen lehet. A ndvényekben emellett a kloroplasztiszokban is megtalalhato.

A MnSOD Iétfontossagl szerepét az emldsdkben az bizonyitotta, hogy a MnSOD-gén
hianyos tesztegérben a magzati fejlédés még lezajlott, azonban a sziiletés utan az allatok csak
né¢hany napig maradtak életben. Még a heterozigdta (félig hidnyos génll) egerek is sulyos
rendellenességeket és fokozott érzékenységet mutattak az oxigéndus kornyezetre.

Ez éles ellentétben all a Cu/ZnSOD esetével, amely hianya nem életveszélyes a

ragcsalok szaméra. Osszességében a MnSOD hianya sokkal stlyosabb fenotipusokat okoz az
eukaridtakban, mint a Cu/ZnSOD elvesztése, bar a pontos hatasok fajonként eltérhetnek.
A gén altal kodolt fehérje az emberi sejtekben homotetramer formaban van jelen. A MnSOD a
szuperoxid-dizmutaz enzimek kozott a legdsszetettebb miikodésiinek tekintheté. A MnSOD
kiilonbozik a tobbi SOD-tipustol abban, hogy kiilonféle sejtes aktivitast mutat a szuperoxidion
kis és nagy koncentracioin, ezt a jelenséget ,,gating”’-nek nevezik.

A gating mértéke fajonként eltérd, vagyis az enzim miitkddésének szabalyozdsa nem
egységes az ¢€lovilagban. A MnSOD Altal katalizalt szuperoxid-dizmutacid mechanizmusat

részletesen feltartak stopped-flow €s impulzus radiolizis segitségével. [6]
2.5 A vas(II) és vas(III) koordinacios és bioszervetlen kémiaja

A vas(Ill)-komplexekre jellemz6 a kis €s nagy spinszamu allapot egyarant. Szamos
geometria eléfordulhat, de a leggyakoribb az oktaéderes szerkezet.

A vas(IIl) koordinacids kémidjanak egy érdekes sajatsdga, hogy bar szdmos semleges,
kationos és anionos komplexet képez, nagyobb affinitast mutat az O-donorcsoportot tartalmazo
ligandumok felé. Ez a sajatsaga azért is kiilonleges, mivel a krom(III) esetén ez nem érvényes,
pedig nagyon sok tekintetben hasonlé a két ion.

A vas(Ill)-komplexei amminokkal instabilak, vizben disszocialnak. Aromas kelatképzo
ligandumok, példaul a fenantrolin, képesek a stabilitdst novelni, ezen komplexek kis

spinszamuak.
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A vas(Il) a masodik leggyakoribb oxidacios allapota a vasnak. A legtobb vas(II)-
komplex, hasonloan a vas(Ill)-hoz, oktaéderes elrendezédésti.

A vas bioszervetlen kémidja kozponti szerepet jatszik az életfolyamatokban. Az
¢lolényeknek képesnek kell lennilik arra, hogy felvegyék a vasat a kornyezetiikbol,
szabalyozzak annak taroldsat és sejten beliili szallitdsat, valamint Osszeallitsak azokat az
Osszetett, vasat tartalmazo redoxi kofaktorokat, amelyek a metalloproteinekben talalhatok.

A hemoglobin a vordsvértestek (eritrocitak) jellegzetes, oxigén szallitasaért felelds
fehérjéje, amely egyuttal a vér szinéért is felelés kromoprotein. FO bioldgiai funkcidja a
gaztranszport biztositasa a keringési rendszerben: oxigént szallit a tiido alveolusaibol a
periférias szovetekbe és izmokba, majd ott leadja azt a mioglobinnak. A mioglobin, mint
intracellularis oxigénraktar, lehetdve teszi, hogy az oxigén folyamatosan rendelkezésre alljon a
sejtek energiaigényét fedezd gliikz-oxidacids (metabolikus) folyamatok szamara.

Az anyagcsere soran keletkezd szén-dioxidot a hemoglobin részben visszaszéllitja a
tiidébe, ahol az a kilégzéssel tavozik. E kétirdnyu transzportfolyamat kulcsfontossagl a
sejtlégzés és a sav-bazis egyensuly fenntartasaban.

A hemoglobinban a vas az oxigénmentes (dezoxi-) formaban nagy spinszamu Fe(II)
allapotban van jelen. Az oxigén reverzibilis megkotése soran a vas tovabbra is formalisan Fe(II)
marad, azonban elektroneloszldsa megvaltozik és kis spinszam Fe(Il) konfiguraciot vesz fel.
Ez a reverzibilis valtozas teszi lehetévé, hogy a hemoglobin hatékony oxigénhordozoként
miikédjon anélkiil, hogy a vas oxidécios allapota 1ényegesen mddosulna.

Kisérletesen kimutathatd, hogy a hemoglobin fehérjekomponense (globin) nélkiil a
hemcsoport elvesziti oxigénkotd képességét. Ha a globint sosavas-acetonos kezeléssel
eltavolitjuk, az igy nyert izolalt hem oxidalodik, és hematinna alakul, amelyben a vas nagy
spinszamu Fe(Ill) allapotban talalhato. Ez jol szemlélteti, hogy a globinfehérje szerkezeti és
elektronikus kornyezete nélkiil a hem nem képes a reverzibilis oxigénkotés fenntartasara,

vagyis a fehérje és a hem csoport kdzott szoros funkciondlis kdlcsonhatas all fenn. [7] [8]
2.6 A mangan(Il) koordinacios és bioszervetlen kémiaja

A mangan(Il)-sok szinte minden altalanos anionnal eldallithatok, és rendszerint
vizoldhat6 hidratok forméjaban fordulnak eld. A nem koordindl6dé anionokat tartalmazé sok
vizes oldataiban a halvany rozsaszin [Mn(H20)s]** komplexion talalhat6, amely egy tipikus,
nagy spinszamu, oktaéderes mangan(Il)-komplex. Az ilyen komplexek tobbsége kelatképzd
ligandumokkal, példaul EDTA-val vagy oxalattal nyerhetd. A mangan(Il) vegyiiletekben a
spinparosodas szamottevo energiat igényel, és csak nagyon erds terli ligandumokkal érhetd el.

A mangan(Il) vegyiiletek oxidacioval és redukcidval szembeni nagyfoku ellenallasat altalaban
7
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a szimmetrikus d° elektronkonfiguracio hatasanak tulajdonitjdk. A mangan(Il) komplexei
egyuttal kinetikailag labilisak.

A mangan nyomelemként szamos novényben, baktériumban és az emberi szervezetben
is megtalalhatd. Egy egészséges felndtt testében koriilbelil 10-20 mg taldlhato.
A mangant tartalmazo fehérjékben a fém altalaban +2 oxidacios allapotban fordul eld, és
bizonyos esetekben magnézium(Il) ionnal helyettesithetd anélkiil, hogy az enzimaktivitas
csokkenne.

A mangan egyik legfontosabb és legismertebb biologiai funkcidja a zold novények
fotoszintézisében betoltott szerepe. A fotorendszer II (PSII) vizbonté komplexében a mangan
kulcsfontossagu a viz oxidacios folyamataban, amelynek soran oxigén keletkezik. Az elnyelt
fény energidjat a rendszer felhasznalja arra, hogy a vizmolekulakbdl elektronokat vonjon el, és
ezzel fokozatosan oxidalja a manganatomokat. A folyamat négy, egymast kovetd, egy-fotonos
és egy-elektronos Iépésben zajlik. A felszabaduld elektronokat a fotoszintetikus
elektrontranszport-lanc a NADP* redukdldséara haszndlja fel, amely igy NADPH formajaban

raktarozza az energiat. [7]
2.7 A réz(Il) koordinacios és bioszervetlen kémiaja

A réz(Il) vegyiiletek rendkiviil kiterjedt kémidval rendelkeznek. Az egyszer(i sok szinte
valamennyi ismert anionnal eldallithatok, kivéve a cianid- €s jodidionokat, amelyek inkabb a
kovalens kotésti és vizben rosszul oldodo réz(I) vegyiiletek képzésére hajlamosak. A réz(Il)ion
komplexvegyiileteiben a leggyakoribb koordindcios szam a 4, 5 és 6, de szabalyos geometriak
csak ritkan fordulnak el6 és a siknégyzetes és tetragondlisan torzult oktaéderes szerkezetek
kozott gyakran nem konnyli kiilonbséget tenni. A megnyult oktaéderes szerkezet
kovetkezménye, hogy a réz(Il)ionok monodentat tipust ligandumokkal képz6dd komplexei
esetén az 5. és 6. 1épcsdzetes stabilitdsi allandok értéke kivétel nélkiil sokkal kisebb, mint az
elsd négy. A réz(Il)ionok az O-donoratomot tartalmaz6 ligandumokkal is stabilis komplexeket
képeznek. A hexaakvaion mellett a siknégyzetes P-diketonatok is jol ismert vegyiiletek, a
tartaratokomplexeket pedig a Fehling-reakcional hasznaljdk. A vegyes O,N-donoratomokat
tartalmazo ligandumok, mint a Schiff-bazisok abbdl a szempontbdl is érdekesek, hogy nemcsak
siknégyzetes koordinaciora képesek, hanem szilard allapotban dimerizacié eredményeként
négyzetes piramisos elrendezddés is megvalosulhat.

A réz a novény- ¢és allatvilagban egyarant széles korben el6forduld, biologiailag
esszencialis atmenetifém. Redoxireakcidiban betoltdtt szerepe miatt szamos oxidacids és
elektrontranszport-folyamatban vesz részt, amelyek alapvetdek a sejtek energiatermelésében és

anyagcser¢jében.
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Az emberi szervezetben datlagosan mintegy 100 mg réz talalhatd, tGlnyomorészt
fehérjékhez kotott formaban. A napi sziikséges rézbevitel megkozelitdleg 3—5 mg, amely
elsdsorban a taplalékkal — példaul hiivelyesekkel, diofélékkel, majjal és teljes kiorlésii
gabonakkal — biztosithatd. A biologiai rendszerekben a réz a harmadik leggyakrabban
elofordulo atmenetifém, a vas és a cink utan.

A réz szamos enzim aktiv centrumaban talalhaté meg, ahol valtakoz6 oxidécios
allapotai (Cu* és Cu?") teszik lehetdvé a redoxi-folyamatok katalizisét. Ennek koszonhetden a
réz nélkiilozhetetlen az oxidativ foszforilacioban, a sejtlégzésben, a kotészovet-képzddésben,
valamint a kozponti idegrendszer miitkodésében.

A réz homeosztazisanak felborulasa kiilonb6z6 koros allapotokat idézhet eld. Hianya
vérszegénységhez, a csontképzddés zavaraihoz és idegrendszeri tlinetekhez vezethet, mig a réz
kiliritésének velesziiletett zavara, a Wilson-kor, a fém koéros felhalmozodasaval jar, amely
elsdsorban a majat és az idegrendszert karositja.

Tehat a réz Iétfontossdgh nyomelem, amely kulcsszerepet tolt be a sejtek
redoxifolyamataiban, az enzimatikus katalizisben és az oxidativ stressz elleni védelemben,

mikdzben szigort bioldgiai szabalyozas alatt all, hogy megoérizze a szervezet egyensulyat. [7]
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3. Kisérleti korillmények, kisérleti eszkozok

3.1 Felhasznalt anyagok, vegyszerek

A felhaszndlt vegyszerek kereskedelmi forgalombdl szarmaztak, tovabba
felhasznalasuk kozvetlentil, tisztitas nélkiil tortént. A PhenHis ligandumot kutatocsoportunk
korabban eldallitotta, szerkezetét 'H és '*C NMR, valamint tdémegspektroszkopia segitségével
igazoltak. A ligandum tisztasagat pH-potentciometrias titralassal hataroztuk meg. A titralasok
kivitelezésére ~0,2 mol/dm® pontosan ismert koncentracioji NaOH-oldatot hasznaltunk. A
ligandumok ¢és a Cu(Il)-, Mn(Il)-, Fe(Il)-, és Fe(Ill)-ionok kozotti komplexképzddés
oldatokat hasznaltunk. A SOD aktivitas méréseket NBT, xantin-oxiddz enzim és xantin
felhasznalasaval végeztiik.

3.2 pH-potenciometria

A ligandumok protonéalodasi allandoéinak (logK.), valamint a réz(Il)-, vas(Il)-, vas(II)-
¢s mangan(Il)-komplexek stabilitasi allanddinak (logfpqr) meghatarozasat pH-potenciometrias
méréssel végeztik. A modszer alapelve, hogy a komplexképzddés soran a ligandum
protonélodasi egyensulyai a fémion jelenlétében modosulnak, ami a rendszer pH-janak mérhetd
valtozasat eredményezi.

A mérésekhez az oldatok ionerdsségét 0,20 M-ra (KCl) allitottuk be, a kisérleteket pedig
25,0 °C hoémérsékleten végeztiik. A mintdkat a teljes titralasi folyamat soran magneses
keverdvel homogenizaltuk. Az oldott oxigén és szén-dioxid zavard hatdsanak kikiiszobolése
érdekében a mérések ideje alatt argongéazt buborékoltattunk at az oldatokon.

A pH-értekeket egy szamitogép altal vezérelt Metrohm 785 DMP Titrino automata
titrator segitségével rogzitettiik. A nyers pH-adatokat az Irving és munkatarsai 4ltal leirt eljaras
alapjan hidrogénion-koncentraciokka alakitottuk. A komplexek stabilitasi 4allanddinak
kiszamitasdhoz kozvetlen pH-potenciometrikus titralast alkalmaztunk, kiilonb6z6 fémion—
ligandum aranyok (1:3, 1:2 és 1:1) mellett. A stabilitasi allandok meghatarozasa a PSEQUAD
programmal tortént. [9] [10]
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3.3 UV-lathato spektroszkopia

A spektrofotometrids mddszer alapja, hogy bizonyos dtmenetifém ionok és komplexeik
elnyelik a fényt, amelynek soran d-d atmenetek és a toltésatviteli folyamatok valosulnak meg.
Toltésatviteli folyamat, amikor a ligandumrol fémionra (LMCT), vagy forditott iranyban,
fémionrdl ligandumra (MLCT) toltés athelyezddés torténik.

Egy Agilent Technologies Carry 60 spektrofotométert hasznaltunk a réz(Il)-, vas(Il)-,
vas(Ill)- és mangan(Il)-komplexek UV-lathat6 spektruménak felvételére a 250-800 nm-es
hullamhossz-tartoményban 25,0 °C-on. A mintak koncentracidi megegyeztek a pH-

potenciometrikus titraldsoknal alkalmazott koncentraciokkal.
3.4 SOD aktivitas vizsgalat

A fémkomplexek SOD aktivitdsat a xantin/xantin-oxidaz/NBT-teszt segitségével
hataroztuk meg. A mddszer alapja, hogy a xantin és a xantin-oxidaz reakcioja soran az oldott
oxigénbdl szuperoxid-anion keletkezik. A képzddd szuperoxid-anion redukalja a nitroblue-
tetrazénium-klorid (NBT) indikator molekulat, melynek eredményeként diformazéan képzddik.
A folyamat abszorbanciavaltozéasa spektrofotometridsan, 560 nm hulldmhosszon kovethetd.

A kisérlet elsé szakaszaban a reakcioelegy nem tartalmazta sem a ligandumot, sem a
komplexeket, igy az NBT redukcioja zavartalanul ment végbe. A reakci6 negyedik percében a
vizsgalati mintdhoz hozzaadtuk a komplexet, amely ezutdn kompeticioba 1épett az NBT-vel a
szuperoxid-anion megkdtéséért. Ennek hatdséra a kordbban lineéris kinetikai gorbén torés
figyelhetd meg, ami a reakcio sebességének csokkenését jelzi.

A komplex hozzaadésa el6tti €s utani szakaszban mért egyenesek meredekségébdl, adott
koncentraci6 mellett, kiszamithaté az inhibici6 mértéke. A mérést tobb kiilonbozo
komplexkoncentracid mellett megismételtiik, majd az inhibicidés szazalékot a komplex
érték, vagyis az a koncentracid, amely 50%-0s inhibiciot eredményez, és amely a vizsgalt

komplex szuperoxid-dizmutdz mimetikus aktivitdsdnak jellemz6 mutatdja.
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4. Eredmények és értékelésiik

4.1 A PhenHis ligandum savbazis tulajdonsagai

Az altalunk vizsgélt PhenHis ligandum négy deprotondlodasra képes csoportot
tartalmaz. Ezen csoportok koziil pH potenciometria segitségével csak harom savi disszocidcios
allandot tudtunk meghatarozni, amely arra enged kovetkeztetni, hogy egy deprotonalddasi
folyamat a pH-potenciometridsan mérhetd pH-tartomanyon kiviil esik.

A legnagyobb savi disszocidcios allando logK, = 7,01 £ 0,01-nek adddott, ami az
imidazol nitrogén deprotonalddasahoz rendelhetd érték. A két kisebb savi disszociacios allando
(logK.=4,33 £ 0,02 ¢és logKa. = 2,30 = 0,02) a fenantrolin alapvaz két aromas nitrogénjének a
deprotonaldodasahoz, valamint a karboxilcsoport deprotonaldédasahoz rendelhetd értékek
lehetnek. Ugyanakkor ennek eldontése csak a pH-potenciometrias titralas alapjan nem

lehetséges, ehhez tovabbi vizsgalatok sziikségesek, példaul 'H NMR spektroszkopia.

4.2 A PhenHis ligandum komplexképzodési tulajdonsagai

A ligandum komplexképzddési sajatsagait Cu(Il)-, Mn(II)-, Fe(I)- és Fe(IlI)-ionokkal
vizsgaltuk pH-potenciometria segitségével. A Fe(Ill):PhenHis 1:2 és 1:3 ardnyt rendszerek
esetében nem tapasztaltunk komplexképzddési folyamatokat, ugyanis a titralasi gorbék
illesztése a vas(Ill)-hidroxokomplexek figyelembevételével leirhato volt. Ebbdl arra
kovetkeztettiink, hogy a PhenHis ligandum nem képez komplexet a Fe(Ill)-ionokkal. A mésik

harom ionnal meghatarozott stabilitasi 4llandokat az 1. tablazat foglalja magéba.

1. tablazat: A PhenHis ligandum Cu(Il)-, Mn(II)- és Fe(II)-ionokkal képzett komplexeinek
stabilitasi allandoi (logfpqr). Az L a PhenHis ligandumot jeldli, az M pedig az adott fémiont. Az
egyes komplexek toltésének jelolésétdl eltekintiink. (/= 0,2M KCI, T=25°C)

Cu(Il) Mn(1I) Fe(I)
ML 17,1 £0,3 3,01 + 0,06 -
MH.|L 14,1+0,3 -5,46 + 0,05 -
MHL, - - 14,3+0,2
ML, 26,3+0,3 - 7,6 +0,2
MH.|L - - 1,4+0,1
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3. abra A Cu(Il)/PhenHis 1:1 aranyt rendszer pH-fiiggd UV-lathato spektrumai. Egyedi
mintak, H -ion koncentraciobol szamitott pH-kon 0 és 3,87 kozott.
ccun = 1,43 mM, Cphennis = 1,49 mM

A Cu®*"ionok esetében a pH potenciometrias titralast kiegészitettik savas pH-
tartomanyban egyedi mintas UV-lathatd spektroszkopias vizsgalatokkal (3. abra). Ennek oka,
hogy a Cu?*-ionok a pH potenciometrias titralas kezdetekor mar 100%-ban komplex formaban
voltak jelen, ami a stabilitasi allandok meghatarozasat nem tette lehetévé. Ugyanakkor erésen
savas oldatban a komplexképzddés visszaszorithatd, ami lehetéséget ad a savas pH-
tartomanyban képzodo komplex stabilitasi alland6janak a meghatarozéasara. Ezt rogzitve a pH

potenciometrias titralasi gorbék illeszthetdk.

1,0 0,006
[CuLH_] s
[ ]
0,8 A
()
= 40,004
Q0,6 2
Ne)
E S
= 0,41
S E 2
3 0,00
0,2 1
[CuL,]
0,0 . T : T " T " 7 0,000
2 4 6 8 10
pH

4. abra A Cu(Il)/PhenHis 1:1 aranyt rendszer koncentracio eloszlas diagramja a pH
fliggvényében és a 360 nm-en vett CD spektroszkopids AA értékek a pH fiiggvényében.
ccuan = 1,0 mM, cphentiis = 1,1 mM
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Az igy kapott stabilitasi allandok ismeretében meghataroztuk a Cu(II)/PhenHis 1:1 aranyu
rendszerének pH-fliggd koncentracid eloszlasi diagramjat, amely a 4. dbran lathato.

Ezek alapjan lathato, hogy pH 2 alatt a [CuL] komplex az uralkodo részecske, amelyben
a fémiont fenantrolin vaz két aromas nitrogén atomja, az imidazol nitrogén ¢és a karboxilat
csoport koordinalja. A pH novelésével az amid nitrogén fémion indukalt deprotonalédasanak
¢és koordinaciojanak eredményeképpen a [CulLH.1] 6sszetételit komplex képzddik, amely azutan
sz¢les pH tartoméanyban uralkodod részecske. A komplex képzddése soran feltételezhetd, hogy
a karboxilat csoport kiszorul a fémion koordinacios szférdjabol vagy axialis pozicidba keriil és
kelatrendszer alakul ki. Ez a fajta kotésmod megakadalyozza a fémion hidrolizisét és vegyes
hidroxokomplexek kialakuldsat. Az amid nitrogén deprotonalddasat és koordinaciojat az UV-
lathato spektrumok és CD is alatdmasztottak.

Egy egylittmiikodés keretein beliil lehetdségiink volt a [CuLH] dsszetételi komplexbdl
egy kristdly rontgendiffrakciora alkalmas kristdlyokat nyerni és a komplex szerkezetét

meghatdrozni szilard fazisban. Ezt a szerkezetet az 5. dbra mutatja be.

5. abra A Cu(II)/PhenHis rendszerben képzddé komplex egykristaly rontgendiffrakcio
alapjan kapott ORTEP diagramja, 50%-os valdszintiséggel abrazolva.
Ezek alapjan jol lathato, hogy a kozponti fémion négyzetes piramisos elrendezddést,
amelyben a négy nitrogén egy sikban talalhat6 és egy tovabbi vizmolekula axiélis pozicidban
kapcsolodik a Cu(Il)ionhoz. A szerkezet tovabbi érdekessége, hogy a nem koordindlodo

karboxilat csoport két viz molekulaval hidrogénkdtéses rendszert alakit ki.
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A Mn(II)/PhenHis 1:3 6sszetételli rendszer koncentracio eloszlasat a pH fiiggvényben a

6. abra mutatja be.

1,0
[MnH_,L]
0,8-
0,61

0,4 -

Mn(Il) moltortje

0,2 -

0,0 T T T T

6. abra A Mn(II)/PhenHis 1:3 ardnyt rendszerének koncentracié eloszlasa a pH
figgvényében. cvnar = 0,70 mM, Cphennis = 2,10 mM

Ez alapjan jol lathatd, hogy a Mn(Il)ionok kisebb affinitast mutatnak a ligandum
iranyaba, mint a Cu(Il)ionok. A komplexképzdédés pH 5 felett indul el, a [MnL] Osszetételii
komplex kialakulasaval. Ez a komplex kis stabilitasti, amelynek eredményeképpen megindul a
komplex hidrolizise vegyes [MnL(OH)] Osszetételii komplexet eredményezve, amelyet a
fémion hidrolizise é¢s a Mn(OH), csapad¢k levaléasa kovet.

A Fe(II)/PhenHis rendszer komplexeinek koncentracid eloszlasat 1:3 fémion : ligandum
aranyu rendszerben a 7. dbra mutatja be. A pH-potenciometrids titralasi gorbék illesztése csak
a biszkomplexek képzddésének a figyelembevételével volt lehetséges. Bar a Fe(II) -ionok nagy
stabilitdsu triszkomplexeket képeznek a fenantrolinnal, a PhenHis ligandumban jelenlévd
hisztidin imidazol nitrogén koordinacidja gatolja a triszkomplexek képzddését, hiszen a

biszkomplexben kialakuld 2x(3N) kotésmod teliti a kozponti fémion koordinécios szférjat.
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7. abra A Fe(II)/PhenHis 1:3 ardnyt rendszerének koncentracio eloszlas diagramja a pH
fiiggvényében és a 340 nm-en vett UV-lathat6 abszorbancia értékek a pH fliggvényében. crer
= 0,70 mM, CPhenHis — 2,10 mM

A 7. ébra alapjan a komplexképzddés pH 4,5 felett indul az [FeHL:] Osszetételi
komplex kialakuldsaval. Ezt az UV-lathat6 spektroszkopia is igazolja. A 340 nm-nél megjelend
abszorpcids maximum a fenantrolin nitrogén koordinaciojahoz rendelhetd. A pH novelésével a
[FeL»] osszetételii komplex képzddik, amely kis mennyiségben megtalalhatd részecske és
képzddése atfed a [FeH.iLo] Osszetételti komplex képzddésével. A Fe(Il)/PhenHis 1:3 aranyt
rendszerének pH-fliggd UV-lathat6 spektrumai a 8. abrén szerepelnek.

Az ezt a folyamatot jellemzd 1épcsdzetes egyensulyi allando értéke 6,24, amely nem
zarja ki az amid nitrogén fémionindukalt deprotondlodasat és koordinaciojat, illetve a fémion

hidrolizisét és vegyes hidroxokomplexek kialakulasat.
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8. abra A Fe(II)/PhenHis 1:3 ardnyu rendszerének pH-fiiggd UV-lathat6 spektrumai.
creqn) = 0,17 mM, Cphentis = 0,50 mM

A dolgozat kovetkezd alfejezetében a Cu(Il)- és Fe(Il)-komplexek SOD aktivits
vizsgalatat targyalom. Ehhez vizsgaltuk a Fe(II)-komplex stabilitasat fiziologias pH-n HEPES
pufferben. A Fe(Il):PhenHis 1:3 aranyu elegyét HEPES pufferben kevertiik 6ssze €s egy oran
keresztiil kovettiik a valtozasokat UV-lathato spektrofotométerrel. Az igy kapott spektrumok a
9. dbran talalhatoak. Lathatd, hogy a vizsgalat id6tartalma alatt minimalis valtozés észlelhetd

spektrumokban, igy a SOD aktivitds mérés soran a komplex oldatat stabilnak tekintettiik.

1,2
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0,6 -
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0,0
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A (nm)
9. abra A Fe(II)/PhenHis 1:3 aranyt rendszerének stabilitadsvizsgalata fizioloégias pH-n UV-

lathat6 spektrofotométer segitségével. (I = 0,2 M KCl, T'= 25°C, creany = 0,17 mM, Cphentis =
0,50 mM, pH = 7,43)
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4.3 SOD aktivitas vizsgalat
A PhenHis ligandum Cu(II)- és Fe(II)-komplexének SOD aktivitas vizsgdlata a Kisérleti
koriilmények fejezetben leirtak szerint tortént. A kapott inhibicio gorbék a 10. €s 11. dbran, mig

a meghatarozott /Cso értékek és a beldliik szarmaztathat6 katalizisre jellemz0 sebességi allando

értékek a 2. tablazatban talalhatdak.
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10. abra A Cu(II)/PhenHis 1:1 aranyu rendszerének inhibicid gorbéje a komplex

koncentracidjanak fiiggvényében. A pontok a mért, a folytonos vonalak az illesztett inhibicid
gorbéket mutatjak be.
100
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11. abra A Fe(Il)/PhenHis 1:3 aranyt rendszerének inhibicié gorbéje a komplex

gorbéket mutatjak be.
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2. tablazat: A Cu(Il)/PhenHis 1:1 és a Fe(II)/PhenHis 1:3 aranyu rendszerének /Cso értékei és
a katalizisre jellemz0 sebességi allando értékek, illetve néhany 6sszehasonlito irodalmi példa.

1Cso érték (uM) knecr (M'sh)?

Cu(II)/PhenHis 1,0+0,1 2,9 *10°
Fe(II)/PhenHis 12+8 2,45 * 103
Cu(1I)/PyHis® 147 1,82 * 10*
Cu(II)/ChroHis* 0,10 2,7 %107

% kmecr = knpt X [NBT]/ ICs0, ® Az adatok a [11] hivatkozasbol szarmaznak. ¢ Az

adatok a [12] hivatkozasbol szarmaznak.

A PhenHis ligandum Cu(Il)- és Fe(Il)-komplexei eltéré SOD aktivitassal rendelkeznek,
a Cu(Il)/PhenHis egy nagysagrenddel kisebb [/Cso értékkel rendelkezik, vagyis nagyobb
mértékben képes katalizalni a szuperoxid gyokanion bomlasat. Kutatdcsoportunkban korabban
szamos kis molekulatomegi vegytiletet allitottak eld és vizsgaltak a Cu(Il)-komplexeik SOD
aktivitasat. Ezek koziil a hisztidinnel funkcionalizalt heterociklusos vegyiiletek kiemelkedd
SOD aktivitassal rendelkeznek. A Cu(Il)/PyHis komplexhez képest a Cu(Il)/PhenHis két
nagysagrenddel jobb, mig a Cu(Il)/ChroHis komplexhez képest egy nagysagrenddel kisebb /Cso
értekkel rendelkezik. Ezzel egyiitt is elmondhato, hogy a PhenHis ligandum mindkét fémionnal

j6 SOD aktivitassal rendelkezd komplexet képez.
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5. Osszefoglalas

A munkam célja egy 11j, fenantrolin alapvazhoz konjugalt hisztidint tartalmaz6 molekula
sav-bazis tulajdonsagainak, valamint réz(Il)-, mangan(Il)-, vas(Il)- és vas(IIl)-komplexeinek
oldategyensulyi ¢€s spektroszkopiai vizsgélata volt. Ezen tilmenden vizsgaltam az egyes
komplexek szuperoxid gyOkanionnal valé reakcidjat abbol a célbdl, hogy a fiziologids pH-n
kialakul6é komplexek antioxidans hatdsar6l bévebb informaciot nyerjek.

Els6é 1épésben a ligandumok protonalodasi allandoinak, valamint a réz(Il)-, vas(Il)-,
vas(Ill)- és mangan(Il)-komplexek stabilitasi allanddéinak meghatarozasat végeztik el pH
potenciometrids és UV-lathato spektrofotometriass modszerek segitségével. Igy a PhenHis
ligandum négy deprotonalddasra képes csoportjabdl, harom savi disszociacios allandot tudtunk
meghatarozni. A ligandum eltérd stabilitasti komplexeket képez a felsorolt fémionokkal. A
PhenHis ligandum Cu(Il)ionokkal képz6dd komplexe kiemelkedd stabilitdsu, pH 2-n mar
100%-0s a komplexképzddes. Ezzel szemben a Fe(Il)- és a Mn(II)-ionokkal 4-es pH felett indul
a komplexképzddés és lugos pH tartomanyban hidroxokomplexek alakulnak ki. Eredményeink
alapjan a PhenHis ligandum nem képes a Fe(Ill)ionok megkdtésére.

A réz(Il)- és vas(Il)-komplexek SOD aktivitdsit a xantin/xantin-oxidaz/NBT
modellrendszer segitségével vizsgaltuk. A Cu(Il)-komplex egy nagysagrenddel kisebb /Cso
értekkel rendelkezik, azonban a PhenHis ligandum mindkét fémionnal kialakulé komplexe

hatékonynak bizonyult a szuperoxid gydkanion bontasaban.
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6. Summary

The aim of my work was to investigate the acid—base properties of a phenanthroline-
based ligand containing histidine moiety, as well as the solution equilibria and spectroscopic
features of its copper(Il), manganese(Il), iron(Il), and iron(Ill) complexes were studied. In
addition, I studied the reactions of the complexes with the superoxide radical anion in order to
obtain more information on the antioxidant effect of the complexes formed at physiological pH.

In the first step, we determined the protonation constants of the ligands and the stability
constants of its copper(Il), iron(Il), iron(Ill), and manganese(Il) complexes using pH-
potentiometric and UV—visible spectrophotometric methods. On the basis of the structure of the
ligand, PhenHis contains four groups involved in acid-base equilibria, however, we were able
to determine three acid dissociation constants. The complex formation processes of PhenHis
with the metal ions differ significanty. Copper(Il) complexes of PhenHis show outstanding
thermodynamic stability, majority of copper(Il) is in form of complex below pH 2. In contrast,
complex formation with Fe(IT) and Mn(Il) ions starts above pH 4, and hydroxocomplexes are
formed in alkaline solution. Based on our results, the PhenHis ligand is not able to bind Fe(III)
ions.

The SOD activity of the copper(Il) and iron(II) complexes was investigated using the
xanthine/xanthine oxidase/NBT model system. The Cu(Il) complex exhibits an ICso value an
order of magnitude lower, but the PhenHis ligand forms complexes with both metal ions that

proved effective in the decomposition of the superoxide anion radical.
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