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Csire Gizella: Cu(ll)-bisz(imidazolil)-szarmazékok redoxi sajatsagainak és SOD aktivitasanak
vizsgalata

1. Bevezetés

Az imidazol az egyik legfontosabb heterociklusos aromas vegyiilet. Osszegképlete
CsH4N2, molekulaformaja planaris 6ttag gytrti, kristalyszerkezete monoklin.

Ismert, hogy a metalloenzimekben a hisztidin imidazolgyiiriii nagyon gyakran a
fémionok kotddési helyei. Példaul a szénsavanhidrazban harom imidazolgylriihoz és egy
karboxilat-anionhoz Zn(ll)-ion kotédik, mig a plasztocianinban Cu(ll)-ion kapcsolodik két
imidazolgyiiriih6z és két kénatomhoz, a Cu,Zn-szuperoxid-diszmutaz (Cu,Zn-SOD) enzimben
mind a Cu(ll)-, mind a Zn(ll)-ion imidazolgyiirith6z koordinalddik, és az aktiv centrumban
1évé fémionokat egy imidazolato-hid koti Ossze. Ezen enzimek aktiv centruméban a
peptidlancok haromdimenziés szerkezete az imidazolcsoportokat olyan kozeli helyzetbe
hozza, hogy ugyanahhoz a fémionhoz tudnak kotédni. Igy ezen enzimeknek jo modelljei
lehetnek azok az egyszerli imidazolszarmazékok, amelyekben két imidazolcsoport alifés
hidon keresztiil kapcsolodik 0Ossze. Ilyenek példaul: bisz(imidazol-2-il)-metan (BIM),
bisz(imidazol-2-il)-metil-amin (BIMA), 3[bisz(imidazol-2-il)]-propionsav (BIP) és egyéb
aminosavlancokat tartalmazo6 szarmazékok.

A legegyszeriibb bisz(imidazolil)-szarmazékok (BIMA, BIM ¢és BIP) mellett szamos
bisz(imidazolil)-csoportot tartalmazé aminosav és peptidszarmazék atmenetifém ionokkal
(Cu(1l), Zn(II), Ni(II) és Co(II)) vald komplexképzédését tanulméanyoztak. > Az eredmények
azt tiikrozik, hogy a vizsgalt fémionok az imidazolnitogénekhez koordinaldédva hattagl
kelatgyiiriin keresztiil stabilis mono- és biszkomplexeket képeznek, tehat a bisz(imidazol-2-
il)-metil-csoport  (tovabbiakban bisz(imidazolil)-csoport) alkalmas ezen fémionok
megkdotésére. Emellett egyes aminosav- (pl. His-BIMA), illetve dipeptid szarmazékok esetén
fiziologias és lugos pH tartomédnyban imidazolato-hidat tartalmazé tobbmagvu komplexek
keletkezését is kimutattak.

Szamos Cu(Il)-iont tartalmazé metalloenzim, metalloprotein, igy példaul a SOD enzim
is redoxi folyamatokat katalizal az é16 szervezetben, melyben Cu(II)/Cu(I) atalakulas valosul
meg. Igy annak az eldontésére, hogy a bisz(imidazolil)-csoportot tartalmazod ligandumok
Cu(Il)-komplexei alkalmasak-e a SOD enzim modellezésére, a keletkezé komplexek redoxi
paramétereinek és SOD aktivitasanak vizsgalata megfeleld informacidkat adhat.

Célkitiizés: Néhany bisz(imidazolil)-szarmazékok elektrokémiai (BIMA, His-BIMA,
B-Ala-BIMA, BIP) és SOD aktivitasanak (His-BIMA, B-Ala-BIMA, Gly-BIMA) vizsgalata.
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2. Irodalmi attekintés

2.1. Bisz(imidazol-2-il)-metil-csoportot tartalmazo ligandumok komplexkémiai
viselkedése

Az egyszer(i bisz(imidazolil)-szairmazékok, mint a bisz(imidazol-2-il)-metan (BIM),
bisz(imidazol-2-il)-metil-amin (BIMA) ¢és bisz(imidazol-2-il)-propionsav (BIP) (1. dbra)
vizsgalata'? soran kapott eredményekbdl azt a kdvetkeztetést vonhattak le, hogy a teljes pH-
tartomanyban bekdvetkezik a fémionok koordinaldédasa az imidazolgytiriin. Stabilis mono- és
biszkomplexek képzddnek, melyekben az imidazolgyiiriik ekvatorialisan helyezkednek el, 2
illetve 4 imidazolnitrogén donoratom koordinacidjan keresztiil [2N ill. 4N koordinacio] (2.
abra). A masodik ligandum belépése valamennyi esetben gatolt. Ezen feliil az is kideriilt,

hogy az oldallancok megjelenése hatassal van a komplexképzddésre.

NH2 COOH
T W T wW <

a, b, C,
1. abra: A legegyszeriibb bisz(imidazolil)-szarmazékok szerkezeti képlete
a, bisz(imidazo-2-lil)-metan (BIM)

b, bisz(imidazol-2-il)-metil-amin (BIMA)
¢, 3[bisz(imidazol-2-il)]-propionsav (BIP)

2. abra: Cu(l)-BIM rendszerben kialakulo 4N koordindcio
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BIP esetén a karboxilcsoport jelenléte kiilonbozd protonalt részecskék (IMAH]*,
[MAH,]*, [MAH]*) keletkezését eredményezi. Nagyobb pH-n a karboxilat gyenge axialis
koordinacidt alakit ki a fémionnal.

A ligandum szabad aminocsoportja is jelentdsen befolyédsolja a koordinacidt a BIMA
esetén. Savas tartomanyban a két imidazolgylrii vesz részt a koordindcioban, de a pH
emelésével bekovetkezik a protondlt aminocsoport deprotondloddsa és igy ez a csoport
ekvatoridlis helyzetben koordinalédhat. Cu(II)-BIMA rendszer ekvimolaris oldatdban
semleges pH-n ez a koordinacid valosul meg: egy kétmagvu [MzAzH_2]2+ Osszetételli komplex
keletkezik, amelyben a fémionhoz egy amino-, egy imidazolnitrogén, egy hidroxidion és a hid
szerepét betdlté masik ligandum imidazolnitrogénje koordinalodik (3. dbra).

Ligandumfelesleg esetén biszkomplexek képzddnek, igy a masodik imidazolgytirii
kiszorul az ekvatorialis helyzetb6l és csak gyenge axialis koordinaciot tud kialakitani a

fémionnal.

3. abra: A Cu(ll)-BIMA rendszerben az aminocsoport deprotondlodasa utan kialakulo
[CuAx(OH),]?* dimer szerkezete

A BIMA aminocsoportja lehetdvé tette, hogy ezen keresztiil amidkotéssel aminosavat
vagy peptidlancot kapcsoljanak a bisz(imidazolil)-csoporthoz. gy szamos, kiilonboz6
aminosav-, dipeptid- és tripeptid-szarmazékot allitottak eld, amelyek lehetséget adtak annak
vizsgalatara, hogy a kapcsolodé aminosavak szabad aminocsoportja, illetve a kiilonboz6
oldallancbeli donorcsoportok hogyan befolyasoljak a kialakuld komplexek szerkezetét,
stabilitasat.

Ezen aminosav-szarmazékok koziil a legegyszeriibb a N-glicil-bisz(imidazol-2-il)-
metil-amin (Gly-BIMA), és az altalunk vizsgalt hisztidil-bisz(imidazol-2-il)-metil-amin (His-
BIMA) szerkezete a 4/a-b. abran lathato.
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vizsgalata
HN ~
9 —N HoN—CH—C—NH
H,N—CH,—C—NH CH, —N

—N HN
oI T
NH
a b
4. abra: A Gly-BIMA (a) és a His-BIMA (b) szerkezete

Cu(Il)-ionnal torténd vizsgalatok soran megallapitottak, hogy savas pH-tartomanyban
(pH<5) ugyanazon koordinaci6 alakul ki, mint az alapvegyiileteknél, mig az aminocsoport
protonalt. A pH emelésével azonban az aminocsoport deprotonalddik és ezzel parhuzamosan
az amidcsoport is, ami peptidszer(i ([N(amino), N(amid), N(imidazol)], a tovabbiakban (NH,
N~, N(Im)) koordinacidt tesz lehetdvé. A fémion tovabbi szabad koordinacids helyei altal
lehetdség adodik kétmagvu komplexek kialakuldsara imidazol-hidon keresztiil, [MzAzH,z]2+
komplex képzddése kozben (5. dbra). pH>8 esetén extra lugfogyasztd folyamat tapasztalhato,
amely vegyes hidroxokomplex, az [MAH_,] keletkezésével értelmezheté.**

-R=-H Gly-BIMA

HCA(/\NH
-R=-H, NJ His-BIMA

5. dbra: A Cu(ll)-Gly-BIMA rendszerben képz6dd [MoPoH 2]** sszetételii komplex
szerkezete

His-BIMA ligandum f6 fémionmegkothelye savas pH-tartomanyban a két aromas
gylrti (a bisz(imidazolil)-csoport), mely hattagi kelatot képezve koordinalodik. Savas pH-n
hisztaminszerii koordinaci6 kialakuldsara is lehet6ség van az N-terminalis amino és imidazol
részvételével. A kétféle koordindcios mod egyiittes jelenléte lehetdvé teszi fémfelesleg esetén
kétmagva komplex, 1:1 fémion:ligandum aranynal pedig szimmetrikus vagy aszimmetrikus

ligandumhidas dimerek kialakulasat (6/a—b. dbra). A Gly-BIMA-hoz képest nagyobb pH-n
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alakul ki a dipeptidszeri (NH2, N7, N(Im)) koordinacio — foleg ligandumfelesleg esetén — a
nagy stabilitasi biszkomplexek jelenléte miatt. Dimer szerkezetek alakulnak ki His-BIMA
ligandummal semleges pH-n is. A hidcsoport mindkét esetben a bisz(imidazolil)-rész szabad
imidazolcsoportja [Cu,AsH %" (5. dbra), és nem a hisztidin-imidazolgyiirii. A Cu(Il)-His-
BIMA rendszerben a semleges pH-n képz6d6 dimerben (5. dbra) a hisztidin-
imidazolgylirtijének axialis koordinacidja megakaddlyozza a hidrolizist ligos tartomanyban
i1s, igy itt végbemegy a dimer imidazolcsoportjdn a pirrol-tipusi N(1)H nitrogének

deprotonalddasa. Ez a folyamat 8,5-6s pK-értékkel jellemezhetd.

=

H
HN/E {\NH /ﬁ N
o _ HN /
N, Z;N —N_ N
M ‘M2+
HN NN NH sON
— - HN —N  "NH3 0
HN\) g/NH HN\)
0= o = (\NH
o~ NH
NHz  NH; NH, N=—=
\\M2+ \M2+
N N N N—
/ \ /
BN S Nl
N N N
H H H
a b

6/a—b. dbra: Szimmetrikus (a) és aszimmetrikus (b) ligandumhidas dimerek a His-BIMA
eseten

His-BIMA esetében 3:2 Cu(Il):ligandum aranyti komplex is Kialakul, melyben szintén
deprotonalddott a ligandumok egy-egy pirrol-tipusu nitrogénje, és egy négy aromas nitrogén
altal koordinalt réz(Il)ion hidként kot ossze két ligandumot [CusAqH.4]** (7. dbra). Ez a
szerkezet mar 5,5-0s, azaz fiziologias pH-n kialakul. 3:2 fémion/ligandum aranynal széles
pH-tartomanyban uralkod6 ez a harommagvii komplex.” Ez a ligandum j6 modellje lehet a

Cu,Zn-SOD enzim aktiv centrumanak.
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7. dbra: A Cu(l)-His-BIMA rendszerben képzédd [CusPoH_4*" dsszetételii komplex
szerkezete

2.2. Cu(ll)-komplexek redoxi sajatsagainak vizsgalata

A Cu(ll)-ionok elemi rézzé, illetve Cu(I)-ionna alakulasat és a Cu(I)-ion elemi rézzé

torténé redukciojat a kovetkezd redoxipotencial értékek jellemzik vizes kozegben®:

Cu?*(aq) + 26" — Cu (s) E°=0,340 V 1)
Cu?*(aq) + & — Cu" (aq) E° =0,159 V (2)
Cu'(ag) +e — Cu (s) E°=0,520 V (3)

A Cu,Zn-szuperoxid-diszmutaz enzim miikodésekor Cu(l1)/Cu(l) redoxireakcié valosul meg,
mely egy elektron-atmenettel jar, és az oda- és visszaalakulas is megtorténik. Ahhoz, hogy ezt
az enzimet modellezni tudjuk, ismerniink kell, mind a rézre mind pedig a Cu(II)-ligandum
rendszerben kialakulé komplexekre jellemzd formalpotencial értékeket. A komplexképzddés
megvaltoztatja a fenti egyenletekben szereplé redoxipotencial értékeket. A Cu(Il)/Cu(l)
rendszer redoxipotencial értékeit nagymértékben a Cu(Il)-komplexek koordinaciés modja
valtoztatja meg. A Cu(ll)-ion komplex vegyiileteiben a leggyakoribb koordinacios szam a 4, 5
és 6, de szabalyos geometridk csak ritkan fordulnak eld, a legjellemzObb a tetragonalisan
torzult oktaéderes szerkezet. A Cu(l)-ion ezzel ellentétben viszont tetraéderes,
sikharomszoges vagy linearis szerkezetli lehet, a koordinacids szam értékétdl fiiggSen.’
Ciklikus voltammetrias mérés soran a Cu(Il)-iont a komlexben Cu(l)-ionna redukaljuk, majd
azt visszaoxidaljuk Cu(ll)-ionna, ekdzben megvaltozik a sztereokémija a komplexnek az

oldatban. Ennek eredményeképpen tobbnyire kvazireverzibilis redoxi folyamat megy végbe, a
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katddos ¢és az anddos csucsok szeparacidja nagyobb, mint ami az egyelektronos redoxi
folyamatok esetén varhato.

Mar korabban is vizsgaltak a kiilonb6z6 ligandumok altal 1étrehozott Cu(ll)-
komplexek redoxi sajatsagait. Vizsgaltak egyszerli ligandumok, mint a piridin és az imidazol,
illetve aminosavak és hisztidint tartalmazo6 oligopeptidek Cu(ll)-ionnal alkotott komplexeit.

Az 1. tablazat tartalmazza az egyes rendszerekre jellemzé redoxipotencial értékeket.

1. tablazat: Kiilonboz6 tipusu ligandumok Cu(1l)-komplexeinek redoxipotencial értékei®
(NHE = normal hidrogén elektréd, SCE = telitett kalomel elektrod)

ligandum redoxipotencial | vonatkoztatasi
érték (V) elektrod
piridin® 0,240 NHE
Imidazol® 0,317 NHE
Hisztidin® -0,170 NHE
ciklo(GH),’ 0,195 NHE
ciklo(GHG),’ 0,219 NHE
GH, GHG, GHK, GGH™" | —0,220-(-0,120) SCE
Ac-HGGG-NH," -0,299-(-0,270) NHE
Ac-(PHGGGWGQ),-NH
ahol net 24123 ~0,530-(-0,299) NHE
Ac-GGGTH-NH215 0,040 Ag/AgClI
N-Ac-His"’ 0,338 NHE
N-Ac-Hm"’ 0,293 NHE
Ac-HXH-NHMe, Ac-
HXXH-NH,, Ac-HHGH-
NHMe, Ac-HHVGD-NH;, 0,200-0,350 NHE
Ac-HXHZH-NH,, Ac-
S3H4-NH, "Y'

% a nagybetlik az egyes aminosavakat jelentik, igymint G: glicin, H: hisztidin, K: lizin, P:
prolin, Q: glutamin, T: treonin, W: triptofan. Ac az acetil csoportot jeloli, amivel védik a
peptidek N-terminalis aminocsoportjat.

®X,Z lehet G: glicin, V: valin, A: alanin, P: prolin, S: szarkozin. Me a metilcsoportot jel5i.
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A piridin és imidazol egyszerii ligandumok aromas nitrogéneket tartalmaznak, és azon
keresztiil kapcsolodnak a fémionhoz monodentit modon a Cu(Il)-komplex kialakulasakor.
Konnyen redukalhatéo a Cu(ll)-ion, mely atalakulas egy elektron-atmenettel jar és pozitiv
redoxipotencial jellemzi a folyamatot. A hisztidin esetében negativabb formalpotencial értéket
mértek, ez arra utal, hogy stabilisabb komplex keletkezik (haromfogu koordinacio is
megvalosulhat), melyben a fémion az imidazolnitrogénen kiviill az aminocsoporthoz is
koordinalodik.®

Szintén pozitiv redoxipotencial értékeket mértek hisztidint tartalmazo ciklopeptidek
Cu(Il)-komplexeinek vizsgalata soran. Az 1. tablazatban feltiintetett ciklopeptid ligandumok
Cu(Il)-komplexei egy elektron-atmenettel jaro kvazireverzibilis redoxi reakcioban vesznek
részt, a ciklikus voltammetrids mérésbdl addédd anddos és katddos csucs tavolsaga
nagyobbnak adodik, mint 0,059 V. A legnagyobb pozitiv redoxipotencial értéket a
[Cu{ciklo(Gly-His),}]** komplexre kaptdk a vizsgalatok soran, amelyben a fémion az
imidazolnitrogéneken keresztiil koordinalodik. Ahol az amidnitrogén is deprotonalodik a
folyamat soran, ott kisebb értéket mértek.’

Nem védett és védett peptid szarmazékok Cu(Il)-komplexeit is vizsgaltak (1. tablazat),
amelyek tartalmaznak legalabb egy hisztidint. Szamos esetben amidnitrogénes koordinacioju
Cu(Il)-komplexeket vizsgaltak. A hisztidintartalma ligandumok esetében az amidnitrogének
deprotonalddasa kovetkeztében kialakuld komplexek fémcentruma nehezebben redukalhato,
vagyis negativabb redoxipotencial értékek mérhetdek.
fgy negativ redoxipotencial érték jellemzi az egy hisztidint tartalmazéo GGH, illetve Ac-
HGGH-NH; fiziologias, illetve enyhén lugos tartomanyban képzddd komplexeit, valamint a
prion fehérje fémmegkdtéséért felelds szekvencidk, az Ac-PHGGGWGQ-NH; és Ac-
(PHGGGWGQ),-NH, komplexeit is.**?

A negativ redoxipotencidl érték azzal magyarazhatd, hogy a koordinécios szférdban helyet
foglalé amidnitrogének erdsitik az ekvatorialis teret, ami a Cu(I)-ionnak nem kedvez. A két
oktapeptid egységet tartalmazd Ac-(PHGGGWGQ),-NH; ligandum esetében az egy és két
Cu(Il)-iont is tartalmazo komplexre ~ —0,450 V redoxipotencial értéket kaptak.** A prion
fehérjében az 6todik Cu(Il)-ion megkdtésében a GGGTH szekvencia jatszik szerepet.”® A 6,7-
es pH-értéken kialakuld6 [CuAH ;] komplexhez tartozé redoxi folyamatot tanulmanyoztak,
ami egyelektronos, kvazireverzibilis redoxireakcid. A kapott redoxipotencial érték sokkal

pozitivabb, mint ami az eddig mért hisztidintartalmu peptideket jellemzi.
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Kutatécsoportunkban is végeztek ciklikus voltammetrids méréseket, aminosavak
egyszerli hisztidinszarmazékok és védett multihisztidin peptidek Cu(II)-komplexeinek
vizsgalatara (1. tablazat) .

Az aminosavak esetén a [CuA;] komplexek redoxipotencial értékei mind 0 V koriiliek,
az megallapithatd ebbdl, hogy nincs jelentds hatisa az oldallancnak ezekre az értékekre. A
legnagyobb hatdsa az imidazol oldallancnak van, hisztidin esetében a kapott érték ~ —0,2 V
koriili, amely azt mutatta, hogy stabilisabb lesz a kialakulé komplex a tobbihez képest. Az
egyszerl hisztidinszarmazékok [CuA;] komplexeiben a ligandum egyfogi koordinacioval
kotddik a fémionhoz egy imidazolnitrogénen keresztiil. Ciklikus voltammetrias mérése soran
pozitiv redoxipotencidl értékeket kaptak. Ez azt mutatja, hogy a fémcentrum konnyen
oxidélhato és redukélhato.™®

Olyan multihisztidin tartalmt peptidek Cu(II)-komplexeit is vizsgaltak, amelyben a
fémcentrum csak imidazolnitrogéneken keresztiil koordinalodik. A lejatsz6dd reakcid ebben
az esetben is egyelektronos, kvazireverzibilis, mint a korabban emlitett komplexeknél. Az
anddos ¢s katodos csucsok kozotti tavolsagok pedig nagyobbnak adédnak, mint 0,059 V. Ez
azzal magyarazhato, hogy az elektrod feliiletén lassu elektrontranszfer folyamat megy végbe.
A két hisztidint tartalmazé ligandumok esetében [CuA] és [CuA;,] komplexek alakulnak ki
enyhén savas és semleges pH-tartomanyban. A [CuA] komplexekben kett6, mig a [CuA;]
komplexekben négy imidazolnitrogénen keresztiil valosul meg a fémion koordindcioja. A
ketténél tobb hisztidint tartalmaz6 ligandumok a Cu(I)-ionnal 1:1 aranya komplexeket
hoznak 1étre. Az uralkod6 részecske az 5-7-es pH-tartomanyban a [CuA].

A peptidek [CuA;] komplexeinek  redukalhatésaga  hasonld az  egyszeril
hisztidinszarmazékokhoz, 0,200-0,400 V tartomanyba esik, de ebben az esetben a ligandumok
kétfoghi koordinacioval négy imidazolnitrogénen keresztiil kotik a fémiont. A [CuA]
komplexeik redoxipotencial értékei is a 0,200-0,400 V-os tartomanyba esnek. Ezek az értékek
fliggenek a peptidlancban 1év6 hiszitidinek szamatdl €s egymashoz viszonyitott helyzetétol is.
2, 3, 4 imidazol koordinacidju komplexek alakulnak ki. A koordindl6d6 imidazolnitrogének
szamanak novekedésével csokken a redoxipotencial érték, azaz stabilisabb komplex képzodik.
Egyre telitettebbé valik a fémion koordinacios szféraja az imidzolnitrogének szamanak
novekedésével, ami stabilisabb szerkezetet eredményez. Megallapithatd, hogy a komplexek
formalpotencial értékeinek valtozasa szoros Osszefiiggésben all a komplex stabilitasaval.
Minél stabilisabb a komplex, annal nehezebben lehet redukalni azt, ami negativabb

redoxipotencial értéket eredményez. A tobb hisztidint tartalmazé ligandumok [CuA]
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komplexei nehezebben redukalhatéak, mint a [CuA;] komplexek. Mivel ezek az értékek a
pozitiv potencialtartomanyba esnek, igy ezek a komplexek potencialis SOD modellek."’
Ahhoz hogy egy komplex a szuperoxid gyokaniont elbonthassa, a megsemmisitéshez
sziikséges reakciora jellemzé potencial tartomanyba (0,16 V - 0,89 V) kell, hogy essen a
redoxipotencial értéke.
O+e — 0, E°pH=1y=-0,16 V 4
0, +2H"+e — H,0, E°pH=1y= 0,89 V (5)
A Cu,Zn-SOD enzimre jellemz6 formalpotencial értékét is megmérték, ami 0,360 V-nak

adodott, ez beleesik a fent emlitett reakcié redoxipotencial értékének tartomanyaba.™®

2.3. Cu,Zn-SOD enzim és SOD modell Cu(l1)-komplexek

A réz(Il)ionoknak nagy az affinitasa a nitogén (N) és kén (S) donoratomokhoz, igy a
réztartalma enzimek esetében a hisztidin aminosav imidazolgyiirijének nitrogén atomja(i) a
legfontosabb fémionmegkotéhelyek, mind a Cu(l)-ion, mind a Cu(ll)-ion oxidacios allapotok
esetén. A cisztein tiol- és esetenként a metionin tioétercsoportjanak S donoratomjai is szerepet
jatszhatnak a koordinacioban.

A Cu,Zn-szuproxid-diszmutaz enzim egy ,nem kék réz” fehérje, ami az ¢él6
szervezetben jelenlévo és arra rendkiviil karos szuperoxid gyokok elbontasaért felelés.™ Két
viszonylag kis alapegységbdl all, és mindegyik alegység tartalmaz egy Cu(ll)- és egy Zn(Il)-
iont, melyeket oxidalt formaban egy imidazolatgyiirii hidligandumként kot dssze. A réz(I1)ion
koordinacios szférajaban tovabbi harom hisztidin és egy aszparaginsav talalhatd. A
cink(Il)ion koordinacios szféraja kozel tetraéderes, a réz(ll)ioné erésen torzult, atmenetet
képez a négyzetes piramis €s trigondlis bipiramisos geometria kézott. Az enzim aktiv
centruma (8. dbra) képes az O, (szuperoxid gydkanion) elbontasara®®, melyben a szuperoxid
gydkanion diszproporcionalodik (20, —0, + 0,%). A reakcid soran hidrogén-peroxid is
keletkezik, melynek diszproporcidja oxigén és viz végtermékek keletkezését eredményezi
katalaz vagy peroxidaz enzimek kézremiikodésével.

A Cu,Zn-SOD dltal katalizalt folyamat leegyszerlsitett mechanizmusa a kovetkezd
reakcidegyenletekkel irhato le:
Cu* +0,"— Cu* + 0, (6)
Cu"+ 0, + 2 H" — CU*" + H,0, U]

10
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8. abra: A Cu,Zn-SOD enzim aktiv centrumanak szerkezete

A réz(Il)ion az elsd 1épésben O,-vé oxidaljaa O, -t, a masodik 1épésben pedig a
réz(I)ion peroxidda redukalja szuperoxid gyokaniont. Az enzim egyetlen katalitikus ciklus
soran két szuperoxid gyokaniont képes atalakitani, mikdzben a réz(Il)ion oxidacids allapota
ciklikusan Cu(ll) — Cu(l) — Cu(ll) sorrendben valtozik, geometridja pedig a négyzetes
piramis — torzult tetraéder — négyzetes piramis valtozasokon megy at. Feltételezhet6en a
Cu(Il)- és Zn(II)-iont 6sszekapcsold imidazolato-hid az enzim miikodése soran felbomlik,
majd ujra visszaalakul. Ebben a folyamatban a cink(Il)ionnak fontos szerepe van, mivel
hatasara marad a hisztidin olyan helyzetben, hogy az imidazolato-hid ismét kialakulhasson a
katalitikus ciklus végén.

A szuperoxid-diszmutaz enzimekben a fémionok nem a fehérje felszinén
helyezkednek el, hanem a masodlagos szerkezeti motivumok altal kialakitott megfeleld
iregekben. A fehérjerésznek tovabbi szerepe van, példaul reakcidpartnerek megfeleld
sztereokémiai elrendezésében, hidrofil vagy hidrofob kornyezet biztositasdban, és a
szubsztratnak a katalitikus helyre torténd szallitdsdban. Ez utébbi funkciot a Cu,Zn-
szuperoxid-diszmutaz enzim esetében egy pozitiv toltéssel rendelkezd csatorna tolti be, ami a

negativ tOltésti szuperoxid gyOkanion szubsztratot a reakciocentrumba vezeti. Az

enzimkatalizalt folyamat meglehetdsen bonyolult.

Korabbi vizsgalatok soran megallapitottak, hogy a legjobb SOD modellek eddig a
homo- ¢és heterodimer, imidazolato-hidas makrociklusos ligandumok Cu(ll)-komplexei, de a
peptidligandumok korében is talaltak hatékony modellvegyiileteket.

11
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A publikalt eredmények alapjan, a kiilonb6z6 fém-ligandum rendszerekben tapasztalt
eltérdé aktivitast a Cu(ll)-komplexek termodinamikai stabilitasaval és az ekvatorialis sikban
hato ligandumtér erdsségével hoztak osszefiiggésbe.

A szuperoxid-diszmutaz aktivitds mérése soran egy gyors, gy0kos mechanizmusu
redoxireakcid sebességi allandojat kellene maghatdrozni. Ez a kdzvetlen mddszer draga és
specialis technikakat igényel. A Cu(Il)-ligandum rendszerek szuperoxid-diszmutaz aktivitasa
kozvetett modon, a xantin/NBT tesztreakcid segitségével kovethetové valik. A reakcio
kivitelezése soran az alkalmazott tetrazélium-s6 gyokfogoként viselkedik, a szuperoxid
gyokanion (O, ) hatdsara igen érzékeny és szelektiv folyamatban a megfeleld
formazanszarmazékka redukalodik.

Korabbi vizsgalatok soran azt allapitottak meg, hogy a Cu(ll)-foszfat rendszer
6nmagaban is mutat SOD aktivitast (1,06-10"° mol/dm?). Azonban meg kell jegyezni, hogy a
Cu(Il)-foszfat komplexek kis stabilitasuak, ezért ezekben a rendszerekben a szabad fémion
mellett tobbnyire csak hidrolizalt részecskék vannak jelen az oldatban, tehat a mért aktivitas
ezekhez a részecskékhez rendelhet6. Az eddigi ismeretek alapjan az a kovetkeztetés is
levonhatd, hogy nem lehet teljes bizonyossaggal megallapitani, hogy a vizsgalt komplexek
szerkezete hogyan befolyasolja a SOD aktivitast, mert a kiilonboz6 szerkezetii Cu(ll)-
komplexek, kiilonbozd koriilmények kozott meghatarozott ICsq értékei igen hasonloak, és

minden esetben legaldbb két nagysagrenddel elmaradnak a Cu,Zn-SOD enzim aktivitasatol.

12
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3. Kisérleti koriilmények

3.1. pH-potenciometria elvi alapjai**

A potenciometria olyan elektroanalitikai modszer, amely soran egy elektrolitoldatba
meriilé két elektrodbol osszedllitott elektrokémiai cella elektrodjai kézott fennalld potencial-
kiilonbséget mérjiik. Az elektrodok feliiletén kialakuld elektrodpotencidlok kozvetleniil nem
hatdrozhatok meg, csak a két potencidl kiilonbségének mérésére van lehetOségiink. Az
elektrédpotencial (E) és az azt kialakitdo elektroaktiv komponens koncentracidja (C)

(pontosabban aktivitasa (a)) kozotti 6sszefliggést a Nernst-egyenlet irja le:

+E|nh 8
zF ¢’ ®

E=E°
red

ahol E° a standard elektrodpotencial, R az egyetemes gazallandd, T az abszolut hémérséklet,
Z az oxidalt és redukalt formak oxidacios szamanak a kiilonbsége, F a Faraday-féle szam, mig
Cox illetve creg a komponens oxidalt illetve redukalt formainak a koncentracioja, ugyanis hig
vizes oldatok esetén c =~ a feltételezésével a koncentracié értékek hasznalhatok. Egy els6faju
fémelektrod esetén (M fém meriil M™ jonokat tartalmazé oldatba) Creg = 1 mol/dm®.
Megéllapodas alapjan a hidrogénelektréd potencialjat 0,000 V-nak tekintjik, igy elvileg
barmelyik elektréd potenciilja szadmszeriisithetd a megfeleld elektrodokbol Osszedllitott
elektrokémiai cella fesziiltségének a mérésével.

Ha a mérés soran az egyik elektrod potencialjat allando értéken tartjuk és a masik
elektréd potencidlja a Nernst-egyenlet szerint fligg a mérni kivant komponens
koncentréaciojatol, akkor az elektrokémiai cellin mért fesziiltség felhasznalasaval a keresett
komponens  koncentracidja  meghatarozhat6. Az allando  potencidlu  elektrodot
referenciaelektrodnak (vonatkoztatasi- vagy viszonyitoelektrodnak), mig a masikat
indikatorelektrodnak (méréelektrodnak) nevezziik.

Referenciaelektrodként gyakran hasznalnak Gn. masodfaju fémelektrodot, amely egy
fémbdl all, ami rosszul 0ldodoé sojat és a s6 anionjanak egy jol oldddo sojat tartalmazo oldatba
mertl. Ilyenek példaul az eziist/eziist-klorid vagy a telitett kalomel elektrod (SCE) (9. dbra),
amelyek az Ag/AgCI/KCI illetve a Hg/Hg.Cl,/KCl rendszereket tartalmazzak. Ezeknek a
masodfaju elektrodoknak a potencidlja allando (ha [Cl] = alland6 és T = allando).

Az indikatorelektréd fontos tulajdonsaga, hogy gyorsan ¢és reverzibilisen tudja

crcr
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indikatorelektrodok egyik fontos csoportjat a membranelektrodok, egy masikat pedig az inert,
(nemes)fémelektrodok alkotjak.

A membranelektrodok idedlis esetben csak egy adott ion vagy molekula
mennyiségével aranyos potencialt hoznak létre. Ez ugy alakul ki, hogy a membrén belsd
oldalan egy zart térben referenciaoldat van, mig a membran kiilsé része a vizsgalt oldattal
érintkezik. A membran bels6é ¢és kiilsd részén eltérd toltés alakul ki, amely az 1n.

membranpotencialt eredményezi.

csatlakozékdbel ! 1

toltonyflis

éﬂg, Hg,Cl, és KCl tartalmi

szildrd fézis

iivegfal < - fémszal

| telitett KCl-oldat -
i »e
__— livegtest

P

<} - ilivegmembran
»

-l

™ referenciaoldat

P

9. dbra: Telitett kalomel elektrod 10. dbra Hidrogénion-szelektiv elektrod

nyiflds iivegfritt (Ae)

pH mérésre altalaban hidrogénion-szelektiv elektrodot (10. dbra) alkalmazunk, amely
egy vékony iivegmembrant tartalmaz, és beliilrél egy adott pH-ju referenciaoldattal
membran kiilsé oldalan eltéré potencidlok alakulnak ki, igy az elektrod — mivel potencialja
megvaltozik — felhasznalhatéo pH mérésére.

A potenciometrias méréseknek két teriilete ismert. Az un. direkt potenciometria soran
a mérendd fesziiltség pontos értékére vagyunk kivancsiak (amelyb6l a Nernst-egyenlet
alapjan a keresett mintabeli komponens koncentracioja kozvetleniil meghatarozhat6; pl. egy
minta pH-janak kozvetlen mérése). A potenciometrikus titralas soran a keresett komponenst
értekeket a titraloszer térfogatanak a fliggvényében dbrazolva titralasi gorbét vesziink fel. A
direkt potenciometria esetén fontos a mérdérendszer kalibracidja, amely altalaban kalibracios

crcr

kozvetlen mérésekor ([H'] meghatérozasa) ezt ismert pH-ju pufferoldatokkal végezziik. A
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potenciometrikus titraldsok esetén az ekvivalenciaponthoz tartozd mérdoldat térfogatot
keressiik (a titralasi gorbe inflexids pontja), amelynek helyzete azonban nem fiigg a

kalibralastol, igy itt a mérdrendszer kiilon hitelesitése nem sziikséges.

3.1.1. pH-potenciometria gyakorlati megvalositasa

¢s a mintdk koncentracidit. A ligandumok koncentraciojat és pK-értékeit pHM 84
(Radiometer) digitalis pH-mérdvel és 6.0234.100 (Metrohm) kombinalt iivegelektroddal
oldatot Dosimat 715 (Metrohm) automata biirettaval adagoltuk. A tobbi ligandum esetében a
mérések kivitelezésére egy szamitogép altal vezérelt automata MOL-ACS biirettat (amit egy
2,5 cm? végtérfogati Hamilton fecskenddbdl alakitottak ki) és egy MOLSPIN pH-mérot
hasznaltunk, amihez egy Metrohm 6.0234.100 kombinalt tivegelektrod csatlakozott.

A rendszert vizes oldatban tanulmanyoztuk. Minden titralas eldtt az elektrodot 0,0500
mol/dm® koncentracioju kalium-hidrogén-ftalat oldattal [melynek pH-ja 298 K (25 °C)
hémérsékleten 4,005] kalibraltuk. Az alland6 hdémérsékletet ultratermosztattal, a levegd
kizarasat, valamint a kevertetést pedig katalitikusan tisztitott argongaz atbuborékoltatdsaval
biztositottuk.

Minték térfogata 4,00 cm® volt. A ligandumok tervezett kezdeti koncentracija ~ 4107
A titralas soran fellépd térfogatnovekedést a kiértékelésre hasznélt szamitogépes program
figyelembe vette. Az oldat allandé ioner8sségét (0,20 mol/dm®), a BIMA ligandumnal
megfeleld mennyiségli, 1,00 mol/dm® koncentracioju KCl-oldatnak, a tSbbi ligandum
esetében 1,00 mol/dm® KNOs-oldatnak a titrald oldathoz valé hozzaadasaval biztositottuk. Ez
joval nagyobb, mint a titralando oldat ligandum koncentracidja. Ez biztositja azt, hogy a
titralas soran az oldat ionerdssége gyakorlatilag ne valtozzon. A diffuzids potencial
kikiiszobolésére Irving és munkatarsai altal javasolt modszert alkalmaztu k.?

A potenciometrias mérések kiértékelését szamitdgépes program segitségével végeztiik
el. A ligandumok protonalddasi allandoit és a komponensek (A és H) pontos kiindulasi

crer

alland6it PSEQUAD program24 segitségével szamolhatok.
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A ligandum protondlodasi allanddi és a komplexek stabilitasi allandoi a kdvetkezd

altalanos egyensulyi 0sszefliggéssel jellemezhetdk:

[M,AH,]
pM + gA + rH = M,AH, Poqr= [M]P -[A]° - [H]' )

3.2. Ciklikus voltammetria®>?’

3.2.1. A madszer elméleti hattere

A polarografidhoz hasonldéan a ciklikus voltammetria is egy fesziiltségszabalyozassal
miikddé modszer. Stabil referenciaelektrod rendszert hasznalva az elektrédpotencial értéke a
kivant mdodon valtoztathato. Az atfolyd dramot itt is, mint a polarografidban a munka- és az
ellenelektrod kozott mérik. A vizsgalandd oldatba meriild megfeleld munkaelektrod
potencidljat egy kezdd értékrdl (E;) linedrisan valtoztatjuk a fordulopotencidlnak nevezett
(Exp) értékig, ahol a potencialvaltozas el6jele megfordul és szintén linearisan halad a masodik
fordulopotencialig (E;,), amely altalaban Ej-vel egyenl6 (11. dbra). Ebben a pontban a ciklus

véget ér, és ha sziikséges, megszakitas nélkiil Gijra kezdhetjiik.

E(V

t(s)

Ess

11. abra: A ciklikus voltammetrianal hasznalt potencial jelalak
(E az alkalmazott potencidl, t az ido)
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12. abra: Ciklikus voltammetrids potencial jelalak

A ciklikus voltammetridban a valtofesziiltséget haromszogjel szerint kapcsoljuk az
elektrodra (12. dbra). Ennek megfeleléen az emelkedd linearis szakaszon (to-t1-ig) az elektrod
katoédként szerepel, az ezt kdvetd linedrisan csokkend szakaszon (t;-t2-ig) anodként. Az ilyen
fesziiltségprogram szerint felvett gorbék a depolarizator katddos redukcidjat és anddos
oxidacidjat egyarant tiikkrozik. A gorbe felsd szakasza a redukcios folyamatot mutatja. Ez
annyiban kiilonbozik a szokvanyos program formajatol, hogy a hatdraram elérése utan az
aramsiriiség csokken, maximumot ér el, majd a t; pontban, amikor a polarizacié megfordul,
megindul az anddos folyamat. Utobbi az anddos oxidaciohoz sziikséges potencialminimum
megjelenésével jar. Reverzibilis reakciok esetén a katdodos és az anddos csucsok nagysaga

kozel azonos és a két csucs kozotti potencidlkiilonbség: %V . A rendszerre jellemzd
n

féllépcsOpotencidl-érték az anddos €s katodos cstics kozotti tavolsag felénél van. Irreverzibilis
folyamatoknal a két cstcs tavolsaga nagyobb, végsd esetben pedig, ha az oxidacio sebessége
nagyon kicsi, az anddos csucs meg sem jelenik a gérbén.

A felfutasi periodusok hosszat a felfutasi sebesség hatdrozza meg. A mérés folyaman,
a cellan atfoly6 aramot mérjiik €s dbrazoljuk az alkalmazott fesziiltség fliggvényében. Az igy
nyert gorbét ciklikus voltammogramnak nevezziik.

A polarografias és a voltammetrias modszerek néhany alkatrésztipuson alapulnak,
ebbdl kovetkezik, hogy a legtobb polarografias modszerre vonatkozé megallapitas alapjaban

véve alkalmazhat6 a ciklikus voltammetriara is (13. dbra).
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e WE: Munkaelektr6d
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13. abra: Miiszeres elrendezés ciklikus voltammetrias kisérletekhez

A részegységek lehetnek egy késziilékben, de a modularis elhelyezés is lehetséges. A
mérdcella kialakitasara tobb lehetdség van, mindenképp sziikség van azonban a harom

elektrod stabil befogasara és inert gaz bevezetésére (14. dbra).

Munkaelektréd

Bllenslekizéd Referenciaelektrod

14. abra: Ciklikus voltammetrids mérdcella felépitése
3.2.2. A ciklikus voltammetridban hasznalatos elektréd tipusok

a, Munkaelektrédok
A munkaelektrédokat négy csoportba oszthatjuk: inert, reaktiv, fotokémiailag

gerjeszthetd vagy félvezetd, szintetikus vagy kémiailag modositott elektrédok. Az egyes

csoportok kozott gyakori az atfedés.
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Azok az inert elektrodok, amelyek nem I1épnek kémiai vagy elektrokémiai reakcioba a
szamunkra fontos potencidltartomanyban, a leginkdbb keresett elektrodok az oldatfazisban
lejatszodod reakcidok tanulmanyozéasakor. A feliileti hibak hidnya (folyadékelektrod), a
konnyebb tisztitasi eljarasok és a hidrogénfejlodéshez sziikséges nagy katodos talfesziiltség
miatt a Hg-elektrod a legnépszeriibb ilyen elektrod.

Mivel a higany anddosan konnyen oldodik, nem alkalmazhaté az anddos
tartomanyban. Az ilyen folyamatokat elsésorban Pt-elektroddal mérjiik.

Vizes oldatokban oxidréteg képzddik az anddos tartomanyban, és a hidrogén fejlodése
behatérolja a katédos potencidltartomanyt. Nemvizes kdozegben azonban a Pt-elektrod széles
potencidltartomanyban alkalmazhato.

Szamos szénelektrodot is hasznalni kezdtek a voltammetrids kutatdsokban. Ezek az
elektrodok széles anddos ¢€s katddos potencidltartomdnnyal rendelkeznek mind vizes mind
nemvizes kozegben. Ma az elektrokémidban az iivegszerii vagy liveges szénelektrod a
legszélesebb korben alkalmazott szénelektréd anyag. Nagy mechanikai stabilitasa, kismértékii
porozitasa, széles potencidltartomanyban mutatott inertsége, j6 vezetOképessége és a mérések

reprodukdlhatosaga egyarant indokoljak hasznalatat.
b, Referenciaelektrodok

A referenciaelektréddal szemben nagyon egyszerli az altalanos elvaras. Nem valtozhat
a potencidlértéke, amikor kiilsd fesziiltséget kapcsolnak a cella munkaelektrod-
referenciaelektrod rendszerére. A referenciaelektrodnak kémiai szempontboél stabilisnak kell
lennie. A standard referenciaelektrod rendszer a reverzibilis hidrogénelektrod, ahol H* -ionok
¢és a hidrogén gaz egy kormozott platina elektréddal ellatott elektrolitikus félcellaban vannak.

A legnépszeriibb referenciaelektrodok az ugynevezett masodfaju elektrédok, ahol az
egyensulyi elektrodpotencidl egy olyan iontdl fiigg, amelyik nem vesz részt kozvetleniil az

elektroédreakcioban. Az ilyen elektrédok potencialjat konnyd allando értéken tartani.
c, Ellenelektrodok

A voltammetrids mérések soran az aram a munka- és az ellenelektrod kozott folyik. A
Pt-elektrodok szerencsére teljesitik a legtobb kdvetelményt, és ezek a legszélesebb kdrben
hasznalt elektrédok vizes, nemvizes és sdolvadékot tartalmazé kozegben egyarant. Altalaban
a Pt-elektrodokat tekercsek vagy vékony foliak formajaban hasznaljak. Az elektrodfeliiletnek
hatarozottan nagyobbnak kell lennie, mint a munkaelektrod feliiletének, azért, hogy

biztositsuk, azt, hogy a hatararamot nem az ellenelektrod feliilete szabja meg.
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3.2.3. Méréskor lejatszodo folyamatok

Mivel a ciklikus voltammetriaban standard mér6oldatként KgzFe(CN)g-oldatot
haszndlunk, a méréskor lejatszodd folyamatok ennek példajan szemléltethetok a

legegyszeriibben (15. dbra).

15 BA

10

H -

katodos aram

*ﬁ ol

an6dos aram

"1 0 H ¥ ¥ §
1.1 09 o.r 0.5 0.3

15. abra: Tipikus ciklikus voltammogram

A potencial valtozasa el6szor negativ, és amikor elegendden negativ lesz ahhoz, hogy
redukalja a [Fe(CN)s]* -iont, katodos dram jelenik meg. Mivel az oldatot nem kevertetjiik az
elektrod feliiletén, a [Fe(CN)g]® -ionok fokozatosan [Fe(CN)s]*™ -ionokka alakulnak.

Ahogy a [Fe(CN)s]*” koncentracioja csokken, a feliileten a katodos dram csticsot ér el,
majd csokken. Az f pontnal a fesziiltség valtozas eldjelet valt, de a potencial tovabbra is elég
negativ a redukciodhoz, tehat az d&ram tovabbra is katddos. Mikor a potencial elég negativ lesz
ahhoz, hogy a kovetkezd folyamat végbemenjen:

[FeCN)el*  — [Fe(CN)]” + e (10)
akkor az aram elgjele megvaltozik. Az anddos dram gyorsan novekszik, majd maximumot ér
el.

Mikor a feliileten kezd a [Fe(CN)g]* koncentracidja csokkenni, az dram is csokken.
Tehat az elsé félciklusban elektrokémiai reakcioval keletkezett [Fe(CN)G]L a masodik
félciklusban visszaoxidalodik [Fe(CN)s]S* -ionna. A ciklikus voltammetridval tehat gyorsan
lehet eldallitani 0j oxidacids allapotot és vizsgalhaté ennek az allapotnak a valtozasa a
masodik félciklus alatt. A folyamat leirhatdo a Nernst-egyenlet és a koncentracidviszonyok

felhasznalasaval. Az alkalmazott potencial Ugy tudja kielégiteni a reverzibilis rendszerekre
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érvényes Nernst-egyenletet, ha a felileten a [Fe(CN)s]>” / [Fe(CN)e]* arany mindig

megfeleléen valtozik.

3-
4 0059, [Fe(CN),]

E=E° Fe(CN)GA-/ Fe(CN) g n [FE(CN)G ]4_

(11)

A ciklus kezdetén az alkalmazott E-potencidl sokkal pozitivabb E°-nél, amely a
redoxipotencial. Az n az iononként atlépett elektronok szama. Mikor E negativ irdnyba
valtozik, az egyenléség fenntartasahoz az [Fe(CN)g]® -nak [Fe(CN)g]* -ionna kell alakulnia.
A logaritmus Osszefiiggés miatt az &ram meredeken emelkedik. Ha az 4&ram negativabb lesz a
feliileten. Ez a diffuzié miatt nem valosul meg. Tovabbra is folyik aram a feliilethez vandorolt

[Fe(CN)g]® -ionok redukciojabol adododan.

3.2.4. A gorbék informaciotartalma és értékelése

Ha felirjuk a Nernst-egyenletet a csiicsokhoz tartozd potencidlokra és elvégezzik a

sziikséges atalakitasokat, megkapjuk a

o= Zoe * Enn (12)
2
egyenletet. A redoxipotencial a két cstics szamtani kozepével egyezik meg.
Tovabba igaz, hogy
0,059
Epa—Epc= \Y (13)

Vagyis a cstcsok tavolsaga fliggvénye a folyamatban atlépd elektronok szaméanak. Egy
egyelektronos folyamatban a tavolsag 0,059 V.

Fontos, hogy a Nernst-egyenlet csak termodinamikailag reverzibilis folyamatokra
érvényes, tehat ha ismerjlik az 4tlépd elektronok szamat és a csucsok tavolsdga nagyobb az
egyenletbdl adodonal, az valamilyen irreverzibilitidsra utal. Ennek az irreverzibilitdsnak
nemcsak termodinamikai oka lehet. Okozhatja az is, hogy az elektronatlépés lassu, igy
felborulnak a koncentracioviszonyok a feliileten. Ez a tény lehetdséget ad az elektronatlépés
kinetik4janak tanulméanyozésara a felfutasi sebesség valtoztatasaval. A felfutds nem lassithato
végtelen mértékben, mivel a diffuzidé és a razkodas kovetkeztében lejatszodd keveredés

megvaltoztatja a feliileti koncentraciot.
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mennyiségi meghatdrozasra elsdsorban nem ezt a mérési eljarast hasznaljuk.

A ciklikus voltammetria f6 erdssége, hogy képes vizsgalni az elektrontranszfer utan
csatoltan lejatszodo kémiai reakcidkat, ¢s azok kinetikdjat. Erre az anddos és a katodos
aramcsucsok magassagviszonyanak vizsgalata ad lehetdséget.

Példaul:
O+ne > R (14)

k
R—>7Z (15)

Lathato, hogy ha a felfutas lassabb az irreverzibilis kémiai reakcional az R anyag egy része

atalakul mielott visszaoxidalodhatna, tehat az anodos aram kisebb lesz a katodosnal.
3.2.5. A médszer lehetséges felhasznalasi teriiletei

A ciklikus voltammetria széles korben alkalmazhaté elektrokémiai modszer. Gyorsan
nyerhetdk vele mennyiségi €¢s mindségi informacidk az elektronatmenettel jard folyamatokrol.
Jo kozelitéssel lehet meghatarozni a formalpotencialokat, aminek tovéabbi jelentdsége, hogy
lehetdséget teremt komplex ionok képzddési allanddinak mghatarozasara, ahol E° kozvetlen

potenciometrikus meghatarozasa a bomlékonysag miatt nem lehetséges.
3.2.6. Ciklikus voltammetria gyakorlati megvalésitasa

A méréseket 746-747 VA tipusu ciklikus voltamméteren végeztiik. A kisérletsorozat
elsé 1épésében meggydzdidtiink arrdl, hogy a mintat tartalmazé ligandum mérése esetén nem
torténik redoxi folyamat. A ligandumok és Cu(Il)-komplexeik ciklikus voltammetrias
vizsgalata soran 25, 50 illetve 100 mV/s scan sebességet alkalmaztunk. A szabad
ligandumokat 140 pA és a komplexeket 45 pA aramerdsség mellett mértiik, grafit elektroddal
300 - (-1100) mV tartomanyban, platina elektroddal 800 - (—400) mV tartomanyban. A
méréseket 1 cm® térfogatban, a tanszéken tervezett mikrocellaban végeztik el.® A
mintaoldatban a Cu(ll):ligandum aranya 1:8 volt. Az értékeléshez sziikséges paramétereket

CACYVO program segitségével nyerhet;jiik.

3.3 SOD enzim aktivitas mérése”

A Cu,Zn-szuperoxid-diszmutaz (Cu,Zn-SOD) enzim a szuperoxid gydkanionna
torténd diszproporciojat katalizalja (k~2,010° s mol™ dm®, pH= 7,4). Valamely Cu(ll)-

komplex SOD aktivitasanak mérésére az egyik legelterjedtebb modszer a xantin oxidaz enzim
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altal termelt O, és a nitrokék-tetrazolium-klorid (nitro-blue-tetrazolium-klorid, NBT) kozotti
reakcid6 nyomon kovetése. Az aktiv fémkomplex csokkenti a szuperoxid gydkanion
koncentraciojat, ezzel inhibialja a NBT-s6 redukcidjat, ami a keletkezd lila szina
diformazanra jellemzé 560 nm-nél mért abszorbancia csokkenését eredményezi a

fémkomplexet nem tartalmazo rendszerben mérhetéhoz képest (16. dbra).

NO,

OCH,

(o]
| N—NH
N
i’\ll\ | \> o
07 >N N
H H
X Xantin NBT-diformazan
xantin oxidaz
(o]
| H
HN | N
)=—0 20,”
/I\ 2 OCH
0~ N N l ?
H H
SOD modell
uronsav
: l

H,0, H5CO
02 + HZOZ

NO,
16. abra: A SOD aktivitas mérésehez hasznalt modellreakcio sematikus abrazolasa

A SOD aktivitas mérésére foszfat pufferben (Na;HPO, és NaH,PO,; ¢=5,010"7
koncentracioja 1,010 * mol/dm?® volt. A xantin oxidaz mennyiségét ugy allitottuk be, hogy az
abszorbancia valtozas 560 nm-nél 0,025-0,028 mint érték kozott valtozzon. Az NBT
redukcidjat valtozo koncentracioji Cu(ll)-komplex jelenlétében, illetve annak tavollétében is
vizsgaltuk, teljes Cu(ll)-ion koncentracié 5,01072-2,010° mol/dm?® kozott valtozott. Elészor
egy vak minta abszorbancia valtozasat vettiik fel 560 nm-en nyolc perc alatt. A vak minta
tartalmazta az NBT-t, a xantint, valamint a xantin oxidaz enzimet. Ez a 0,025-0,028 min*
abszorbanciavaltozas beallitasahoz sziikséges. A tovabbi mérések soran a kiinduld minta
tartalmazta a xantint, a xantin oxidazt, az NBT-t és a ligandumot is — ez a vakproba. Az
abszorbancia valtozéasat az 1d6 fliggvényében négy percig vizsgaltuk, majd hozzdadtuk a

megfeleld térfogata CuClz-oldatot és mértiik az abszorbanciavaltozast a kovetkezd négy

percben. Ezaltal minden mérési pontban a Cu(ll)-komplex mellett a vakprobat is vizsgaltuk.
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4. Kisérleti eredmények és kiértékelésitk

4.1. Potenciometrias adatok értékelése

A mérés soran a szabad ligandumok mintait pH-potenciometriaval vizsgaltuk (17.
dbra). A szabad ligandum titralasa lehetéséget adott a ligandum deprotonalddasi allanddinak
szamitott adatok (2. tablazat) jol egyeznek az irodalmi adatokkal.

A BIMA-nal a kiindulasi forma a HzA forma lenne. A titralasi gorbén csak két
deprotonalddasi folyamat lathat6. A harmadik 1épés erdsen savas tartomdnyban van mar,
amely nem kovethetd potenciometriasan. Ezek alapjan két deprotonalddasi allando
a ligandum egyik imidazolnitrogénjéhez rendelhetd.

A B-Ala-BIMA esetében a kiindulasi forma a HzA. A tavolabb keriild6 NH,-
csoport kevésbé csokkenti az imidazol pK értékeit, ezéltal azok meghatarozhatoak lesznek.
Az egyes pK értékek az amino, és a két imidazolnitrogénhez tartoznak.

A His-BIMA ligandumnal a kiindulasi forma a H4A, mivel az oldallancban is
megjelenik egy imidazolgytrii. A két imidazolnitrogén pK; értékei kisebbek, mint a -Ala-
BIMA esetén (az oldallancban jelenlévé imidazolcsoport miatt), de er6sen savanyitott
oldatban meghatarozhat6, tehat megadhaté mind a négy deprotonaldédasi allando értéke.
Miutan a pontos koncentracid a titralasi gérbe pH=4-10 kozotti tartomanyban megjelend
ekvivalenciapontokbdl hatarozhaté meg, igy a titralashoz Gsszeallitott minta pH-ja 3,45 volt,
ebbdl kovetkezden a legkisebb pK értékét a ligandum tdrzsoldat ellendrzése sordn nem
hataroztuk meg.

A BIP ligandumot a HzA forma jellemzi. Az imidazolnitrogének deprotonalddasi
allanddja nem csokken olyan mértékben, mint a BIMA-nal, mert a BIP karboxilcsoportjanak

nincs olyan elektronszivo hatdsa, mint a BIMA aminocsoportjanak.
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17. dbra: A szabad ligandumok titrdlasi gorbéi (mintatérfogat 4,00 cm®)

2. tablazat: BIMA, His-BIMA, B-Ala-BIMA és BIP képzddési (1gP) és deprotonalodasi (pK)
allandoéi (=25 °C, 1=0,20 mol/dm3, BIMA esetén KCI, masik harom ligandumra KNO3)

BIMA His-BIMA B-Ala-BIMA BIP
HA 651 (1) | 6,49 | 7,30(9) | 7,28 | 9.23(2) | 9,23 | 6,86 (9) | 6,97
HoA 10,58 (2) | 10,56 | 13,02 (1) | 13,09 | 14,73 (3) | 14,74 | 11,46 (2) | 11,59
HsA - - 1736 (3) | 17,62 | 17,77 (5) | 17,87 | 14,18 (5) | 14,34
HiA - - - 20,23 - - - ;
pK(-COOH) - - - - - - [ 2720) ] 275
pK N(Im) - ] - 2,61 | 3,04(5) | 3,13 | 460(1) | 4,62
pK N(Im) | 4,07(2) | 407 | 434(3) | 453 | 550(3) | 551 | 6,86(9) | 697
pK N(His) - - 572(1) | 581 - - - -
PK(NHy) | 651(1) | 6,49 | 7,30(9) | 7,28 | 9.23(2) | 9,23 - -
hivatkozas - 2 - 3 - 20 - 2
Meért ] Meért ] Meért ] Meért ]

érték érték érték érték
9 | 000765 | - | 000928 | - |000799 | - | 000717 | -

(mol/dm?)

A korabbi tapasztalatok azt mutattak, hogy a vizsgalt Cu(Il)-komplexek esetében csak

ligandumfelesleg esetén végezhetd ciklikus voltammetrias mérés. Igy a Cu(ll):ligandum 1:8

25



Csire Gizella: Cu(ll)-bisz(imidazolil)-szarmazékok redoxi sajatsagainak és SOD aktivitasanak
vizsgalata

aranyhoz tartozé eloszlasokat készitettiink, a korabban meghatarozott stabilitasi allandok

felhasznalasaval (3. tablazat).

3. tablazat: A vizsgalt ligandumok Cu(ll)-ionnal alkotott komplexeinek stabilitasi allandoi
(IgB) (t=25 °C, 1=0,20 mol/dm? KCI)

B-Ala-

BIMA? | His-BIMA?® BIMAZ BIP?
MAH, - 19,29 - -
MAH 14,0 - 17,28 | 13,36
MA 9,89 - 11,95 |10,13
MAH_, - - -3,52 -
MA;H, - 37,20 - -
MA;H5 - 33,12 - -
MAH, | 25,21 28,51 32,73 -
MA,H 21,5 22,66 - 21,20
MA, 16,89 16,15 - 17,29
MA,H_; - 8,81 - -
M,A, - 25,68 - -
M,AH ; | 18,43 19,75 - -
M,AH, | 12,78 13,58 13,93 -
MzAzH,3 - 5,45 - -
M,AH_4 - 3,48 - -
M,A - 15,36 - -
MsLoH 4 - 8,53 6,64 -

A Cu(I):BIMA 1:8 aranyhoz tartozo eloszlast a 18. dbra mutatja. Az abrarol
leolvashato, hogy pH=4-nél a [CuA;H] forma van jelen dont6 mennyiségben, de nem
kizarolagosan. Ellenben pH=6-nal mar csak a [CuA;] forma van jelen. Ebbdl kovetkezéen a
[CuA;] komplex redoxi paraméterei hatarozhatok meg pH=6 felett. A Cu(ll):His-BIMA
rendszerhez tartoz6 eloszlasbol (19. dbra) leolvashatd, hogy nemcsak egyféle Cu(ll)-komplex
van jelen egy adott pH-n. A mintak pH-jat ezért ugy allitottunk be, hogy egyféle Cu(ll)-
komplex legyen talnyomo tSbbségben jelen az oldatban. Igy a kivalasztott pH-k rendre 5,3
ahol [CuAzH2], 6,5 ahol [CuA;], és 9,0 ahol a [CuA;H j] forma van jelen nagyobb
mennyiségben. A B-Ala-BIMA Cu(ll)-ionnal alkotott komplexeinek eloszlasabol (20. dbra)
az olvashat6 le, hogy a savas tartomanyban a [CuA;H5], 8,2-es pH koriil a [Cu,AzH ] — de
nem kizarolagosan — és 10-es pH felett a [CuUAH ;] komplex van jelen az oldatban 1:8
aranynal. A BIP Cu(ll)-ionnal alkotott komplexeinek eloszlasabol (21. dbra) lathatd, hogy a
savas tartomanyban, nagy mennyiségben a [CUAH] forma van jelen, de ezenkiviil mas

részecskék is vannak, kb. 6-0s pH-tol kezdve kizardlag a [CuA;] forma van jelen az oldatban.
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fgy ciklikus voltammetrias méréssel lehetéség volt a [CuAz] részecske redoxi paramétereit

meghatdrozni 7-es pH-n. Az egyes ligandumok esetén a méréseknél beallitott pH értékeket az
eloszlasi gorbéken bejeldltem.

moltsrt

2 25 3 3,5 4 45 5 55 6
pH

18. dbra: Cu(ll):BIMA rendszerben képzddd komplexek eloszldsi gorbéi a pH fiiggvényében
(Ccugny= 110"° mol/dm?, c4=7,6'10"° mol/dm®)

6,5

CuA.H,

moltdrt

CuyAH 5

9,5 10 10,5 11

19. abra: Cu(ll):His-BIMA rendszerben képzdddé komplexek eloszlasi gorbéi a pH

fiiggvényében (Ceuan= 110" mol/dm®, ca=810" mol/dm®)
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Cu,A;H .,

CuA,H,
0,8
0,6
+
:9
©
€ 0,4 -
0,2
0 T T T T
3 4 5 6 7
pH
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20. abra: Cu(ll):p-Ala-BIMA rendszerben képz6do komplexek eloszlasi gorbéi a pH
fiiggvényében (Ceuan= 110" mol/dm®, ca=810" mol/dm®)

moltort

21. abra: Cu(l1):BIP rendszerben képzddé komplexek eloszlasi gorbéi a pH fiiggvényében
(€ cugy= 1107 mol/dm?®, c,=810"* mol/dm®)
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A méréseket Cu(ll):ligandum, 1:8 aranynal végeztiik. Megtalalva a megfeleld
paramétereket (mérési tartomany, pasztazasi sebesség, elektrod), és ezen bedllitasokon mérve
kaptuk meg a Cu(ll)-ligandum rendszer CV gorbéit (22-25. dbra), majd ezeket a gorbéket a
CACYVO programmal kiértékelve a 4. tablazatban 1év6 eredményekhez jutottunk.

4.2. A CV gorbék paramétereinek értékelése

A ciklikus voltammetrids gorbékrdl leolvasott paraméterecket a 4. tablazat
tartalmazza. A két cstics kozotti kiilonbség nagyobbnak adodott, mint a 0,059 V elméleti
érték. A Cu(ll)-komplexekre altalaban az elméletitdl eltérd, nagyobb érték a jellemz6. A két
cstcs aranya kozel van az egyhez. Ez a két paraméter arra utal, hogy egy elektron-atmenettel
jaro, kvazireverzibilis a lejatszodo folyamat, Cu(I)—Cu(I) atalakulas valosul meg.

A His-BIMA ¢és B-Ala-BIMA esetén jol értékelheté gorbék csak nagy ligandum
feleslegnél vehetok fel, savas illetve semleges koriilmények kozott, valamint a B-Ala-BIMA
esetében enyhén lugos tartoményban (22-25. dbra). Valamennyi esetben 1:8 aranynal a
biszkomplexek formalpotencialja mérhetd, minden esetben négy imidazol koordinacio valosul
meg. A komplexek Osszetételében mutatkozd kiilonbség a nem koordinalédé amino- €s
imidazolcsoportok eltérd protonaltsagabol adodik. Ez a deprotonalodas a His-BIMA esetében
csekély mértékii valtozast eredményez. A pH tovabbi emelésének hatdsara jelentésen megnd a
cstcstavolsag, a komplex elbomlik. B-Ala-BIMA esetén a deprotonalassal parhuzamosan a
kétmagvi [Cup,AzH o] részecske lesz a meghatarozo az oldatban. Ennek keletkezése a
redoxipotencial értékének kismértékli ndvekedését eredményezi, ellentétben a His-BIMA-val.
A kétmagvi komplex megjelenése noveli az oxidalo képességet. A pH tovabbi ndvelésével a
B-Ala-BIMA esetén sem mérhet ciklikus voltammogram. 1:1 aranynal a komplexekre
jellemzd formalpotencidl egyik esetben sem mérhetd, a leolvasott értékek alapjan feltehetdéen

a Cu?*/Cu* mellett Cu*/Cu atalakulds is megvalosul.
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- -10
[ (nA)

-0,6 -0.8

22. abra: Cu(1l):BIMA rendszer ciklikus voltammogramja (t=25 C, 1=45 uA, 100 mV/s scan
sebesség, pH=8,8)

I(nA)

0.6 0.4 0,2

E (V)

—— Cu(ll):His-BIMA, 1:8 arany, pH=6,5
——Cu(ll):His-BIMA, 1:8 arany, pH=5,3

- 10

23. abra: Cu(ll): His-BIMA rendszer ciklikus voltammogramja (t=25 <C, 1=45 ud, 100 mV/s
scan, két kiilonbozé pH-n)
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- -8
[ (nA)
- 6
- -4
-2
0,6 0,4 0,2 -0,8 -1

E (V)

== Cu(ll);p-Ala-BIMA, 1:8 arany, pH=5,3

= Cu(ll):p-Ala-BIMA, 1:8 arany, pH=8,2

24. abra: Cu(Il):p-Ala-BIMA rendszer ciklikus voltammogramja (t=25 €, 1=45 ud, 50 mV/s
scan, két kiilonbozé pH-n)

- 8
25. dabra: Cu(Il):BIP rendszer ciklikus voltammogramja (t=25 €, 1=45 ud, 50 mV/s scan,
pH=7,0)
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Itt is megallapithatd, hogy minél stabilisabb a keletkez komplex, annal
nehezebben lehet azt redukalni, és a formalpotencial érték annal negativabb. Ha a kapott
étékeket Osszehasonlitjuk mas egyszeriibb bisz(imidazolil)-szarmazékok redoxipotencial
értékeivel”’, akkor lathatd, hogy hasonlo redoxipotencial jellemzi az adott [CuAj]
komplexeket (5. tablazat). A ligandum méretének novekedése noveli a komplex
redukalhatosagat és ez Osszhangban van a komplexekre jellemzd stabilitasi allandok
értekeivel.

Az értékekbdl jol latszik, hogy a négy rendszer koziil a Cu(ll)-BIMA és Cu(Il)-
BIP rendszernek van a legkisebb redoxipotencialja, igy ezek a legnehezebben redukalhato
komplexek. BIMA koordinacidja eltér a masik két ligandumétol, mert az aminocsoport is
koordinalédik, a BIP esetén pedig haromfogu koordinécio valosul meg, igy ezzel stabilizalja a

komplexet.

4. tablazat: A BIMA, His-BIMA, B-Ala-BIMA ¢s BIP redoxi paraméterei

Ligandum | BIMA His-BIMA B-Ala-BIMA BIP
CuA 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8
Komplex | CuA; | CuAzH; CuA, CuAzH 1 | CuAzH; | CuAH , | CuA;
pH 6,3 5,3 6,5 9,0 5,3 8,2 7,0
I (LA) -8,5 -9,1 -8,8 -1,6 -7,0 4,3 7,2
la (A) 11,7 9,0 9,3 1,6 7,2 5,0 7,9
AE (V) 0,11 0,14 0,13 0,46 0,096 0,19 0,089
I/ 1k 1,4 0,99 1,1 1,00 1,03 1,16 1,1
e (V) | -0,301 | -0,171 | -0,212 -0,142 | 0,261 -0,247 | -0,327
e®°’(v) | -0,091| 0,039 | -0,0024 | -0,068 | —0,051 -0,037 | -0,117

5. tablazat: Egyszerii bisz(imidazolil)-szarmazékok redoxipotencial értékei

CuA; | Z-Gly-BIMA® | His-BIMA® | Z-Ala-BIMA¥® | BIM* | BIMA? | BIP?

£°’ (V) 0,045 ~0,0024 0,023 0,071 | —0,001 | 0,117
1op 14,5 16,15 16,04 17,03 | 16,89 | 17,29

SOD modell szempontjabol a kapott redoxipotencial értékek az O, elbontasdhoz
szlikséges potencidltartomanyba esnek. Ahhoz, hogy megéllapitsuk a komplexek valoban jo
SOD modellek-e, nem elegendd a redoxipotencial értékét ismerni, meg kell mérmni a SOD
aktivitast is. A His-BIMA esetében a harommagvi komplex ciklikus voltammetrids mérése

nem is lehetséges, mert a rendszerben nincs elegendéen nagy ligandumfelesleg. fgy a
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kovetkezd célunk az imidazol koordinacidju komplexek és az imidazolato-hidas komplex

SOD aktivitasanak meghatarozasa volt.
4.3. SOD aktivitas mérésének az értékelése

A Kkiilonboz6 bisz(imidazolil)-szarmazékok Cu(ll)-ionnal alkotott komplexeinek a
SOD aktivitasat hataroztuk meg, 6,8- és 7,4-es pH-n. A vizsgalt ligandumok a His-BIMA,
Gly-BIMA és B-Ala-BIMA. Valamint megmértiikk a Cu,Zn-SOD enzim aktivitasat is a fentebb
emlitett két pH-n. Valamennyi esetben 1:10 fémion:ligandum aradnynal végeztiikk a mérést, és
emellett a Cu(lIl):His-BIMA 3:2 aranyu rendszert is vizsgaltuk.

Az irodalombdl ismert, hogy a 3:2 aranyu rendszerben fiziologias pH-n a His-BIMA
egy harommagvi imidazolato-hidas szerkezetetli komplexet (5. dbra) alakit ki. Imidazolato-
hid a SOD enzimben is jelen van, csak Cu(Il)- illetve Zn(Il)-ionok kozott jon létre az
imidazolato-hidas szerkezet, igy a [CusAzH.4] komplex jo SOD modell lehet. A CV adatok
csak nagy ligandumfelesleg esetén hatarozhatbak meg, igy e rendszert -ciklikus
voltammetriaval nem tudtuk vizsgélni, de a SOD aktivitdsa meghatarozhato volt.

A SOD aktivitas mérését foszfat pufferben hajtottuk végre, amelyben az Gsszfoszfat
koncentracio jelentésen nagyobb a liganduménal. A 26. dbra a Cu(ll):His-BIMA 3:2 aranyu
rendszerének olyan eloszlasi gorbéjét mutatja be, melynél figyelembe vettiik a foszfation
jelenlétét (B komponens) és az alkalmazott kis fémion koncentraciot, és dsszehasonlitasként a
27. abra ugyanennek a rendszernek az eloszlasat szemlélteti foszfatmentes oldatban.
Osszehasonlitva a két eloszlast az allapithaté meg, hogy a savas tartomanyban az egyes pH-
kon a részecskék nem egyforma ardnyban vannak jelen. A komplexképzddés a foszfationt
indul meg, mig a foszfatmentes oldatban, nagyobb fémion koncentracional 3-as pH-n mar
nagyobb mennyiségben van jelen komplex az oldatban, mint szabad Cu(II)-ion. Ugyanakkor
az is elmondhatd, hogy mindkét esetben 7-es pH felett legnagyobb mennyiségben a
[CusA,H._4] Osszetételli részecske van jelen a rendszerben. A kivalasztott 7,4-es pH-n erre a
harommagvu komplexre hatdroztuk meg a SOD aktivitas értékét. A 28-30. dbran lathato a
tovabbi vizsgalt ligandumok Cu(II)-ionnal alkotott komplexeinek eloszlasa, amelyben a
fémion:ligandum ardnya 1:10, a rendszer foszfationt is tartalmaz és a Cu®" koncentraci6

megfelel a SOD aktivitds mérésénél alkalmazott koncentracioval.
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26. abra: Cu(ll):His-BIMA rendszerben képzodo komplexek eloszlasi gérbéi a pH
fiiggvényében (ccuqny= 3107° mol/dm?, c4=210"° mol/dm?, cg=510"2 mol/dm?)
‘| i
0,8 -
506 CuAH2
©
b=
0,4 - CuzA;
Cu?*
0,2
CuA,H,
D 1 T T
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27. abra: Cu(ll):His-BIMA rendszerben képzddd komplexek eloszldsi gorbéi a pH
fiiggvényében (Ceuan= 3107 mol/dm®, ca=2'10"* mol/dm®)
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Cu®* CuAH,

28. dbra: Cu(ll):His-BIMA rendszerben képzddd komplexek eloszldsi gorbéi a pH
fiiggvényében (Ccuqn= 2'10"° mol/dm®, c4=2'10"> mol/dm?, cg=510 2 mol/dm?)

CuAH,

1 - CuA,H,

0,8

Cu,A;H .,

0.4 -

T T I i

3 4 5 6 7 8 9 10 11
pH

29. abra: Cu(ll):Gly-BIMA rendszerben képzodo komplexek eloszlasi gorbei a pH
fiiggvényében (ccuqny= 2107° mol/dm®, c4=2'10"> mol/dm?, cg=510"2 mol/dm?)
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moéltort

3 4 5 6 7 8 9 10 11
pH

30. dbra: Cu(ll):f-Ala-BIMA rendszerben képzddd komplexek eloszlasi gorbéi a pH
fiiggvényében (ccuqny= 210 °mol/dm?, c4=210"°mol/dm®, cg=510"> mol/dm®)

A SOD aktivitas mérése soran az abszorbancia valtozasat nyolc perces
idGintervallumban vizsgaltuk. Az els6 négy percben a vak minta abszorbancia valtozasat
mutaja a 31. dbran a rozsaszin négyzetekre fektetett egyenes. Ugyanezen az abran a
kovetkez0 négy perchez rendelhetdé a komplex abszorbancia valtozdsa, ami a sarga

haromszogekre fektetett egyenes, és lathato, hogy eltér a vak minta meredekségétol. Az egyes

AAvak AA komplex

egyenesek meredeksége rendre . Ezeket az értékeket behelyettesitve az

7

inhibicios egyenletbe (16. egyenlet), kiszamithato az egyes Cu(Il)-komplex koncentracidkhoz

tartozo inhibicio.

(AAjvak _(AAjkompleX
Yinhibicio = >t t 100

(AAjvak
t

(16)
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03

0,25

y = 0.0169x + 0.0677

0,2

Komplex

0,1

0,05

-0,05
t (perc)

31. abra: Az abszorbancia valtozasa az idd fiiggvényében egy adott koncentrdciora, 4 percig

a vakpréba, majd uténa a komplex vizsgalata ([CusAzH_4]** komplex, pH=7,4)

A SOD aktivitassal rendelkezd vegyiiletek aktivitdsat az ICso értékkel szokés
jellemezni. Ez azt a komplex-koncentraciot jeldli, amelynél a diformazan képzddése az
enzimutanzo vegylilet tavollétében mért értékhez képest a felére csokken.

A Cu(Il)-komplex koncentracié fliggvényében abrazolva a %-os inhibicio értékét, egy telitési
gorbét kapunk, az illesztést a Scientist Plot nevli programmal végeztik, ezt a 32. dbra

szemlélteti. A program altal szamitott A és B paraméterekbdl meg lehet hatarozni az 50%-0s

crer

_ A-konc

05=——
B + konc

(17)
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X-Axis (units x 10-6)
32. dbra: [CusAH 4]** komplex SOD aktivitdsanak telitési gorbéje
Az igy kapott SOD aktivitds értékek mellett — mas koriilményeket hasznalo

kutatdcsoportok eredményeivel torténd jobb Osszehasonlitdsa érdekében — relativ aktivitas

értékeket szamoltunk, melyet a 18. egyenlet mutat be:

IC,,(Cu,Zn—SOD)
IC,, (komplex)

relativ aktivitas =

100 (18)

A kapott értékeket a 6. tablazat mutatja be, kiegészitve néhany irodalmi adattal.

A Cu,Zn-SOD enzim aktivitasa 6,8-as és 7,4-es pH-n eltér6, a 6,8-as pH-n kapott
aktivitds nagyobb a masik pH-n mért értékhez képest. A Cu(ll):His-BIMA 3:2 ardnyu
rendszer SOD aktivitas mérését végeztiik el 7,4-es pH-n. Az eloszlasbdl (26. dbra) lathato,
hogy 7-es pH felett a legnagyobb mennyiségben a [CuzA;H_4] komplex van jelen. Cu(Il):His-
BIMA 1:10 aranya rendszer SOD aktivitasat is megmértik 7,4-es pH-n. Ezen a pH-n
imidazol koordinacioji komplexek vannak jelen. Ugyanezen a pH-n vizsgaltuk még az 1:10
aranyhoz tartozé Gly-BIMA Cu(ll)-ionnal alkotott komplexeit is. Ebben a rendszerben is tobb
részecske van jelen az adott pH-n, melyek imidazol koordinacidjiak. 6,8-s pH-n megmértiik a
Cu(Il):ligandum 1:10 aranyu rendszer SOD aktivitasat is két ligandum, a B-Ala-BIMA és a
Gly-BIMA esetében. A vizsgalt oldatban ketté és harom imidazol koordinacioji komplexek

vannak jelen, valamint amidnitrogén €s aminonitrogén is koordinalddik a fémionhoz.
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6. tablazat: Az altalunk vizsgalt Cu(Il)-komplexek SOD aktivitasa dsszehasonlitva
néhany nagy aktivitast mutaté Cu(Il)-peptidkomplex korabban meghatarozott ICsq értékével

Relativ Koordinacié
pH Komplex ICso ( uM) | aktivitas [Részecskek| o actos
mod
(%)

Cu,Zn-SOD 0,0044 100 - -
Cu,Zn-SOD* 0,0084 - -
Cu(l):H*-PO,* 0,34 1,30 - -

Cu(ll):H"-PO,* 1,06 - -

i AN(Im) +
Cull:His-BIMA 1 179 6,27 | MaAsH 4 | imidazoldto-
3:2 ,

hid
‘His- M,ALH,, 2N(Im), N,
Cu(II).Hls BIMA 0.64 0.69 A NHs
1:10 MAH
B — 2N(Im)
m
Cu(Il):Gly-BIMA MAH. .
110 4,2 0,10 MoAH 2N(Im), N,
NH,
Cu(ll):Ac-
(HNPGYP),-NH,™ 0,188 2,34 MAH
Cu(ll):Ac-
(PHGGGWGQ),- 0,175 2,51 MA
NH, 1:1 %
Cu(Il)-Ac-S3H4-
NH2Y 0,046 9,56 MA AN(Im)
Cu(Il):Ac-HPHH- .
N, 111 19 0,26 3,23 MAH_; | 2N, N(Im)
MAH_; | 2N(Im), N,
. .1 34 1
Cu(ll):HVH 1:1 0,20 0,60 MAH_, NH.
Cu, Zn-SOD 0,0028 100 - -
Cu, Zn-SOD* 0,0045 - -
63 Cu(l):H*-PO,* 0,30 0,92 - -
' Cu(ll):B-Ala- MA,
BIMA 1:10 0.12 2,39 MA,H,
2N(Im), N,
Cu(1):Gly-BIMA M,ALH 5, NH,
1:10 0.27 1,04 MA; | 3N(Im), N,
NH,
1):Ac-HHGH-
Cul )OIE|36 G 0,13 2,13 MA 3N(Im)

39




Csire Gizella: Cu(ll)-bisz(imidazolil)-szarmazékok redoxi sajatsagainak és SOD aktivitasanak
vizsgalata

A Cu,Zn-SOD enzim relativ aktivitasat 100%-nak véve, az allapithatd6 meg, hogy 7,4-
es pH-n a legnagyobb SOD aktivitdsa a haArommagvl komplexnek van, de még ez sem éri el a
nativ enzim aktivitasanak a 10%-at. A relativ aktivitas értékek a Cu(l1)-Gly-BIMA és Cu(ll)-
B-Ala-BIMA rendszerben kialakulé komplexek esetén a 6,8-as pH-n megmért Cu,Zn-SOD
enzim relativ aktivitasahoz (100%) viszonyitva elenyészden kicsik.

A biszimidazol koordinacioji komplexek esetén gyakorlatilag nincs aktivitas.
Jelent6sebb mértékii aktivitasa a Cu(ll):His-BIMA 3:2 aranya (pH=7,4-es) rendszerben
kialakul6 imidazolato-hidas komplexnek van. Ezt Gsszehasonlitva néhany nagy aktivitast
mutatd Cu(Il)-peptidkomplex kordbban meghatarozott 1Cso értékével (6. tablazat), az a
kovetkeztetés vonhato le, hogy a harommagvu részecske aktivitasa nagyobb a Cu(Il)-ionhoz,
illetve a tobbi vizsgalt komplexhez képest, viszont a Cu,Zn-SOD enzimhez képest egy
nagysagrenddel kisebb. Ha a relativ aktivitasokat megnézziik, akkor még a legnagyobb
aktivitast mutaté komplex értéke is csak 6,27%-ot ér el.
értekek lathatok. Telitési gorbe jellegiik van. A gorbék jol szemléltetik az eltérd inhibicios
értékeket a Cu,Zn-SOD, az imidazolato-hidas komplex és a Cu(ll):His-BIMA 1:10 aranynal
kialakulo [CuA;] komplex kozott. A SOD-nak van a legnagyobb aktivitasa. Az imdazolato
hidas komplex is egy nagysagrenddel kisebb aktivitas értéket mutat.

1 - €Cu.Zn-SOD

0,9 - Cu(ll): His-BIMAi 3:2

0,8 -

&
0,6 k4

Cu(ll): His-BIMA=1:10
Py L

Inhibicio

D T T T

0,E+00 1,E-07 2,E-07 3,E-07 4 E-07 5,E-07 6,E-07 7,E-07
c¢(Cu(ll)-komplex) (M)

33. dbra: Az altalunk vizsgalt rendszerek inhibicios gorbéi, az egyes vonalakon a kiilonbozdé

Jelzések a mérési pontokat jelolik (pH=7,4)
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Az irodalombol ismert és a 6. tabldzat adataibol az is lathatd, hogy a Cu(Il)-Ac-
HHGH-OH rendszerben képzddé komplexek koziil a pH 6,8-ndl megjelend, harom
imidazolnitrogén koordinaciét tartalmazé [CuA]® részecske nagyobb aktivitasu, mig a
kovetkezé deprotonalddas soran képz6dé [CUAH 4] részecske ([3N(Im), OH] koordinacio)
aktivitasa kisebb. A [CuA] részecske nagyobb aktivitasara magyarazatot ad annak
egyszeresen pozitiv toltése és, hogy ebben az esetben a fémion koriil az ekvatoridlis sikban
1évo ligandumok kisebb térerdssége jobb hozzaférhetdséget biztosit a szuperoxid gydkanion
szamara. Feltételezések szerint, ha egy adott komplexben amidnitrogének Koordinacidja
valdsul meg, akkor a megndvekvd ligandumtér megneheziti a O, axidlis koordinacidjat, ami
magyarazat lehet a csokkent aktivitasra. Tobb, modellezésére hasznalt Cu(ll)-komplex SOD
aktivitas vizsgalatabol az az altalanos kovetkeztetés vonhaté le, hogy az imidazolnitrogének
koordinacidja kedvezd, mig az amidnitrogének koordinacidja csokkenti a SOD aktivitast. A
SOD aktivitas tovabbi csokkenését az is befolyasolhatja, hogy milyen stabilitdsu komplex
képzddik. Azon szerkezet esetén, ami nagy stabilitdsi — példaul ha két amidnitrogén
koordinacidja stabilizalja a Cu(ll)-komplexet — a Cu(ll)-ion Cu(l)-ionna t6rténd redukcidja
nehezen fog megvaldsulni. A nagyobb szamu imidazolnitrogén koordinécidja az enzimatikus
aktivitas ndvekedését vonja maga utan, tehat dimer, trimer ligandumok esetén nagyobb SOD
aktivitds érhetd el, mint a monomernél. A kutatdsok azt mutatjdk, hogy azoknal a
komplexeknél, amelyekben van szabad koordindcios hely a szuperoxid gydkanion szdmara,
nagyobb SOD aktivitas mérheté és a kétmagva komplexek nagyobb SOD aktivitast mutatnak,
mint az egymagvuak.?’

Ezekkel a megfigyelésekkel Osszhangban allnak az eredményeink. A biszimidazol
koordinacidéju komplexekben — bar csak imidazol koodinacio valosul meg — a Cu(ll)
koordinacids szféraja telitett és szimmetrikus, torzult oktaéderes geometria feltételezhetd, igy
a szuperoxid gydkanion szamdra nincs szabad koordinacids hely. Jelentdsebb aktivitds csak a
tobbmagvu komplexeknél figyelheté meg.

Osszességében megallapithatjuk, hogy a vizsgalt komplexeink nem igazan j6 SOD
modellek, de a korabban vizsgalt ligandumokhoz képest nagyobb relativ aktivitast mutat az

imidazolato-hidas komplex, igy ebben az iranyban kell a vizsgalatokat folytatni.
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5. Osszefoglalas

Az egyszerii bisz(imidazolil)-csoportot tartalmazé szarmazékok esetén a koordinacio
2, illetve 4 imidazolnitrogén donoratomon keresztiil valosul meg. A Cu(ll):His-BIMA 3:2
aranyt rendszerben kialakuld harommagvi komplex egy imidazolato-hidas szerkezetet
tartalmaz. A bisz(imidazolil) koordinacioju komplexek, valamint a Cu(ll):His-BIMA 3:2
aranyu rendszerben kialakuld [CusAzH 4] Osszetételit komplex szerkezetében hasonlitanak a
Cu,Zn-szuperoxid-diszmutaz (Cu,Zn-SOD) enzim aktiv centrumahoz, amelyben a fémionok
imidazolnitrogénekhez koordinaloédnak és a két fémiont egy imidazolato-hid koti 6ssze. Igy
ezen enzimnek jo modelljei lehetnek az egyszer(i bisz(imidazolil)-szarmazékok Cu(II)-ionnal
alkotott komplexei.

Célkitiizéstink a BIMA, a His-BIMA, B-Ala-BIMA, Gly-BIMA és BIP deprtonalddasi
paramétereinek meghatarozésa, és SOD aktivitasanak vizsgélata volt.

A ciklikus voltammetrias vizsgalatok soran megallapitottuk, hogy a bisz(imidazolil)
koordinacidju komplexek redoxipotencial értékei hasonloak, és kozel vannak a nulladhoz. A
folyamat egy elektron-atmenettel jard, kvazireverzibilis reakcio, és Cu(Il)—>Cu(I) atalakulas
valosul meg. A redoxipotencial értékek alapjan megallapitottuk, hogy a kialakulé Cu(Il)-
komplexek stabilisabbak, mint a Cu(l)-ionnal képzett komplexek. A bisz(imidazolil)
koordinacidju komplexekre jellemz6 formalpotencial értékek a 0 V koriili tartomanyba estek,
amely értékek benne vannak a SOD aktivitashoz sziikséges potencial tartomanyban, de annak
alsé hatarat kozelitik meg.

A Cu(ll):His-BIMA 3:2 aranyG rendszerben kialakulé imidazolato-hidas komplex
redoxi sajatsagainak meghatarozasara nem volt alkalmas a ciklikus voltammetria.
Ugyanakkor SOD aktivitas mérésére lehetéség volt. gy harom biszimidazol koordinacioju
biszkomplexnek valamint a Cu(ll)-His-BIMA rendszerben képz6d6 harommagvi
komplexnek a SOD aktivitasat is megvizsgaltuk. A harommagvi komplex aktivitasa nagyobb,
mint a korabban meghatarozott Cu(Il)-peptidkomplexek 1Csq értéke és relativ aktivitasa,
viszont a Cu,Zn-SOD-enzimhez képest egy nagysagrenddel kisebb. Ez a komplex igy jo

kiindulopontot jelenthet megfelel6 SOD modellek tervezésében.
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6. Summary

In the case of simple bis(imidazolyl) derivatives the coordination of the metal ion
occurs through 2 or 4 imidazole nitrogen donoratoms. The complex that is formed in the
Cu:His-BIMA system at 3:2 metal ion / ligand ratio contains an imidazolato brige. Complexes
with bis(imidazolyl) type of coordination and the complex: [CuszA2H 4] that is formed in the
Cu(I):His-BIMA system are very similar to the active centre of Cu,Zn-superoxide dismutase
enzyme as in the native enzyme Cu(ll) and Zn(ll) are connected through an imidazolato
bridge. Thus the Cu(ll) complexes of the simple bis(imidazolyl) derivatives can be good
structural models of the enzyme.

Our aim was to check the deprotonation constants and the precise concentration of
BIMA, His-BIMA and B-Ala-BIMA, to determine the redox parameters of some Cu(ll)
complexes and to measure the SOD activity of a complex.

Based on the cyclic voltammetric studies we concluded that the formal reduction
potential values of the complexes containing bis(imidazolyl) coordination are similar to each
other and close to zero. The process is a one-electron quasi reversible redox process during
which the Cu(ll) is reduced to Cu(l). The formal reduction potential values show that the
complexes formed with Cu(ll) ion are more stable than the complexes formed with Cu(l) ion.

The redox parameters of the imidazolato bridged complex — that is formed in the
Cu:His-BIMA system at 3:2 metal ion / ligand ratio — could not be determined by cyclic
voltammetry. However, we could measure the SOD activity of this complex. Its SOD activity
is bigger than that of the previously determined Cu(ll)-peptide complexes but compared to the
native enzyme it is still one order of magnitude lower. These results reflect that the complex

can be a good structural model of the SOD enzyme.
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