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1. Bevezetés

Az oxigén molekula metabolizmusanak, azaz az oxigén molekula anyagcseréjének
eredményeképpen reaktiv oxigén részecskék (ROS) jelennek meg bioldgiai rendszerekben,
amelyek szamos betegség kialakulasaban jatszanak szerepet.

A metabolizmus lejatszodasat kisérd karos bioldgiai hatasokat kiilonb6zé enzimek
semlegesitik. Ezen enzimek egyike a szuperoxid-dizmutaz (SOD), amely a szervezet altal
termelt, egyik legfontosabb antioxidans enzimnek tekintheté. Ez az enzim a szuperoxid anion
diszproporciods reakciojat katalizalja molekularis oxigénné és hidrogén-peroxidda.
megemelkedése az oxidativ stressz allapotat idézi el6. Amennyiben az oxidativ stressz elleni
védekezésben kulcsszerepet jatszo SOD nem megfeleléen miikodik, a szervezet fokozott
terhelésnek van kitéve. Ez a folyamat a sejtek karosodasahoz, valamint pusztuldsdhoz vezet.
Fontos kiemelni, hogy hosszabb tavon olyan betegségek megjelenését idézheti eld, mint a rak,
a sziv- és érrendszeri betegségek, a cukorbetegség, a neurologiai betegségek (Alzheimer- €s
Parkinson-kor, Down-szindroma), a pszichiatriai betegségek (depresszid, skizofrénia, bipolaris
zavar), a vesebetegségek, a tiidobetegségek (kronikus tiidoelzarodas, tiidérdk) és az
oregedéshez is hozzajarul.

Mivel a szuperoxid-dizmutaz enzim terapias alkalmazasa nem lehetséges annak kis
membran permeabilitasa, illetve a vérszérumban valé kis stabilitasa miatt, el6térbe keriilnek az
olyan kis molekulatomegili antioxidansok, amelyek nagy hatékonysaggal képesek a szuperoxid

A Debreceni Egyetem Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszékének Osszetett
Homogén és Heterogén Fazist Kémiai Reakciok Mechanizmusa Kutatocsoportja eddig olyan
ligandumokat vizsgalt, amelynek réz(II)-komplexei kivalo Katalitikus aktivitast mutattak a
szuperoxid anion bontasi reakcidjaban. A kutatocsoportban folytatott munkam soran
antioxidans tulajdonsagu kromén-3-karbonsavat, tovabba annak hisztidin konjugatumat (1.
abra) allitottam el és vizsgaltam réz(Il)-komplexeit. A hisztidin a réz(I1l) megkdtésében jatszik
szerepet, az O-heterociklusos szarmazék pedig az antioxidans hatasért lehet felelés. Mivel a
réz(Il)ion is rendelkezik antioxidans tulajdonsaggal, igy ezek a hatasok tovabb fokozhatok,

aminek kovetkeztében a SOD aktivitas novekedését varjuk.
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1. abra Kromén-3-karbonsav (1), S-metil-3-(1H-imidazol-4-il)-2-(4-oxo0-4H-kromén-3-
karboxamido)propansav, CroHis (7).



Szab6 Mira: Antioxidans tulajdonsagu réz(I11)-komplexek eldallitasa és vizsgalata

2. lrodalmi elozmények

2.1. A nagy oxiddcios esemény

4,5 milliard évvel ezel6tt a bioszférat erés redukalo 1égkor jellemezte, az atmoszféra
kezdetben szén-dioxidbdl, metanbol és vizgdzbdl allt. [1] Késobb, a korai Foldon (3,5 milliard
éve) a dioxigén (O2) koncentracioja rendkiviil alacsony volt. [2] Ennek oka, hogy bar a napfény
az akkori 1égkor vizgdzét oxigénre és hidrogénre bontotta, az oxigén reakcioba lépett szinte
azonnal a metannal, majd a foldkéregben kotddott meg. Ennek eredményeképpen a karos
reaktiv oxigén részecskék csekély mennyiségben, vagy egyaltaldn nem is voltak jelen. [1] igy
a szuperoxid-dizmutaz (SOD), valamint a szuperoxid-reduktaz (SOR) enzimnek nem volt
jelent6s oka kialakulni. [2] [3]

Az oxigén koncentracidé megemelkedését, az oxigéndas légkor kialakuldsat egy
baktérium fajnak koszonhetjiikk, nevezetesen a cianobaktériumoknak, amelyek Foldiink
leg6sibb éldlényei kozé sorolhatok. Ez az €161ény a mikrobak egy egyedi csoportja, amelyek
fotoszintézisre képesek, azaz a napfény energiajabol kémiai energiat képesek eldallitani a viz
oxidacidjan keresztiil, fotoszintézisiik mellékterméke pedig az oxigén.

Kutatok azt feltételezik, hogy a tengervizbe jutatott oxigén mennyisége az idé mulasaval
fokozatosan ndvekedett, majd egy bizonyos ponttol kezdve az oxigén termelddése gyorsabba
valt, mint ahogy el tudott volna reagalni kiilonb6z6 elemekkel, vagy megkdtddni dsvanyokban.
[1] Ennek koszonhet6en a termelt oxigén felhalmozddott az dceanokban, majd fokozatosan
kezdett felszabadulni a légkorbe. Ezzel megkezdddott a ,,nagy oxidacios folyamat”. Az
oceanokbol kikertlt oxigén a légkorben 1€vé metan jelentds részét kiszoritotta onnan, amitdl
kezdve az oxigén valt az atmoszféra egyik maghatarozo elemévé.

Amikor a cianobaktériumok kifejlédtek, a felszabaduld oxigén 2,7 milliard éven at a
teljesen anaerob életformat folytato él6lények szamara mérgez6 hatasu volt. Ennek hatdsara az
anaerob ¢élet jelentds része elpusztult, ugyanakkor az élet megtaldlta annak a maddjat, hogy
tulélje az oxigén tartalmu 1égkort, azéltal, hogy kihasznalta az oxigénben rejld potencialt. Az
oxigén eldsegitette az energia termelését a tdpanyagok lebontasa sordn, mivel magas
redoxipotencidlja révén idedlis termindlis elektronakceptorként szolgalt ezekben a
folyamatokban. [1]

Az oxigén megjelenése nemcsak ROS-okhoz, hanem olyan antioxidans enzimek
megjelenéséhez is vezetett, amelyek sziikségesek az oxidativ karosodas novekvd szintje elleni

védelemben. [2]
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Az éllandonak tekintheté molekuléaris oxigén koncentracio 400 millio évvel ezeldtt
alakult ki a Foldon. Az ¢let fenntartasahoz sziikséges energiasziikséglet a tdpanyagok lassi

€gésébol szarmazik, amelyet az enzimek megfeleléen szabalyoznak. [4]

2.2. Reaktiv oxigén részecskék

Az elmult években jelentds eldrelépés tortént a szabadgyok-kémia teriiletén, valamint
annak vizsgalataban, hogy miként jatszhat szerepet mind az alapvetd biologiai folyamatokban,
mind pedig az oregedéssel Osszefliggd betegségek és miikodési zavarok kialakulasaban. [5]
1954-ben jelent meg az elsd kdzvetlen bizonyiték arra vonatkozdan, hogy az Oz szabadgyokok
felelések az oxigén toxicitasaért. Rebeca Gerschman, Daniel Gilbert €s kollégaik megtigyelték,
hogy a tlidoszovetet érintd rontgensugarzds okozta karosodas hasonld a magas
oxigénkoncentraci6 altal kivaltott karosodashoz. [7]

Az oxigén szintjének megemelkedése a Foldon atalakitotta a meglévé anyagcsere
utvonalakat és ujakat hozott 1étre. Megjelenése reaktiv oxigén részecskék (ROS) kialakulasdhoz
vezetett, mint a szuperoxid (O2"), a hidrogén-peroxid (H20>) és a hidroxilgyok ("OH). [2] Az
O2 metabolizmusa 4altal jellennek meg ezen artalmas részecskék a biologiai rendszerekben,
amelyek Osszefiiggésbe hozhatok az oxidativ stresszel. Tovabba kdrnyezeti stressztényezok
(UV, ionizaldé sugarzas, szennyezd anyagok ¢és nehézfémek) és a xenobiotikumok
(antiblasztikus gyogyszerek) jelentds mértékben hozzajarulnak a ROS termelés fokozasahoz.
[6] Az emberi szervezet megkozelitéleg 5 g ROS-t termel naponta, két elsédleges termékkel:
02" és H202.[10]

A szabadgyokok olyan kémiai anyagok, melyek altaldban pdarositatlan elektronnal
rendelkeznek és reaktivitasuk igen nagy. Mivel szabad elektronokat hordoznak, kénnyen
reagalnak mas molekuldkkal. Foképp a szabadgyokok karositjak a DNS-t, a nélkiil6zhetetlen
sejtfunkciokhoz sziikséges fehérjéket és a sejtmembran lipideit (lipidperoxidacid). Ez akar
sejthalalhoz is vezethet. [8] [11] A dioxigén négy elektronos oxidaloszer, redukcios

reakciojanak a végterméke a viz. (1)
0,+4H*+4e” > 2H,0 (1)

Ha az O2-t négy egymast kovetd, egy-egyelektronos 1épésben redukaljak, a kdzbensd
termékek a harom f6 reaktiv oxigénfajta. (2-5) [2]

0, +e = 05 (2)
0;"+2H*+e” - H,0, (3)
H,0, + Ht + e~ - H,0 + HO® 4)
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HO* + H* + e~ - H,0 (5)
2.2.1. Szuperoxid anion

A szuperoxid anion a molekularis oxigén redukalt formaja, egy elektron felvételével jut
el ebbe az allapotaba. fgy a molekula két oxigénatombol all, 17 elektronnal. Mivel a szuperoxid
toltéssel rendelkezik, emiatt kicsi a membran permeabilitasa, nehezen jut at a membranokon,
bar képes athaladni anioncsatorndkon, ez a folyamat azonban nem tul hatékony. Ennek
eredményeként a szuperoxid anion tobbnyire abban a fiziologiai térben marad, ahol keletkezett
és ott is fog tovabb reagalni.

Ez a részecske minden aerob él6lényben megtalalhato, a mitokondrialis 1égzési lanc
soran a taplalékmolekuldkbol szarmazd elektronok a 1€gzési oxigénre keriilnek at, ennek
eredményeként viz képzddik. Azonban el6fordulhat, hogy az elektronok nem érik el a viz
képzddésének végso fazisat, hanem szivarognak a lancbol és szuperoxid képzodik. Emellett a
mitokondriumban is termeli a xantin-oxidaz, lipoxigenaz, valamint a NADPH-oxidaz, amely
az immunvédelem elengedhetetlen sszetevdje. [10] [12] [14]

A szervezetben betoltott funkcidja valtozo lehet. Miikodhet jelzomolekulaként, toxikus
anyagként, illetve artalmatlan koztes vegyliletként, amely késébb spontan lebomlik.
Koncentraciojat in vivo két enzim, a szuperoxid-reduktaz (SOR) és a szuperoxid-dizmutaz
(SOD) szabalyozza.

Relative kisméretii ion, egyarant tekintheté anionnak és gyoknek. Valamelyest instabil
molekula, melynek felezési ideje milliszekundumokban mérheté savas és fiziologias pH
tartomanyban. Meglehetdsen erds oxidaloszerként viselkedik, képes oxidalni atmeneti
fémionokat, tovabba a dopamint, az adrenalint, vagy az aszkorbatot, ami hidrogén-peroxid
képzOdéséhez vezet. [14]

A szuperoxid anion gyenge savként viselkedik, a hidroperoxi gyok (HOO") konjugalt
bazisa (pKa = 4.88). [9] A pH szabalyozza a két részecske kozotti eloszlast.

A szuperoxid anion a membran kozelében keletkezik, ahol a pH sokkal Kisebb, mint a
citoplazmaban, ennek okan a savas forma, azaz a hidroperoxi gyok dominal. Hasonldéan a
szuperoxid anionhoz, ez a részecske is lipidperoxidacios folyamatokat indukal, képes behatolni
a sejtmembranba.

Az O;" toxikus hatasat annak koszonheti elsdsorban, hogy karositja a Fe-S kdzpontokat
tartalmazo fehérjéket, példaul az akonitazt, a szukcinat-dehidrogenazt és a NADH-ubikinon-
oxidoreduktazt. Emellett képes mas, magéanadl is veszélyesebb reaktiv részecskék

keletkezéséhez is hozzajarulni, oxidativ lancreakciokat inditva el. A vas-kén fehérjékbol
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felszabaduld vas masodlagos, ugyancsak reaktiv termékeket indukal, mint a hidroxilgyokok,
valamint a peroxinitrit, melyeket a szuperoxid toxicitas f6 tényez6jeként tartanak szamon. [9]
[12]

2.2.2. Hidroxilgyok

A hidroxilgyok hidrogén-peroxidbol keletkezik, az tgynevezett Fenton-reakcioban,
amelyet a Fe?* vagy Cu* ionok katalizaljik fehérjékhez, példaul ferritinnel, ceruloplazminnal
komplex formaban kototten. (6) [5] [14]

H,0, + Cut/Fe*t - OH* + OH™ + Cu?*/Fe3* (6)

Ebben a folyamatban a szuperoxid is szerepet jatszik azéltal, hogy visszatermeli a Fe?*

vagy Cu*ionokat. (7):
Cu®*/Fe3* + 0;~ - Cu*/Fe?* + 0, (7)

E két reakciot nevezziik egyiittesen Haber-Weiss reakcionak, melyben fontos szerepet
jatszanak az atmeneti fémionok és hozzajarulnak a hidroxilgyokok képzédéséhez. [5]

A hidroxilgyok nagyobb karosodast képes eléidézni a sejtekben, mint a tobbi ROS,
mivel rendkiviil reaktiv és nagyon mérgezd. Nagy a reakcioképessége biomolekuldkkal,
melyekkel diffazié kontrollalt sebességgel reagal, igy nem képes jelentds tavolsagot megtenni
a sejten beliil, rdadasul meglehetdsen rovid felezési iddvel bir. Ennek ellenére a keletkezésének
helyén, kis sugéarban jelentds karosodasokat okozhat.

Képes kolcsonhatdsba lépni olyan makromolekulakkal, mint a DNS, fehérjék,
szénhidratok és a lipidek. A szuperoxid anionhoz hasonldéan a DNS-ben okozott karosodas
daganatos megbetegedések kialakulasahoz vezethet. Ezenfeliil képes redukalni a diszulfid
kotéseket a fehérjékben, melynek kovetkezményeképp rendellenes térbeli elrendezddés alakul

ki, ez pedig szamos betegség kialakulasat eredményezheti. [5] [8] [13] [14]

2.2.3. Hidrogén-peroxid

Foként szuperoxid-dizmutaz (SOD) 4ltal katalizalt reakcid sordn jon létre, de mas
enzimek, példaul a xantin-oxidaz is képes eléallitani. [8]

A SOR-ok a szuperoxid egy elektronos reakciojat segiti el6 hidrogén-peroxidda,

melyhez 2 protonra van sziikség minden egyes Oz molekuldhoz, valamint egy kiilsd

redukaloszerre. (8)

SOR
05" +2H"+e~ —H,0, (8)
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Ezzel szemben a SOD-o0k a szuperoxid anion diszproporcids reakcidjat katalizaljak, a
reakci¢ lejatszodasa utdn dioxigén és hidrogén-peroxid képzddik, mikézben minddssze

egyetlen protonra van sziikség, illetve kiilsé redukaldszert sem igényel. (9) [2]

SOD
205" +2HY —H,0,+ 0, 9)

Mivel a molekuldnak nincs parositatlan elektronja, igy nem tekinthetd szabadgyoknek,
mégis mar nagyon alacsony koncentracioban (10 pM) is jelentds sejtkarosodasokat okozhat.
Sejteken beliil hajlamos felhalmozodni, vas- vagy rézionokkal kolcsonhatasba 1épve karokat
okozhat a lipidekben, DNS-ben, fehérjékben. E folyamat soran a H.Oz reakcidba 1éphet ezekkel

a fémionokkal, ami hidroxilgyokdk keletkezéséhez vezet. [14]

Fe*2 Fe*?
a ———  H,0, + 0, —— {HO!+ HO
CuZn SOD e
Mn SOD
Fe SOD

2. abra Hidroxilgyok és hidrogén peroxid keletkezése szuperoxidbol. [9]

2.3. Szuperoxid-dizmutaz

Az O3 redukciodja soran keletkezd intermedier allapotok nagy reaktivitasuk miatt a
szervezet biomolekulait képesek reakcioba vinni. A folyamat gyokos reakcioként valdsul meg.
Ezeknek a karos folyamatoknak a semlegesitése az aerob €16 rendszerek kulcsfontossagu
folyamata, a szuperoxid anion artalmatlanitdsa oxidacidval, redukcidval és diszproporcioval
torténik meg. Utobbi két folyamat azért eldnydsebb, mert 2 mol Oz -t semlegesithetlink egy
1épésben, azonban ez hidrogén-peroxidot is termel, amelyet szintagy semlegesiteni kell.

Az evolicid sordn a szuperoxid anion kémiai bontdsdhoz egy kétlépéses folyamat
alakult ki az €16 rendszerekben, melynek elsd 1épésében a szuperoxid-dizmutaz (SOD) vesz
részt. A SOD-ot a szabadgyokdok elleni f6 intracellularis antioxidans védelemnek tekintik. A

SOD katalizalja a O2" diszproporcids reakcidjat oxigénné és hidrogén-peroxidda. (10) [4] [15]
205" 4+ 2H* -» 0, + H,0, (10)

Ezt a reakci6t nem szabdlyozott mddon katalizdlja szdmos, nem enzimatikus
atmenetifém-komplex, viszont ezek jelenléte a szervezetben nem eldnyds, mivel komplexképzd

tulajdonsaguknak koszonthetden létfontossagl folyamatokba avatkozhatnak be.
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A keletkez6 H20»-t a katalaz €s a peroxidaz enzimek gyorsan oxigénné és vizz¢ alakitjak
egy kétlépeses folyamatban. Ezek az enzimek antioxidans enzimek koz¢ tartoznak, feladatuk a
szervezet sejtjeinek védelme a ROS-ok ellen. [4]

A kutatok tobbféle SOD enzimet is felfedeztek, amelyek kiilonb6z6 fémionokat
tartalmaznak. Ezek az enzimek oligomer fehérjékbdl allnak, igy tobb alegységbdl épiilnek fel.
Az enzim miikdését olyan koenzimek végzik, mint a vas-, mangan-, nikkel- vagy réz- és
cinkionok olyan modon, hogy fokozzak a SOD katalitikus aktivitds, amely a ROS-ok
lebontasahoz sziikségesek. A SOD alegységei két doménre oszlanak: az egyik domént a-
hélixek alkotjak, mig a masik domén a-hélixekbdl és B-lemezekbdl all, a fémionkotd hely pedig
a SOD két doménje kozott helyezkedik el. [15]

A Cu/Zn tartalmi SOD enzimek (SOD1) altalaban ecukariotakban (sejtmaggal
rendelkezd organizmusokban) és néhany ndvény kloroplasztiszdban taldlhatok. Vastartalmu
SOD enzimek prokaridtdkban (sejtmaggal nem rendelkezé organizmusokban), mint példaul
ndvényekben és baktériumokban, mig mangantartalmt SOD enzimek a mitokondriumokban és
baktériumokban fordulnak el6. [3] [4]

A SOD enzimek koziil a legjobban ismert a Cu/Zn tartalmt. Szerkezete két kisebb
alegységbdl all, melyek mindegyike tartalmaz egy réz- és egy cinkiont. A két fémiont oxidalt
formajukban egy deprotonalt imidazolato gytiri hidligandumként kéti 6ssze. Ezen tulmenden
a réz(IT)iont tovabbi harom hisztidin imidazol nitrogénje, a cink(Il)iont pedig két hisztidin
imidazol nitrogénje és egy aszparaginsav karboxilat csoportja koordinalja. A cinkion
koordinacios szféraja kozel tetraéderes, mig a rézioné meglehetdsen torzult, négyzetes
piramisos, valamint bipiramisos geometria kozott képez atmenetet. Az enzimben a rézion képes
az 02" megkotésére. A dizmutalasi reakcid lényege, hogy a redoxi aktiv rézcentrum egyik
allapotban képes metastabilis O2" oxidalasara, mig egy masik allapotban annak redukalasara.
A folyamat hajtoereje a réz(Il)ion affinitasa a hisztidin imidazol nitrogénjéhez. A reakcio
rendkiviil gyors (k =2=10°M~1s71), emiatt kozel van a diffuziés hatarhoz és igy
antioxidansként viselkedve képes a citoszolbol eltavolitani a szuperoxid aniont.

A vastartalmi SOD az evolucido korai szakaszaban alakulhatott ki, amikor Kis
oxigénkoncentracio jellemezte a 1égkort. Ahogy az oxigénszint fokozatosan emelkedett, a vas
hozzaférhetésége csokkent annak oxidacidjanak kovetkeztében. Az O semlegesitésének
feladatat egyre inkdbb atvették a mangant tartalmazo, valamint a korabban emlitett Cu/Zn-
tartalmt SOD-ok.

A vas- és mangantartalmiu SOD-ok homologok, mivel alig van eltérés az enzim aktiv

centruma tekintetében. Ebben az esetben a fémion koordinaciés szférajaban harom His, egy

8
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Asp és egy HoO/OH™ talalhato. Tovabba az aktiv centrum létrehozasaban hidrogénkotéseken
keresztiil tovabbi oldallancok, mint a Tyr, Trp, Gln és Asn is részt vesznek. Az elektrontranszfer
folyamatot a Fe(l11)/Fe(ll), illetve Mn(111)/Mn(II) redoxiparok kozvetitik. [4]

2.4. Antioxidansok

Az antioxidansok olyan vegyiiletek, amelyek képesek eltavolitani a szabad gyokoket,
emellett megallitani azok termelddését. Ezen antioxidansok egy részét képes a szervezet is
megtermelni, tovabba vannak olyanok is, amelyeket csak taplalkozassal tudunk bejuttatni
szervezetiinkbe. [16] [17]

Taplalékkal a szervezetiinkbe jutd polifenolok, ezen beliil a flavonoidok kulcsszerepet
jatszanak a szabadgyokok megkdtésében. [20] Hatasuk abbol ered, hogy megakadalyozzak a
lipidperoxidacios folyamatokat. Kelatképzo sajatsaguk révén kotik a redoxi aktiv fémionokat
és csillapitanak mas, ROS-okat ¢érintd folyamatokat. Ezen vegylileteket leginkabb
gyiimoélesokben, zoldségekben, teakban, borokban és a kakadban vannak jelen nagyobb
mennyiségben. [19] A flavonodiok olyan molekulacsoportot képviselnek, amelyek antioxidans
tulajdonsaggal rendelkeznek. [16] A flavonoidok a polifenolok ko6zé sorolhatok, ezen
szarmazékok kozott szamos olyan molekula talalhatd, melyek tobb fenolos hidroxilcsoportot
tartalmaznak. Flavonoidok, illetve az izoflavonoidok, amelyek kiilonb6z6 pozicioban fenolos
hidroxilcsoporrtal szubsztitualtak, rendkiviil nagy szerkezeti valtozatosaggal rendelkeznek, ma
mar koriilbeliil 6000 képviseldjiik molekulaszerkezete ismert.

A lancmegszakito antioxidansok, mint a flavonoidok hatékonyan lassitjak a
lipidperoxidaci6 folyamatat, mivel képesek megszakitani a szabad gyokok lancreakciojat, igy

megakadalyozva a tovabbi szabad gyokok keletkezését. (11):
AO-H + LOO - LOOH + AO - (11)

ahol: AO-H: antioxidans vegyiilet, LOO": lipidperoxigyok, AO": antioxidansbol képzddott
szabad gyok, LOOH: lipidhidroperoxigydk.

Azok az antioxidansok, melyek gatoljak a lipidperoxidacié folyamatat, azok
lancmegszakitoak, fémkomplexképzok, és 10, kozombositd hatasuak. A rajuk jellemzd reakcid
soran maguk is szabadgyokké alakulnak, azonban a reaktiv szabad gyokoktol eltéréen, ezek
relative stabil, hosszu élettartamt gyokoknek tekinthetdk. [20]

A kromonok a flavonoid molekulacsoport csaladjaba tartoznak, fémion-megkotd

képességgel rendelkeznek, amely hozzajarul biologiai hatasaikhoz. Antioxidans hatasuk ugy
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valosul meg, hogy kozvetleniil reagdlnak a szabad gyokkel, vagy ROS képzddésében részt vevo

fémionokat kotnek meg, segitve ezzel a sejtek védelmét. [18]

10
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3. Kisérleti koriilmények és vizsgalati modszerek
3.1. Felhasznalt vegyszerek

A felhasznalt vegyszerek kereskedelmi forgalombdl szadrmaznak, tovabba

felhasznalasuk kozvetleniil, tisztitas nélkiil tortént. A titralasok kivitelezésére ~0,2 mol/dm?®

cyey

cre

oldatot hasznaltunk. A SOD aktivitas méréseket NBT, xantin-oxiddz enzim ¢és xantin

felhasznalasaval valositottuk meg (Sigma-Aldrich).
3.2. A CroHis ligandum szintézise

3.2.1. 4-oxo-4H-kromén-3-karbonilklorid (2) eléallitasa

o) )

COOH  gocy, cocl
4>
| A/1.A-dioxan |
0 0

1 2

3. abra A 4-oxo0-4H-kromén-3-karbonilklorid eldallitasa.

Kromén-3-karbonsavat (1, 1508,3 mg; 7,92 mmol; 1 ekv.) haromnyaki lombikba
mértiik be, majd 1,4-dioxant (25 mL-t) ontottiink hozza folyamatos kevertetés mellett, hiités
nélkiil. A megfelel6 mennyiségli SOCl2-t (4,02 mL; 7 ekv.) hozzacsepegtettiik az oldathoz és
olajfiirddn, 150°C-on melegitettiik. A karbonsav 50 perc alatt alakult 4t, amelyet vékonyréteg
kromatografiaval kovettiink nyomon, majd rotaciés vakuumbeparld segitségével az olddszert

eltavolitottuk. Az eldallitds sém4jat a 3. dbra mutatja be.

3.2.2. Hisztidin-metilészter eléallitasa

0 0 0
4 socl % %
<N ! NH, _soc, ¢ | NH, A/MeOH <N | NH,
H

0-5°C/MeOH N

4. abra Az L-hisztidin-metilészter (5) szintézise.

Az L-hisztidint (300,91 mg; 19,3 mmol; 1 ekv.) egynyakt lombikba mértiik be és
folyamatos kevertetés és hiités mellett oldottuk a megfeleld mennyiségii MeOH-ban (70 mL)
¢s SOCl2-t (2,10 mL; 1,5 ekv.) csepegtettiink hozza. Ezt kovetden refluxaltattuk 2 6ra hosszat.
Az oldoszert rotacios vakuumbeparlon tavolitottuk el. Fehér kristalyos 5 anyagot kaptunk (4,59
g; kitermelés: 98%). A reakciot a 4. abra mutatja be.

11
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3.2.3. Az amidkotés kialakitasa

o o o 0 (@) OMe
/N OMe COCI TEA | NS
o N * | 0-5°C/DKM _ H
H 2 0 ) Z >N
5 ) HN—Y
6

5. abra Az S-metil-3-(1H-imidazol-4-il)-2-(4-ox0-4H-kromén-3-karboxamido)propanoat (6)

eloallitasa.

A készitett hisztidin metilésztert (5; 1,918 g; 7,93 mmol; 1 ekv.) haromnyaku lombikba
mértiik be. Feloldottuk 40 mL DKM-ban kevertetés mellett. Jeges hiitést alkalmazva adagoltuk
hozzd megfeleld mennyiségli TEA (3,31 mL; 4 ekv.) oldatot. Ezt kovetden az elegyhez késObb
tovabbi 10 mL DKM-et adtunk, mivel a hisztidin metilészter nem oldodott fel teljesen.

Az el6zdleg elkészitett 2 savkloridot is szintén DKM-ben (25 mL) oldottuk és
cseppenként adtuk hozza a feloldodott 5 hisztidin metilészterhez. Az elegy 10 perc utan
halvanysarga szinii lett, valamint 40 perc alatt a teljes mennyiségii savkloridot hozza
csepegettiik. Egy napi kevertetés utan kiindulasi anyagot mar nem tartalmazott a reakcioelegy,
ezért feldolgoztuk azt. A tisztitds érdekében extrahalast alkalmaztunk, 1x25 mL telitett NaCl
oldattal, 2x30 mL telitett NaHCO3 oldattal, valamint 2x30 mL vizzel. Ezt kovetden a szerves
fazist MgSOs-0n szaritottuk, sziirést kovetden az oldodszert csokkentett nyomdason tavolitottuk
el. A kapott 6 szilard anyag citromsarga szinii volt. (2,147 g; kitermelés: 79%). Az amidkotés

kialakitasat az 5. abra mutatja be.

3.2.4. A védaécsoport eltavolitas

O.__OH
0] (0]
0 0 (0] OMe
‘ IM HCI N
| NS > | H
o H y (0] Z N
N _y
HNJ 7 HN

6. abra A véddcsoport eltavolitasa.

Egynyakt lombikba mértiik a 6-0s hisztidin-metilésztert (2,147 g; 6,290 mmol).
Kevertetés mellett 1 M-os HCI-t (40 mL) 6nt6ttiink hozza, majd az elegyet 150 °C-on 3 6ran
keresztiil kevertettiik. A reakcid kovetése HPLC segitségével tortént. A HPLC-s
kromatogramokat Knauer Azura tipusu késziiléken rogzitettiik. A detektalds fotometridsan

tortént 254 nm hulldmhosszon. Ezutan a reakcioelegyet 1 M-os NaOH oldattal semlegesitettiik,
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a kivalt szilard szennyez6t, sziiréssel eltavolitottuk. Az igy kapott oldat tartalmazta a
végterméket és a felesleges oldoszert liofilizalassal eltavolitottuk. A szintetizalt nyers
végterméket preparativ HPLC-vel tisztitottuk viz és acetonitril felhasznalasaval, amelyek 5 mM
trifluorecetsavat tartalmaztak. Az aramlasi sebesség 21,2 mL/perc volt. A tisztitas utan az

oldoszert liofilizalassal tavolitottuk el. A véddcsoport eltavolitasat a 6. abra mutatja be.
3.3. pH-potenciometria

A komplexképzddési folyamatokat jellemzd protonaldodasi allandok/egyenstlyi
allandok (logKa) és a réz(Il)-komplexek stabilitasi allandoinak (logfpgr) meghatarozasahoz pH-
potenciometriat, valamint a réz(Il)/kromén-3-karbonsav rendszer esetén pH-potenciometriaval
kombinalt UV-lathaté spektroszkopiat alkalmaztunk. Ennek az eljarasnak az alapja, hogy
komplexképzodést kovetéen az oldat pH-ja megvaltozzon, mivel a fémion jelenlétében a
ligandum protonalddasi folyamatai médosulnak.

A komplexképzddési reakciok soran kialakul egy kompeticios reakcio a fémion (M™)

és a hidrogénion (H") k6z6tt, amely a kovetkezd egyenlettel (12) adhatd meg:
n HL + M™ = ML g g (12)
A brutté komplexképz6dési folyamat altalanos alakjat pedig a (13) egyenlet szemlélteti:
M+qL+rH=2 MyLH, (13)

ahol M: a fémion, L: a ligandum teljesen deprotonalt formaja, H: hidrogénion, p,q.r:

sztochiometriai egyiitthatok.

Az alkalmazott moddszer alapjan a képz0dd komplexek stabilitdsi allandoi a (14)

egyenlettel szamolhatok:

_ _[MpLgHy]

Poar = Gty (14)

Az oldategyensulyi vizsgalatokat 25.0+0.1°C-on, DMSO:viz 30:70 (m/m)%
oldészerelegyben végeztiik. A titralas kivitelezése karbonatmentes NaOH-oldattal tortént. A
titralasokhoz 785 DMP Titrino (Metrohm) automata biirettat €s pH-mérot hasznaltunk, amely
Metrohm kombinalt elektroddal (6.0234.100) volt felszerelve. Az elektrodrendszernél a pH =
—log[H™] skalara torténd konvertdlas DMSO/viz olddszerkeverékben tortént erds sav erds

bazissal torténd titralasaval, hasonléan az Irving és munkatarsai altal javasolt modszerhez. llyen
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koriilmények kozott a vizion szorzat atlagos értéke pKw = 14,33 + 0,01 volt, ami jol egyezik a
szakirodalmi adatokkal. [27]

3.4. UV-lathato spektroszkopia

Spektrofotometrias modszer alapja, hogy bizonyos atmenetifém ionok és komplexeik
elnyelik a fényt, amelynek soran d-d atmenetek és a toltésatviteli folyamatok valdsulnak meg.
Toltésatviteli folyamat, amikor a ligandumro6l fémionra (LMCT), vagy forditott irdnyban,
fémionrol a ligandumra (MLCT) toltés athelyez6dés torténik. Oktaéderes geometriaju réz(11)-
komplexek esetén gerjesztése soran a tog orbitalrol keriil az elektron az eg orbitalra, mikdzben
elnyeli a megfelelé energiajii elektromagneses sugarzast. Amikor az elektron visszatér
alapallapotaba, az energiakiilonbségnek megfelelé hullamhosszasaga fényt bocsat ki. Az
elnyelt és kibocsatott fény a lathatd szinképtartomanyba esik, igy az atmenetifém-komplexek
szinesek.

Vizsgalataink soran Agilent Carry 60 (Agilent Technologies) UV-Vis fotométert
hasznaltunk. A spektrumok rogzitése 1,00 cm tthosszusagu kiivettaban tortént 230 — 800 nm

hullamhossztartomanyban.
3.5. Cirkularis dikroizmus

A CD spektroszkopia olyan spektroszkopiai modszer, amely a polarizalt fény és egy
optikailag aktiv anyag kolcsonhatasan alapszik. A fémkomplexek optikai aktivitasat az
okozhatja, hogy mar maga a ligandum is rendelkezik aszimmetria centrummal, valamint az is
tényez0O lehet, hogy az aszimmetria centrum akkor alakul ki, amikor a ligandum koordinal a
fémionhoz. A CD spektrumok altalaban tobb informéciot hordoznak magukban az UV-lathatd
spektrumokhoz képest, mivel az elektronatmentek viszonylag keskeny savokkal jelentkeznek,
emiatt atfedésiik ritkan fordul el6, illetve az atmenet el6jele is szerkezeti informaciokat hordoz
magaban.

Az optikailag aktiv anyagok kolcsonhatasa a sikban polarizalt fény balra és jobbra
cirkulérisan polarizalt komponensével reagalva eltéré mértékii. A kilépd fénysugar elliptikusan
polarizalttd valik. A cirkularis dikroizmus a sikban polarizalt fény két komponensének
abszorpcidja, amely a teljes abszorpcionak kb. 1 %-at teszi ki.

A CD spektrumok rogzitése JASCO F810 CD spektropolariméter segitségével tortént.
A spektrumokat 1 mm-es vagy 1 cm-es kvarckiivettaban, 200—800 nm hulldmhossz

tartomanyban rogzitettiik 25°C homérsékleten.

3.6. Egykristaly rontgendiffrakcio
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A CroHis ligandum s6savas metanolos oldatanak, tovabba a Cu(II)/CroHis 1:1 aranyt
rendszer lugos metanolos oldatdnak lasst beparlasaval rontgendiffrakciora alkalmas
kristalyokat nyertiink. A kivalt egykristalyok rontgendiffrakcios adatainak gytijtését Dr. Bényei
Attila egyetemi docens végezte el Bruker D8 VENTURE diffraktométerrel a CroHis ligandum
esetén. Az adatokat az OLEX? [22] grafikus programba integralt ShelXT [23] (a diffrakcios
adatok megoldéashoz), a ShelXL [24] (a szerkezet finomitdsahoz) és a validalasrara a PLATON
[25] segédprogramokkal dolgoztuk fel. Az abrakat a Mercury Programmal készitettiik el. [26]

3.7. ESR spektroszkopia

Az X-savi CW-ESR spektrumok rogzitése Bruker EleXsys ES500 spektrométer
segitségével tortént Dr. May Nora V. (HUN-REN-TTK, Budapest) segitségével. A spektrumok
rogzitésekor az alabbi akvizicios paramétereket alkalmaztuk: mikrohullam frekvenciaja: 9,4
GHz, mikrohullam erdssége: 13 mW, amplittdéomodulacio: 5 G, frekvenciamodulacio: 100

kHz. A mintak spektrumait 77 K-en, folyékony nitrogén alkalmazasa mellett rogzitettiik
3.8. SOD aktivitas vizsgalat

A ligandumok ¢és réz(Il)-komplexeinek SOD aktivitdsat az irodalomban talalhatd
xantin/xantin-oxidaz/NBT rendszeren alapuldo modszerrel vizsgaltuk fiziologias pH-n, foszfat
puffer alkalmazasa mellett. A mérés sordn a xantin és a xantin-oxiddz az oldott oxigénbdl
generalja a szuperoxid aniont. Ez reakcioba lép a nitroblue-tetrazonium-klorid nevii
indikatorral, ami ennek hatasara diformazanna alakul és a valtozas 560 nm-en,
spektrofotometrias modszerrel detektalhatd. A reakcid elsd részében a reakcidelegy nem
tartalmazta a ligandumot vagy réz(I)-komplexét. Ezt kdvetden a vizsgalat 4. perce utan a
mintahoz hozzaadjuk a komplexet, ekkor az NBT és a SOD mimetikum kozott kompeticid
alakul ki a szuperoxid anion irant. Ez az eddig linearis kinetikai gérbén egy torést okoz. A két
egyenes meredekségébdl, adott komplex koncentraci6 mellett az inhibicid6 mértéke
meghatarozhato. Tobb kiilonb6zd komplex koncentracid mellett elvégezve a kisérletet és

crer

vagyis az 50%-os inhibiciohoz tartozo koncentracioérték meghatarozhato.
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4. Eredmények és értékelésiik

4.1. Szintézis és karakterizalas

)

cocl
5 ©\)j/ o o Ox OMe o o Ox OH
o 1M HCI
«NNOMe TEA, 0 iC/DKM> @fj)‘\” | H
H NH; Ad 0 z o] Z

5 HN— HN—Y

7. abra A CroHis ligandum (7) eldallitasi sémaja.

Els6é 1épésben a kromén-3-karbonsavbol (1) eldallitottuk a 2 savklorid szarmazékot
SOCI; segitségével. Parhuzamosan az 5 L-hisztidin-metilészter szarmazékot is eléallitottuk
metanolos kdzegben SOCl2-vel L-hisztidinbdl kiindulva. Az eléallitott kiindulasi anyagokbol
végrehajtottuk az amidkotés kialakitasat DKM-os kozegben, TEA felhaszndlasaval. Az igy
képzOdott 6-os metilészter védett ligandum hidrolizisével kaptuk a célvegyiilet 7 szabad
karbonsav funkcioval rendelkez6 célligandumot (7. abra).

A kapott termék szerkezetének vizsgalatara és azonositasara NMR vizsgalatokat
végeztiink, olddszerként MeOD-t hasznaltunk.

A CroHis *H NMR (8. 4bra) spektrumanak aromas tartomanyaban 6 db jelet varunk: 4
db hidrogént a benzol gytirtihoz, valamint 2 db hidrogén az imidazol gyiir(ih6z rendelheto.
Azonban 7 db jel jelent meg. Ez arra utal, hogy az egyik jel a karboxilat csoporton 1évé hidroxil-
csoport protonjahoz rendelhet6. Mivel az imidazol gytiriiben talalhat6 2 db hidrogén nem csatol
mas hidrogénnel, igy ezek igazolasara szinglet jelet varunk, amely meg is figyelhet6 8,8 és 7,4
ppm-nél.

Alifas tartomanyban, az oldoszercsucs mellett, 5 ppm-nél talalhato jel a CH csoporthoz
rendelhetd, mig a kb. 3,4 ppm-nél a CHz csoporthoz rendelhetd, igy ebben a tartomanyban 1évé

protonokat is igazoltuk.

16



Szab6 Mira: Antioxidans tulajdonsagu réz(I11)-komplexek eldallitasa és vizsgalata

..... AR 2400

F2300
2200
F2100
2000
1900
[ 1800
J | F1700
1600
F 1500
1400
F1300
F1200
F1100
1000
F900
800
F700
F600
500
F400

Y L) E

5.00
4.98
4.98
4.96
45
44
41

—8.94
—8.79

:
o
|

o

I e iy NS 100
a o e Qo N s

o o — el — —

9.0 8.8 8.6 8.4 8.2 80 78 7.6 74 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 5.6 5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8

f1 (ppm)

8. abra A CroHis ligandum *H NMR spektruma (MeOD).

A BBC NMR spektrumok (9. abra) esetén a pozitiv és negativ fazisu jelek alapjan
megallapithatd, hogy az adott szénatom hany darab hidrogénatommal van kétésben. A negativ
fazisu jelek paros szamu hidrogént vagy hidrogén nélkiili szénatomokat jeldlnek, mig a pozitiv
fazisuak paratlan szdmu hidrogént jeleznek az adott szénatomon. Az alifés tartomanyban a 28,4
ppm kémiai eltolodasnal egy paros szamu hidrogént tartalmazé CH.-csoporthoz asszignalhato,
mig az 52,9 ppm-hez tartozd jel egy paratlan hidrogénnel rendelkez6 CH-csoporthoz
rendelhet6. A szintetizalt molekuldaban 7 db tercier szénatom talalhato, amelyekhez nem
kapcsolodik hidrogén. Ez a spektrumon is igazolhaté a negativ fazist jelekbdl az aromas
tartomanyban. A spektrumbdl az 1 db hidrogén atomot tartalmazo szenek is igazolhatok,
amelyek a kovetkezok: 4 db a benzol gytirihoz, 2 db pedig az imidazol gylirith6z rendelhetd
jelek.
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9. abra A CroHis ligandum *C NMR spektruma (MeOD).

4.2. A ligandumok sav-bazis tulajdonsagai és a CroHis ligandum szerkezete

A CroHis protonalddasi folyamatait pH-potenciometria segitségével hataroztuk meg 30
(m/m)%-0s DMSO-viz oldoszerelegyben. A kromén-3-karbonsav rossz oldhatésaga miatt
ugyanakkor hig oldatban dolgoztunk, a ligandum savi disszociacios allandoit pH-
potenciometridval kombinalt UV-lathatd spektroszkopia modszerével allapitottuk meg.
Vélhet6en a CroHis esetében a hisztidinnel torténd konjugacio novelte a kromén-3-karbonsav
oldhatosagat, aminek oka a hisztidin imidazo6lium csoportja.

A kromén-3-karbonsav esetében vizsgalataink soran egy savi disszociacios allandot
hataroztunk meg (pKa = 3,4 + 0,1) amely a karboxilcsoport deprotonalédasahoz rendelhetd
érték. Ezt a deprotondlodast az UV-lathaté spektrumban a 320 nm-nél megjelend
abszorbanciavaltozassal jol lehet kdvetni, a deprotonalodas hatasara az abszorpcidos maximum
helye kb. 20 nm-rel a nagyobb energiaju tartomany felé tolodik el. A PSEQUAD program
segitségével szamitottuk az egyes részecskék molaris abszorbancidjat, amelyet a 10. abra mutat
be.

A CroHis ligandum esetében két deprotonalodasra képes csoport pKa értékeit hataroztuk
meg, amely 0sszhangban van a ligandum szerkezetével. A Kisebb pK, érték (pK =3,01 + 0,05)
a hisztidin aminosav karboxilcsoportjanak deprotonaldodasahoz rendelhetd, mig a nagyobb (pK
= 7,09 £+ 0,04) az imidazoliumcsoport deprotonaldédasahoz. Fiziologias koriilmények kozott a

kromén-3-karbonsav és a CroHis ligandumok egyszeres negativ toltéssel birnak.
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10. abra A kromén-3-karbonsav protonalt (piros) €s deprotonalt formainak (fekete) molaris
abszorbancidja.

A CroHis ligandum so6savas, metanolos oldatanak lassti beparldsdval egykristaly
rontgendiffrakciora alkalmas kristalyokat nyertiink. Az aszimmetrikus egység (11. abra)
protonalt formaban tartalmazza a ligandumot, vagyis mind a karboxil, mind pedig az imidazol
csoportok protonalt formdban vannak jelen. Ilyen mdodon a ligandum egyszeres pozitiv toltéssel
bir, amely t6ltést egy kloridion, mint ellenion kompenzal, tovabba egy vizmolekula is
megtalalhatd az elemi cellaban. Ez a vizmolekula hidrogénkdtést alakit ki az amidkotés
karbonil oxigén atomjaval. Egy tovabbi, intramolekuldris hidrogénkotést is taldlunk a

molekulaban, amely az O4 karbonil oxigén és az amidkotés NH protonja kozott alakul ki.

QOG

11. abra A CroHis ligandum ORTEP diagramja 50%-os valosziniiség mellett.
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4.3. A ligandumok réz(Il)ionnal alkotott komplexei

A két vizsgalt ligandum réz(1I)-ionokkal alkotott komplexeinek stabilitasi allandoit az

1. tdblazatban foglaltuk dssze.

1. tablazat A vizsgalt ligandumok és a Cu(ll)-komplexek stabilitasi allandoi. (I = 0,2 M KCl,
T=25°C)

kromén-3-karbonsav CroHis
Részecske logp Részecske logp
Cul» 11.91+0.09 Cuzl 14.99 + 0.05
CuLH 3 -1.53+0.05 CuzloH-2 7.69 +0.02
CulzoH-2 -6.6+0.1

A réz(II)/kromén-3-karbonsav esetében az oldategyensulyi vizsgalatokat UV-lathato
spektroszkopiaval kombinalt pH-potenciometrias titralassal végeztik el 1:1, 1:2 és 1:3
fémion/ligandum koncentracidaranyu rendszerekben. Az igy nyert pH-fiiggd spektrumsort a
réz(1T)/kromén-3-karbonsav 1:3 aranyu rendszere esetében az 12. abra mutatja be, mig a
stabilitasi allandok alapjan szdmitott részecske eloszlasi diagrammot a pH-fiiggvényében pedig
a 13. abra. Az egyensulyi modell megalkotasa soran a CuL2, CuLH-1 és CulH-2 dsszetétell
részecskék képzddését vettiik figyelembe. A Cul 0Osszetételi komplex képzdédését ilyen

kortilmények kozott nem tudtuk kimutatni.

0.4

0.3

0.2

Abszorbancia

0.1+

0.0

12. abra A Cu(Il)/kromén-3-karbonsav 1:3 aranyt rendszer pH-fiiggd UV-lathato spektrumai
ccu= 0,0211 mM, ciig= 0,0631 mM.
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13. abra Cu(II)/kromén-3-karbonsav 1:3 aranyu rendszer koncentracié eloszlas diagramja a
pH fiiggvényében és az 350 nm-en abrazolt abszorbancia értékek a pH fliggvényében.
Ccugy= 0,0211 mM, ciig= 0,0631 mM.

Savas kortilmények kozott (pH > 2) a CuL, dsszetételii komplex képzddik, amely széles
pH-tartomanyban dominans részecske. A komplexben egy ligandum a fémionhoz a
karboxilatcsoport oxigénatomjan és a heterociklus O4 atomjan keresztiil koordinalodik egy
hattag kelatgytiri kialakulasaval. A pH novelésével a CuLH-1 és CuloH-; Osszetételii
részecskék képzédnek. Ezen komplexek esetén a fémionhoz koordinalt vizmolekuldk
deprotondlodasat ¢és koordinaciojat feltételezziik, amelynek eredményeképpen vegyes
hidroxokomplexek képzddnek. Ezen komplexek képzddését spektralis valtozas is kiséri, az
UV-lathat6 spektrumban 350 nm-en talalhato elnyelési sav novekszik a CuLH-1 és Cul2H-2
Osszetételll részecskék képzddésével, alatamasztva ezzel az egyensulyi modell helyességét. A
CulLoH-2 Osszetételti komplex esetében a koordinacios szféra atrendezddését feltételezziik,
amelynek eredményeképpen az O-heterociklus oxigénatomja kiszorul a fémion koordinacios
szférajabol és helyére a hidroxido csoport kertil.

A CroHis rendszer esetében az egyensulyi modellt a CuoL és a CuzloH-2 komplexek
képzddésének figyelembevételével irtuk le. Fontos megjegyezni, hogy a pH-potenciometria
nem tud kiilonbséget tenni monomer ¢és dimer részecskék kozott, ugyanakkor ESR
spektroszkopiaval (lasd késébb) igazoltuk, hogy a Cu(ll)/CroHis rendszer esetén dimer
részecskék képzddnek a vizsgalt pH-tartomanyban, monomer részecskék megjelenését nem

tudtuk kimutatni.
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14. abra Cu(Il)/CroHis 1:1 aranyt rendszer koncentracio eloszlas diagrammja a pH
fiiggvényében. Ccugny= 2,21 mM, ciig= 2,35 mM.

Ellentétben a réz(Il)/kromén-3-karbonsav rendszerrel, a komplexképzddés enyhén
savas pH tartomanyba toldodik el. A 14. abra szemlélteti, hogy a komplexképzddés 4-es pH felett
indul a CuzL> komplex megjelenésével. Ennek a részecskének a képzddését a CD
spektroszkdpia is alatdmasztotta (15. dbra), ugyanis a Cuzl dsszetételli komplex képzddésével
parhuzamosan 650 nm-nél egy negativ Cotton-effektusu csucs jelenik meg. Ez a cstcs az
imidazol-nitrogén koordinacidjahoz rendelhetd, igy a Cuol: Osszetételi komplexben egy
réz(Il)iont a heteroaromas gytir(i karbonil oxigén atomja és a karboxilat csoport, valamint a
masik CroHis alegység hisztidin imidazol nitrogénje koordinalja. A pH novelésével (5 < pH)
extra lugfogyasztd folyamatban CuzLoH-, részecske képzddik, amely komplex képzddése a CD
spektrum teljes megvaltozasat eredményezi. A nagy intenzitasu, 580 nm-nél megjelend negativ,
valamint a 410 nm-nél talalhatd pozitiv Cotton-effektus csucsok az amidkdtés nitrogén
atomjanak fémion indukalt deprotonalodasdhoz és koordinaciojahoz kothetd. Ilyen modon a

fémion koordinacios szférajaban (0O,0,Nim,N7) donorcsoportok vannak jelen.
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15. abra Cu(II)/CroHis 1:1 aranyua rendszer pH-fiiggd CD spektrumai. Ccugy= 2,19mM, Ciig=
2,10 mM.

Egy egyiittmiikodés keretein beliil lehetdségiink volt a Cu(ll)/CroHis 1:1 aranyu
rendszer pH-fiiggd ESR spektrumait rogziteni. A fiziologias pH-n képz6dé komplex ESR
spektrumat a 16. abra mutatja be. Az abran megjelend 7 vonalbdl allé jelcsoport igazolja, hogy

a mintaban dimer részecske képzddik, tovabba megjelenik ,,féltér” értéken (~ 160 mT) egy

crer

crer

ugyanakkor tovabbi informaciot is kaptunk a Cu(ll)-centrumok egymashoz viszonyitott
elhelyezkedésérdl. Ezek alapjan a két Cu(ll) ekvatorialis sikja egymas alatt és felett helyezkedik
el, valamint a két Cu(II) centrum kis mértékben el van tolodva egymashoz képest a sikban. [21]

A Cu(Il)/CroHis 1:1 aranyt rendszer ligos-metanolos oldatanak lassu beparlasaval
egykristaly rontgendiffrakciora alkalmas kristalyokat nyertiink, az aszimmetrikus egységet az
17. 4bra mutatja be. Jol lathatd, hogy az oldatfazisban is feltételezett szerkezetli és
sztochiometridji CuzL2H-2 komplex képzddik, ahol egy monomer egységet a karboxilat oxigén,
az amid-nitrogén ¢€s a heteroaromas karbonil oxigén koordinal, valamint egy masik ligandum
imidazol-nitrogénje is részt vesz a koordinacioban. Ennek eredményeképpen a hisztidin
imidazol-nitrogénje kot 6ssze két monomer egységet. Fontos megjegyezni, hogy a ligandumok
heterociklusos részei egymas alatt és felett helyezkednek el, amelyeket n-stacking kdlcsonhatas
stabilizal.

Osszhangban az ESR spektroszkopia eredményeivel a két Cu(Il) centrum valoban
eltolodik egymas mellett, illetve a két ekvatoridlis sik egymas alatt és felett helyezkedik el. A
rontgenkrisztallografia alapjan meghatarozott Cu(Il)-Cu(Il) kétéstavolsag 4,52 A, amely kis
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mértékben rovidebb, mint amit az ESR spektroszkopia alapjan hataroztunk meg. Ennek
vélhetden az az oka, hogy szilard fazisban a kristaly stabilizalodasanak érdekében a szerkezet

kompaktabb lesz.
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240 260 280 300 320 340 360 380
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16. abra A réz(II)/CroHis 1:1 ardnyt rendszer mért (fekete) és szamitott (piros) CW X-savu
ESR spektruma 77 K-en mérve. A beszurt abran a ,,féltér” értéknél megjelend jelcsoport
lathato.

17. abra A réz(II)/CroHis rendszerben képz6dé komplex egykristaly réntgendiffrakcié
alapjan kapott ORTEOP diagramja, 50%-os valdsziniiséggel abrazolva.

4.4. Szuperoxid-dizmutaz aktivitas

A Cu(Il)/kromén-3-karbonsav 1:2, valamint a Cu(II)/CroHis 1:1 aranyu rendszer SOD
aktivitdsat a  xantin/xantin-oxiddz/NBT  modellrendszer  segitségével  vizsgaltuk.

Vizsgalatainkat kiegészitettiik a ligandumok SOD aktivitdsanak a vizsgéalataval is, ugyanakkor
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ezeknél a rendszereknél nem tapasztalunk inhibiciot, vagyis a ligandumok 6nmagukban nem
képesek a szuperoxid gydkanion bontasara. A réz(Il)-komplexekre kapott inhibici6é gorbéket a
koncentracié fliggvényében a 18. abra mutatja be. Az 50%-os inhibicidhoz tartozo komplex
koncentracié Cu(Il)/kromén-3-karbonsav esetében 70+30 nmol, mig Cu(ll)/CroHis rendszer
esetében 100+£20 nmol értéknek adddott, amelyek kimagasloan j6 SOD aktivitds értéknek
tekinthetdek. Ugyanakkor a két rendszer SOD aktivitdsa hibahatdron beliill azonosnak
tekinthetd, amely az alabbiakra enged kovetkeztetni: (i) a hisztidin imidazol-nitrogénjének a
hozzajarulasa elhanyagolhaté a SOD aktivitashoz, (ii) a Cu(II)/kromén alegység az, amelyhez
a SOD aktivitas elsdsorban hozzarendelhetd, (iii) a hisztidin aminosav jelenléte ugyanakkor
fontos, mivel nagymértékben noveli a komplex termodinamikai stabilitasat, ami késébbi

bioldgiai vizsgalatok szempontjabol elényos.
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Cu(Il)/CroHis, fekete Cu(ll)/kromén-3-karbonsav, a folytonos vonalak az illesztett inhibicio
gorbéket mutatjak be).
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5. Osszefoglalds

Munkdm soran uj, vélhetéen antioxidans tulajdonsadggal rendelkezdé kromén-3-
karbonsavval konjugalt ligandumot (CroHis) allitottunk eld, jellemeztiik spektroszkopiai
modszerekkel, valamint réz(Il)ionokkal valé komplexképzddési reakcidjat vizsgaltuk. Az igy
nyert fiziko-kémiai paramétereket és a komplex antioxidans tulajdonsagat hasonlitottuk 6ssze
a réz(II)/kromén-3-karbonsav modellrendszerrel.

Els6é 1épésben a ligandumok protonalddasi allandoit hatdroztuk meg, amely alapjan
igazoltuk, hogy a karboxilcsoport €s a CroHis esetén a hisztidin imidazol nitrogénje vesznek
részt sav-bazis folyamatokban. A két ligandum komplexképzddési folyamatai kiillonbozdek. A
kromén-3-karbonsav esetén ligandumfelesleget tartalmazd rendszerben biszkomplexek
képzOdésére van lehetdség 2x(0,0) kelatrendszer kialakulasan keresztiil. Ezen biszkomplexek
képzddése lugos pH-tartomanyban nem akadalyozza meg a fémionhoz koordinalt vizmolekulak
hidrolizisét, amelynek eredményeképpen vegyes hidroxokomplexek képzddnek. A
réz(I1)/CroHis rendszerben az egyensulyi modellt a Cuol, és a CuoloH-» komplexek
képzddésének figyelembevételével irtuk le. A dimer szerkezetli részecskék képzodését az ESR
spektroszkdpia igazolta. Fiziologids pH-tartoményban a CuzLoH-2 részecske dominans,
amelyben a karboxamid nitrogén fémion indukalt deprotonalodasa és koordinacidja
eredményeképpen a réz(Il)iont az (O,0,N",Nim) donorcsoportok koordinaljak. Az ESR
spektrum alapjan ebben a részecskében a két Cu(Il) ekvatoridlis sikjai egymas alatt és felett
helyezkednek el, valamint a két fémion kis mértékben el van tolédva egymashoz képest a
sikban. A komplex rontgendiffrakcids vizsgalata alatdmasztotta az ESR spektrum alapjan
feltételezett szerkezetet.

A réz(IT)-komplexek SOD aktivitasat a xantin/xantin-oxidaz/NBT modellrendszer
segitségével vizsgaltuk. A két komplex SOD aktivitdsa hasonlo, igy vélhetden az antioxidans
tulajdonsagért az O-heterociklus és a réz(Il)ionok kozotti kolcsonhatds a felelds. A hisztidin
imidazol nitrogénjének koordinacidja a CroHis réz(II)-komplexének a termodinamikai

stabilitasat noveli, igy alkalmasabb jeldlt lehet bioldgiai vizsgalatokban.
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