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Összefoglalás

A NiSOD (nikkel szuperoxid dizmutáz) enzim a legkésőbb izolált SOD enzim, amely a szuperoxid gyökanion bom-
lását katalizálja nagy hatékonysággal, ugyanakkor a dizmutálási reakció mechanizmusa még nem tisztázott. Ennek 
érdekében kutatómunkánk során a NiSOD enzim számos modellvegyületét vizsgáltuk. A peptidek nikkelkomplexeit 
különböző termodinamikai és szerkezetvizsgálati módszereknek vetettük alá. Tanulmányunk ezen komplexek SOD 
aktivitásának vizsgálatára irányul a McCord–Fridovich-módszer és stopped-flow technika segítségével. Megállapítot-
tuk, hogy a dizmutálási ciklusban megjelenő Ni(III) komplex kialakulásának feltétele két tiolát-csoport együttes je-
lenléte, illetve, hogy a kis tagszámú modellek esetében a Ni(III) komplex intramolekuláris redoxidegradációja a SOD 
aktivitás elvesztését vonja magával.
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Summary

Superoxide dismutase (SOD) enzymes catalyze the disproportionation reaction of the superoxide radical anion to 
hydrogen peroxide and molecular oxygen. The nickel-containing SOD (NiSOD) was isolated ca. 20 years ago, and 
its structure and coordination mode significantly differ from those of other SOD enzymes. Previous studies have 
shown that the first six amino acid residues (HCDLPC) of the N-terminal region are essential in metal binding, and 
its nickel complex exhibits the same coordination mode that is characteristic for the NiSOD enzyme. However, the 
mechanism of the dismutation remains uncovered. Therefore, we investigated the native NiSOD enzyme fragment 
(HCDLPCGVY, wtNiSOD) and its mutants. The peptides and their nickel complexes were studied by thermody-
namic and several spectroscopic methods (pH-potentiometry, UV-Visible, CD, and EPR spectroscopy) and their 
SOD activities were assessed by the xanthine/xanthine-oxidase/NBT assay (McCord–Fridovich assay) and by dedic
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ated stopped-flow measurements. While the McCord–Fridovich method is widely used, it provides only semi-quant
itative description of the SOD activity and does not provide information on the reaction mechanism. For this reason, 
we also examined the reaction between the Ni(II) complexes and the superoxide radical anion using stopped-flow 
techniques.

In this study, we report the SOD activity measurements of six compounds modeling the NiSOD enzyme. By mod
ifying the wtNiSOD peptide chain, we obtained the following mutants: SODHH (HHDLPCGVY), SODHC 
(HCDLPHGVY), wtPen (HPenDLPCGVY), wtCC (CCDLPCGVY), and DIM (HCDLPCGVY-K-YVGCPLDCH), 
which is capable of binding two metal ions. Our results shown that the formation of the catalytically relevant Ni(III) 
complex requires the simultaneous existence of two cysteine residues. In accordance with this, the SODHH and 
SODHC mutants showed significantly lower SOD activity. The kinetic parameters obtained from the fitting of the 
kinetic traces indicated the appearance of a catalytically inactive component (Ni*). In the case of wtNiSOD, the 
complete conversion of the nickel complex to the Ni* form occurred within 50 ms, whereas for the wtPen, wtCC, 
and DIM mutants this transformation occurred in less than 20 ms. In NiSOD enzymes, intramolecular redox degra-
dation does not need to be considered, so we assume that this process may be hindered due to secondary interactions 
originating from the structure of the enzyme.

Keywords: NiSOD, superoxide anion radical, xanthine/xanthine-oxidase/NBT, stopped-flow

Bevezetés

A szuperoxid dizmutáz (SOD) enzimek a szuperoxid 
gyökanion (O2

•–) lebontásáért felelős enzimcsalád, amely 
reakcióban az O2

•– molekuláris oxigénre és hidrogén-
peroxidra bomlik (McCord–Fridovich 1969). A hidro-
gén-peroxid ezután különböző útvonalakon tovább 
bomlik a kataláz vagy a glutation-peroxidáz által katali-
zált útvonalakon (Abreu–Cabelli 2010). A SOD enzimek 
hiányában növekszik az O2

•– koncentrációja, ami oxida-
tív stressz kialakulásához vezethet. Ezt az állapotot szá-
mos kóros elváltozással hozták összefüggésbe, mint a 
DNS-károsodás (Valko et al. 2004), szív- és érrendszeri 
megbetegedések (Bahorun et al. 2006), neurológiai be-
tegségek (Christen 2000) és rákos megbetegedések  
(Moloney–Cotter 2018).

A SOD enzimeket szerkezetüket tekintve három cso-
portra oszthatjuk. A korábban felfedezett réz-/cink-, il-
letve mangán- és/vagy vastartalmú SOD enzimek részle-
tes vizsgálata megtalálható a szakirodalomban (Miller 
2004). A legkésőbb izolált SOD enzimek nikkelionokat 
tartalmaznak az aktív centrumukban, és szerkezetüket 
tekintve jelentősen eltérnek az eddig izolált enzimektől 
(Youn et al. 1996). A Fe/Mn- és Cu/ZnSOD-okban a 
fémionok megkötésében nitrogén és oxigén donorato-
mok vesznek részt, míg a NiSOD-ban nitrogén és a cisz-
teinek kén donoratomjai (Bryngelson–Maroney 2007).  
A NiSOD enzimet a sodN gén expresszálja; alacsonyabb 
rendű élőlényekben, például tengeri cianobaktériumok-
ban és különböző antibiotikumokat termelő Streptomyces 
fajokban fordul elő (Bryngelson et al. 2004).

A NiSOD enzim röntgenkrisztallográfiás vizsgálata ki-
mutatta, hogy egy homohexamer, amely minden alegy-
ségben tartalmaz katalitikusan aktív nikkeliont (Choud-
hury et al. 1999). A fémionok a peptidek N-terminális 
régiójában helyezkednek el. A NiSOD enzim vizes olda-
tában fiziológiás pH-tartományban a nikkelionok +2-es 
és +3-as oxidációs állapotai egy időben vannak jelen. Az 
enzim redukált formájában a Ni(II)-ionokat az N-termi-

nális aminocsoport nitrogénje, az első amid nitrogén, 
valamint a második és hatodik helyen lévő ciszteinek tio-
lát-csoportjai koordinálják. Ezáltal egy (5,5)-tagú csatolt 
kelátrendszer alakul ki, amelyet a hatodik helyen lévő 
cisztein tiolát-csoportjával kialakuló makrokelát egészít 
ki. A fémion síknégyzetes geometriájú. Az enzim oxidált 
állapotában a Ni(III)-ionhoz ezeken felül az első helyen 
lévő hisztidin imidazol nitrogénje is koordinálódik axiá-
lis pozícióban, így négyzetes piramisos geometria alakul 
ki. A dizmutálási ciklusban a Ni(II)- és Ni(III)-ionok 
egymásba alakulása játszódik le egy protoncsatolt elekt-
rontranszfer mechanizmuson keresztül, amely során két 
ekvivalens szuperoxid gyökanion alakul át egy ekvivalens 
oxigén és egy ekvivalens hidrogén-peroxid molekulává. 
Ezeknek a reakcióknak a sebessége megközelíti a diffúzi-
ókontroll határát. Korábbi tanulmányokban kimutatták, 
hogy a peptid N-terminális régiójának első hat aminosa-
va (HCDLPC) alkotja azt a minimális peptidszekvenciát, 
amely modellezi a NiSOD enzimek koordinációs módját 
és katalitikus tulajdonságait (Shearer–Long 2006).

A NiSOD enzimet szokatlan szerkezete és tulajdon
ságai miatt részletes vizsgálatoknak vetették alá annak 
érdekében, hogy felderítsék a szuperoxid gyökanionnal 
lejátszódó reakciójának mechanizmusát. A vizsgálatok 
között szerepel az UV-látható (Kim et al. 1996), az 
elektronspin-rezonancia (ESR) spektroszkópia (Youn et 
al. 1996), a mágneses cirkuláris dikroizmus és a Raman 
spektroszkópia (Fiedler et al. 2005). Ezek a módszerek 
elősegítették, hogy felderítsék a szuperoxid gyökanion 
NiSOD enzimek által katalizált dizmutálási reakcióját, 
azonban egyértelmű következtetéseket eddig nem sike-
rült levonni.

Az egyes komplexek, enzimek szuperoxid gyökanion-
nal való reakciójának vizsgálatát SOD aktivitás mérésnek 
nevezzük. Az adatok kiértékelése során reakciósebességi 
állandókat határozhatunk meg, amelyek segítségével a 
különböző komplexeknek azt a tulajdonságát hasonlít-
hatjuk össze, hogy milyen mértékben képesek gyorsítani 
a szuperoxid gyökanion bomlását. Az egyik lehetséges 
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módszer során impulzus-radiolízissel kvantitatívan állítják 
elő az O2

•–-t, amelynek további átalakulása 260 nm-en, 
az O2

•– abszorpciós maximumán detektálható UV-látha-
tó spektroszkópia segítségével. Ezzel a módszerrel köz-
vetlen módon határozható meg a dizmutálási reakció 
sebességi együtthatója, és gyors időskálán milliszekun-
dumtól szekundumig terjedő tartományban követhető a 
reakció (Schwarz 1981). Bár ezt a módszert az elsők kö-
zött használták SOD aktivitás mérésére, hozzáférése limi-
tált.

További, a szakirodalomban széles körben alkalmazott 
SOD aktivitás mérési módszer a McCord–Fridovich-féle 
módszer, amelynek során a xantinból húgysav és az ol-
dott oxigénből O2

•– képződik. Ezt a folyamot a xantin-
oxidáz enzim katalizálja. A SOD aktivitás mérése során 
egy indikátormolekulát, nitrokék-tetrazónium-kloridot 
(NBT) alkalmaznak, amely az O2

•–-nal való reakciójában 
diformazánná alakul. A reakció spektrofotometriásan, 
560 nm-en detektálható (Beyer–Fridovich 1987). A SOD 
aktivitás mérése során a kiindulási reakcióelegy a xantint, 
a xantin-oxidázt, valamint az NBT-t tartalmazza. Az 
O2

•– és az NBT közötti reakció a vizsgált körülmények 
között ekkor nulladrendű kinetikát mutat. Egy adott 
időpillanatban az elegyhez keverjük a vizsgálni kívánt 
komplexet tartalmazó oldatot. Ekkor kompetíció alakul 
ki a szuperoxid gyökanion iránt, mivel az NBT és a 
komplex is reakcióba lép vele. Ez törést okoz az eddig 
lineáris kinetikai görbén, és kisebb meredekségű egye-
nessel írja le a változást, mivel az NBT lassabban alakul át 
diformazánná. A két kinetikai görbe meredeksége alap-
ján adott komplexkoncentrációnál meghatározható az 
inhibíció mértéke. Különböző komplexkoncentrációk 
esetében vizsgálva az inhibíció mértékét, egy telítési jel-
legű görbe írható le, amelyről leolvasható az 50 százalé-
kos inhibícióhoz (IC50) tartozó komplexkoncentráció. 
Az IC50 érték alapján összehasonlítható az egyes komp-
lexek SOD aktivitása: minél kisebb ez az érték, annál ha-
tékonyabban katalizálja a szuperoxid gyökanion bomlá-
sát. Ez a módszer elterjedtebb, mint az impulzus-radio-
lízis, és jóval olcsóbban megvalósítható, azonban ennek 
is vannak hátrányai. A módszer csak szemikvantitatív 
mérést tesz lehetővé, a reakció mechanizmusáról nem 
kapunk információt, és nem közvetlenül az O2

•– kon-
centrációját detektáljuk, illetve a xantin-oxidáz változó 
enzimaktivitása nehezíti a teszt reprodukálhatóságát.

A fentebb ismertetett SOD aktivitás mérések korlátai 
miatt kutatócsoportunkban kifejlesztettünk egy új, szek-
venciális stopped-flow technikán alapuló mérési mód-
szert. A szuperoxid gyökanion modellezésére kálium-
szuperoxidot (KO2) használunk, amely dimetil-szulf
oxidban (DMSO) jól oldódik, és kereskedelmi forgalom-
ból, nagy tisztasággal beszerezhető. A DMSO és KO2 
elegyéhez 18-koronaétert adunk a nagyobb O2

•–-kon
centráció elérése érdekében. A kálium-szuperoxid vízzel 
hevesen reagál. Az általunk vizsgálni kívánt komplexek 
azonban vizes oldatok, ezért a méréseket víz és DMSO 
1:1 térfogatarányú oldószerelegyben végezzük el. 

A  SOD aktivitás meghatározása főként fiziológiás pH-
tartományban releváns. Ennek biztosítására 4-(2-hid-
roxi-etil)-piperazin-1-etánszulfonsav (HEPES) puffert 
alkalmazunk. A víz és a DMSO elegyedése nem pillanat-
szerű, és spektrális változással, valamint hőfejlődéssel jár. 
A vizsgálatokat 25±0,1 °C-on végezzük el, amit az olda-
tokat tartalmazó fecskendők és a mérőcella termosztálá-
sával érünk el. A spektrális zavaró hatás kiküszöbölésére 
szekvenciális stopped-flow méréseket alkalmazunk (Ke-
lemen et al. 2020).

A módszerfejlesztés során megállapítottuk, hogy 40 
másodperc az a minimális idő, amely után már homo-
génnek tekinthető a víz és a DMSO elegye. A módszer 
során a KO2-ot tartalmazó DMSO és víz előkeverése 
történik, ami 40 s után nagy sebességgel keveredik össze 
a mérőcellában a komplexet tartalmazó HEPES:DMSO 
= 1:1 eleggyel. Az így kapott kinetikai görbék illeszté
séből információkat kaphatunk a dizmutálási reakciók 
mechanizmusáról, illetve 260 nm-en közvetlenül a szu-
peroxid gyökanion koncentrációjának változását detek-
tálhatjuk (Kelemen et al. 2020). Ezzel a módszerrel na-
gyobb O2

•–-koncentrációt érhetünk el, mint a xantin/
xantin-oxidáz/NBT rendszerben, így valódi katalitikus 
körülmények között vizsgálhatjuk a dizmutálási reakciót. 
Ennek a módszernek a segítségével kívántuk vizsgálni a 
NiSOD enzim N-terminális végének első kilenc amino-
savából (HCDLPCGVY) álló peptid nikkelkomplexét, 
illetve ennek pontmutációit tartalmazó komplexek SOD 
aktivitását, felderítve ezáltal a szuperoxid gyökanion 
NiSOD enzim által katalizált bomlásának mechanizmu-
sát. Ez a tanulmány az általunk eddig vizsgált peptidek 
nikkel(II)komplexeinek SOD aktivitás vizsgálatára fóku-
szál, amelyben a klasszikus xantin/xantin-oxidáz/NBT 
rendszer és a szekvenciális stopped-flow technika segítsé-
gével meghatározott eredményeinket mutatjuk be.

Vizsgálati anyag és módszerek

Felhasznált vegyszerek

Az általunk vizsgált peptideket a Synpeptide Co. (Sang-
haj, Kína) cég szintetizálta; ezeket további tisztítás nél-
kül használtunk fel. A ligandumok törzsoldatainak kon-
centrációját pH-potenciometriás titrálással határoztuk 
meg. A spektrofotométer segítségével végzett SOD akti-
vitás méréshez használt xantin és xantin-oxidáz vegysze-
rek a Sigma-Aldrich Co., míg az NBT a Merck Kft. ter-
méke. Az állandó pH biztosítására foszfát puffert 
használtunk, amelyhez a Na2HPO4.2H2O a VWR Inter-
national, a KH2PO4 pedig a Molar Chemicals Kft. által 
forgalmazott termék. A szekvenciális stopped-flow tech-
nikánál alkalmazott gyorskinetikai vizsgálatok során a 
Sigma-Aldrich Co. által forgalmazott KO2-ot és 18-ko-
ronaétert, valamint a Molar Chemicals Kft. DMSO oldó-
szerét és a VWR International HEPES pufferét használ-
tuk.
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Vizsgálati módszerek

A klasszikus irodalmi SOD aktivitás méréseket Agilent 
Technologies Cary 8454 UV-VIS diódasoros spektrofo-
tométer segítségével végeztük el 1,000 cm úthosszúságú 
kvarcküvettában 25 °C-on. A mintákban az NBT kon-
centrációja 0,047 mM, a xantiné 0,2 mM volt, a komp-
lexek koncentrációja 0,5–800 µM között változott a 
küvettában. Az adatok feldolgozása a spektrofotométer-
hez biztosított szoftverrel, a kiértékelés MS Excel és Ori-
gin programmal történt.

A stopped-flow mérések Applied Photophysics SX-20 
készülékkel történtek, az adatok feldolgozása a cég által 
biztosított szoftverrel. A spektrofotometriás detektálás 
260 nm-en, 2,000 mm úthosszúságú mérőcellában tör-
tént 25 °C-on. A vizsgálatok során a szuperoxid gyök
anion koncentrációja 0,98–1,6 mM, a Ni(II)-komp
lexeké 0,2–10 µM között változott.  A kinetikai görbék 
illesztése Scientist program segítségével valósult meg.

Vizsgálati eredmények

A peptidek és nikkelkomplexeik termodinamikai 
és szerkezeti vizsgálatai

A NiSOD N-terminális végének első kilenc aminosavá-
ból felépülő peptidet (HCDLPCGVY; wtNiSOD) nik-
kelkötő huroknak is nevezik. Eddigi munkánk során a 
peptid számos mutánsának nikkelkomplexeit vizsgáltuk. 
A ciszteinek szerepét cisztein–hisztidin pontmutációval 
térképeztük fel; ennek eredményeként két új peptidet 
kaptunk a második (HHDLPCGVY; SODHH) és a ha-
todik (HCDLPHGVY; SODHC) helyen lévő aminosav 
cseréjével (Lihi et al. 2020). Ezután stabilizálni kívántuk 
a dizmutálási reakcióban átmenetileg képződő nikkel(III)
komplexet, ezért a második helyen lévő ciszteint egy pe-
nicillaminnal helyettesítettük (HPenDLPCGVY; wtPen) 
(Bonczidai-Kelemen et al. 2022). Az első helyen lévő 
hisztidin szerepét egy hisztidin–cisztein pontmutációval 
(CCDLPCGVY; wtCC) vizsgáltuk (Bonczidai-Kelemen 
et al. 2024). A NiSOD enzim több fémiont is köt, az ed-
dig ismertetett peptidek azonban csak egy nikkeliont ko-
ordinálnak. Ezért két, az eredeti kilenc aminosavból álló 
peptidláncot kötöttünk össze C-terminális végükön egy 
lizin aminosavval (HCDLPCGVY-K-YVGCPLDCH; 
DIM) (Kelemen et al. 2020). Ezeket a peptideket és nik-
kelkomplexeiket részletes termodinamikai és szerkezet-
vizsgálati módszereknek vetettük alá. Meghatároztuk a 
ligandumok protonálódási állandóit és nikkel(II)komp-
lexeik stabilitási állandóit pH-potenciometria segítségé-
vel. A különböző pH-tartományokban feltérképeztük a 
komplexek szerkezetét UV-látható, CD, NMR spekt-
roszkópia és tömegspektrometriás módszerekkel. A diz-
mutálási ciklus feltétele, hogy a Ni(II)-komplexekben a 
fémion +3-as oxidációs állapotba kerüljön az O2

•–-nal 
reagálva. Az így képződő Ni(III)-komplexek szerkezetét 

a fémion paramágneses tulajdonsága miatt ESR spekt-
roszkópiával vizsgáltuk.

A ligandumokat érintő pontmutációk miatt a nikkel(II)
komplexek koordinációs módja különböző. A SOD akti-
vitás meghatározása fiziológiás pH-tartományban törté-
nik, így ilyen körülmények között releváns a Ni(II)-
komplexek koordinációs módja. A wtNiSOD esetében a 
NiSOD-ra jellemző koordinációs mód valósul meg, 
vagyis a Ni(II)-iont az N-terminális hisztidin aminocso-
portja, a peptidváz első amid nitrogénatomja és a két 
cisztein (Cys2 és Cys6) tiolát-donorcsoportjai kötik, lét-
rehozva az enzimben is kialakuló síknégyzetes elrende-
ződést. A SODHH peptid esetében ez módosul: a 
Ni(II)-iont az amino és a hatodik helyen lévő cisztein 
tiolát-donorcsoportjain kívül a két hisztidin (His1 és 
His2) imidazol nitrogénjei is koordinálják, oktaéderes 
geometriát kialakítva és paramágneses komplexet létre-
hozva.

A SODHC esetében a natív fragmenshez képest úgy 
módosul a szerkezet, hogy a hatodik helyen lévő cisztein 
tiolát-csoportja helyett az itt található hisztidin imidazol 
nitrogénje koordinálódik a fémionhoz, síknégyzetes geo
metriát kialakítva. A penicillamint tartalmazó mutáns 
esetében a donorcsoportok nem módosultak a Ni(II)-
komplex esetében a NiSOD-hoz képest. A wtCC mu-
tánsnál szintén rendhagyó koordinációs mód figyelhető 
meg, mivel a nikkel(II)iont az aminocsoporton kívül a 
három cisztein (Cys1, Cys2, Cys6) tiolát-csoportjai 
koordinálják a síknégyzetes geometriájú komplexben.  
A DIM peptid az előzetes elvárásoknak megfelelően két 
fémiont képes megkötni, és a dinukleáris részecske kép-
ződése már a fémion és a ligandum 1:1 koncentrációará-
nyú rendszerében is kedvezményezett fiziológiás pH-n. 
Az első fémion koordinációja viszonylag lassú, de ez 
szerkezeti átrendeződést indukál a peptid további ré-
szén, ami elősegíti a második fémion megkötését. A két 
fémionra a NiSOD enzim redukált formájára is jellemző 
amino-amid–két kén koordinációs mód és síknégyzetes 
geometria jellemző.

A vizsgált ligandumok különböző bázicitása miatt a 
nikkel(II)komplexek stabilitása közvetlenül nem hason-
lítható össze. Emiatt bevezetésre került egy a komplexek 
stabilitását jellemző, látszólagos egyensúlyi állandó,  
a pNi. Minél nagyobb ennek az értéke, az adott ligan-
dum annál jobb fémkötő tulajdonsággal rendelkezik.  
A vizsgált ligandumok pNi-értékeit az 1. ábra mutatja 
be.

Az 1. ábra alapján egyértelmű, hogy a SODHH pep-
tid mutatja a legkisebb fémionkötő affinitást a nikkel(II)
ionok irányában. Ez jó egyezésben van a komplex szer-
kezetével, ugyanis ebben a pH-tartományban az oktaéde
res komplex a domináns részecske, amelynek stabilitása 
kisebb, mint a síknégyzetes elrendeződésű nikkel(II)
komplexek stabilitása. A második helyen tiolát-csoport-
tal rendelkező aminosavat tartalmazó peptidekben a csa-
tolt (5,5)-tagú kelátrendszerben a (NH2,N–,S–) donor
atomok nagy stabilitású, síknégyzetes geometriájú 

Unauthenticated | Downloaded 05/21/26 09:32 AM UTC



5Scientia et Securitas 	 2025

NiSOD enzimmodel lek vizsgálata

komplexeket alkotnak. A komplexek stabilitását ily mó-
don a negyedik koordinációs helyen lévő donoratom 
tulajdonsága határozza meg. Abban az esetben, ha a 
hisztidin aminosav imidazol nitrogénje (SODHC) he-
lyett ez egy cisztein tiolát-csoportja (wtPen, wtNiSOD, 
DIM), a komplexek stabilitása nagyobb. A legjobb fém-
kötő tulajdonsággal a wtCC peptid rendelkezik, ami a 
három tiolát-csoport jelenlétével magyarázható a koor-
dinációs szférában és a nikkel(II)ion kén donoratomok 
iránt mutatott preferenciájával.

A Ni(II)-komplexek oxidációjával nyerhető Ni(III)-
komplexek szerkezetét ESR spektroszkópia segítségével 
vizsgáltuk. A nikkel(II)komplexek oxidációja KO2 és/
vagy oxon segítségével történt fiziológiás pH-n. Korábbi 
tanulmányokban igazolták, hogy a NiSOD enzim oxi-
dált formájában az ESR spektrumban található szuper
hiperfinom felhasadás az N-terminális hisztidin imidazol 
nitrogénjének axiális koordinációjához rendelhető, ami-
nek eredményeképp egy négyzetes piramisos geomet
riájú nikkel(III)komplex képződik (Lihi et al. 2019).  
A SODHH és SODHC modellek esetében a spektru-
mokban nem található meg a jellegzetes felhasadás.  
A wtNiSOD, wtPen és DIM enzimmodellek esetében a 
NiSOD enzim oxidált formájára jellemző ESR spektru-
mokat kaptuk. A wtCC modell esetén hisztidin hiányá-
ban a Ni(III)-komplex jelenléte nem mutatható ki, 
azonban jelentős mennyiségű O2

•– fogy el a rendszerből.

SOD aktivitás vizsgálata  
a McCord–Fridovich-módszer alapján

A komplexek SOD aktivitásának vizsgálata az előzőek-
ben leírt séma alapján történt. Az egyes mutánsok eseté-
ben a komplexkoncentráció tartománya SOD aktivitásuk 
függvényében változott. Az inhibíciós görbékből meg-
határoztuk a komplexekre jellemző IC50 értékeket, majd 
ebből az adatból az (1) egyenlet szerint megadható a 

katalízisre jellemző sebességi állandó (kMcCF) értéke.  
Az így nyert sebességi együttható független az indikátor 
festékmolekula koncentrációjától, ezáltal jobb össze
hasonlíthatósági alapot ad az egyes modellekre nézve.

kMcCF = kNBT × [NBT] / IC50			   (1)

ahol kNBT = 5,94 × 104 M–1 s–1 (pH = 7,8) és [NBT]  
a festékmolekula koncentrációját jelöli. Az IC50 és a be-
lőle származó sebességi állandó értékeit az 1. táblázat 
tartalmazza.

1. táblázat A NiSOD enzimmodellek IC50 és katalitikus sebességi állandó 
értékei (T = 25 °C, pH = 7,8)

IC50 (µM) kMcCF (M–1 s–1)

wtNiSOD 3,9 6,9 × 105

SODHH 341 7,9 × 103

SODHC 37,4 7,2 × 104

wtCC 7 3,8 × 105

Forrás: saját szerkesztés

Az adatok alapján látható, hogy a cisztein–hisztidin 
pontmutáció mindkét pozícióban jelentősen csökkentet-
te a komplexek SOD aktivitását. A hatodik helyen lévő 
cisztein cseréje egy, míg a második helyen lévő cisztein 
cseréje két nagyságrenddel növelte a modellvegyületek 
IC50 értékét. Ez összhangban van azzal a ténnyel, hogy 
SODHH és SODHC esetében nem sikerült detektálni a 
Ni(III)-komplexek ESR spektrumát. A natív enzimfrag-
mens (wtNiSOD), továbbá a három ciszteint tartalmazó 
peptid (wtCC) nikkelkomplexei esetében hasonló SOD 
aktivitás értékeket kaptunk, ami arra enged következtet-
ni, hogy a (NH2,3S–) koordinációs módú komplexek is 
alkalmasak lehetnek SOD mimetikumoknak.

SOD aktivitás vizsgálata szekvenciális  
stopped-flow készülékkel

Az enzimmodellek SOD aktivitásának vizsgálata szek-
venciális stopped-flow technikával részletesebb informá-
ciókat adhat a dizmutálási reakció kinetikájáról. A szu-
peroxid gyökanion bomlása pH-függő folyamat, így 
fontos meghatározni az O2

•– spontán bomlásának sebes-
ségét az alkalmazott pufferoldatban. A kinetikai vizsgála-
tokat ezután több különböző Ni(II)-komplex koncent-
ráció mellett végeztük el. Ugyanakkor a szuperoxid 
gyökanion mindig nagy koncentrációban volt jelen, biz-
tosítva ezáltal a katalitikus körülményeket. A wtPen 
nikkel(II)-komplexe és az O2

•– közötti reakció koncent-
rációfüggő kinetikai görbéit a 2. ábra mutatja be.

A 2. ábrán jól látható, hogy a detektálás indítását kö-
vető első 10 ms-ban a 260 nm-en detektált abszorbancia 
nagymértékű csökkenése tapasztalható, ami arra enged 
következtetni, hogy a komplex hatékonyan katalizálja az 

1. ábra A NiSOD enzimmodellek számított pNi-értékei
(pH = 7,6; cNi(II) = 10µM, clig = 50µM, pNi = -log[Niszabad])

Forrás: saját szerkesztés
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O2
•– bomlását. A NiSOD enzimmodellek dizmutálási 

reakciója során a Ni(II)-komplexek oxidációja és a 
Ni(III)-komplexek redukciója valósul meg. A feltétele-
zések szerint ez a ciklus Michaelis–Menten kinetikát 
követ, amelynek eredményeképpen a Ni(III)-komplex 
steady-state koncentrációban van jelen. Az általunk 
kapott kinetikai görbék ugyanakkor ezt nem támasztják 
alá. Ennek az az oka, hogy hosszabb időskálán az abszor-

bancia monoton csökkenése tapasztalható, amihez to-
vábbi folyamat(ok) rendelhető(k). A dizmutálási reakció 
lejátszódása után a reakcióelegyeket tömegspektrometria 
segítségével vizsgáltuk, ami igazolta, hogy a termékek 
nikkeliont tartalmaznak, illetve diszulfid-hidak és/ 
vagy oxidálódott tiolát-csoportok találhatók bennük.  
A Ni(II)-komplexek O2

•– távollétében stabilak, ezért 
ezek a további oxidációs termékek feltehetően a Ni(III)-
komplexekből képződnek. A későbbiekben ezeket a ter-
mékeket Ni*-gal jelöljük. A 3. ábrán látható sémának 
megfelelően a kinetikai modell a (2–5) reakciókat veszi 
figyelembe. Az ezekhez tartozó differenciálegyenlet-
rendszer pedig a (6–10) egyenletekkel adható meg, ahol 
a wtNiSOD, a wtPen és a wtCC modellek esetében  
n = 1, a DIM mutáns esetében pedig n = 2. A (2) egyen-
let az O2

•– spontán bomlásának egyenletét írja le. Az „L” 
minden esetben az adott peptidet jelöli.
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2. ábra A szuperoxid gyökanion bomlásának időfüggése különböző 
kiindulási Ni(II)-wtPen komplexkoncentráció esetén HEPES 
(50 mM; pH=7,6) / DMSO 1:1 elegyben (piros: 19,4 µM; kék: 
9,7 µM; zöld: 6,3 µM; lila: 4,8 µM) (λ = 260 nm; l = 2 mm; T = 
25 °C)

Forrás: Bonczidai-Kelemen et al. 2022

2. ábra A NiSOD enzimmodellek dizmutálási reakciójának feltételezett 
mechanizmusa

Forrás: saját szerkesztés
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𝒅𝒅[𝑶𝑶𝟐𝟐•−]
𝒅𝒅𝒅𝒅 = − 𝒌𝒌𝟏𝟏 × [𝑶𝑶𝟐𝟐

•−]𝟐𝟐 − 𝒌𝒌𝟐𝟐 × [𝑵𝑵𝑵𝑵𝑰𝑰𝑰𝑰𝒏𝒏𝑳𝑳][𝑶𝑶𝟐𝟐
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•−]  (6) 
 
𝐝𝐝[𝐇𝐇𝟐𝟐𝐎𝐎𝟐𝟐]

𝐝𝐝𝐝𝐝 = 𝒌𝒌𝟐𝟐 × [𝑵𝑵𝑵𝑵𝑰𝑰𝑰𝑰𝒏𝒏𝑳𝑳][𝐎𝐎𝟐𝟐
•−] + 𝒌𝒌𝟏𝟏 × [𝐎𝐎𝟐𝟐

•−]𝟐𝟐      (7) 
 
𝐝𝐝[𝑵𝑵𝑵𝑵𝑰𝑰𝑰𝑰𝒏𝒏𝑳𝑳]
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•−] + 𝒌𝒌𝟑𝟑 × [𝑵𝑵𝑵𝑵𝑰𝑰𝑰𝑰𝑰𝑰𝒏𝒏𝑳𝑳][𝐎𝐎𝟐𝟐

•−]     (8) 
 
𝐝𝐝[𝑵𝑵𝑵𝑵𝑰𝑰𝑰𝑰𝑰𝑰𝒏𝒏𝑳𝑳]

𝐝𝐝𝐝𝐝 = 𝒌𝒌𝟐𝟐 × [𝑵𝑵𝑵𝑵𝑰𝑰𝑰𝑰𝒏𝒏𝑳𝑳][𝐎𝐎𝟐𝟐
•−] − 𝒌𝒌𝟑𝟑 × [𝑵𝑵𝑵𝑵𝑰𝑰𝑰𝑰𝑰𝑰𝒏𝒏𝑳𝑳][𝐎𝐎𝟐𝟐

•−] − 𝒌𝒌𝟒𝟒 × [𝑵𝑵𝑵𝑵∗𝒏𝒏𝑳𝑳]   (9) 
 
𝐝𝐝[𝑵𝑵𝑵𝑵∗]
𝐝𝐝𝐝𝐝 = 𝒌𝒌𝟒𝟒 × [𝑵𝑵𝑵𝑵𝑰𝑰𝑰𝑰𝑰𝑰𝒏𝒏𝑳𝑳]        (10) 

 
A korábbi tanulmányokkal összhangban a (3, 4) egyenleteket másodrendűnek, azaz minden reaktánsra 
vonatkozóan elsőrendűnek feltételezzük. A detektálás ezekben a rendszerekben 260 nm-en történik, ahol nemcsak 
az O2

•‒-nak van elnyelése, hanem a hidrogén-peroxidnak és a nikkelkomplexeknek is. Ezért az abszorbanciát a (11) 
egyenlet szerint fejezhetjük ki, ahol a szögletes zárójelek az egyes komponensek pillanatnyi koncentrációját jelölik. 
 
𝐀𝐀𝐀𝐀𝐀𝐀 = 𝜺𝜺(𝐍𝐍𝐍𝐍𝐈𝐈𝐈𝐈𝐧𝐧𝐋𝐋) 𝐱𝐱 [𝐍𝐍𝐍𝐍𝐈𝐈𝐈𝐈𝐧𝐧𝐋𝐋] + 𝜺𝜺(𝐍𝐍𝐍𝐍𝐈𝐈𝐈𝐈𝐈𝐈𝐧𝐧𝐋𝐋) 𝐱𝐱 [𝐍𝐍𝐍𝐍𝐈𝐈𝐈𝐈𝐈𝐈𝐧𝐧𝐋𝐋] + 𝜺𝜺(𝐍𝐍𝐍𝐍∗) 𝐱𝐱 [𝐍𝐍𝐍𝐍∗] + 𝜺𝜺(𝐎𝐎𝟐𝟐

•−) 𝐱𝐱 [𝐎𝐎𝟐𝟐
•−] + 𝜺𝜺(𝐇𝐇𝟐𝟐𝐎𝐎𝟐𝟐) 𝐱𝐱 [𝐇𝐇𝟐𝟐𝐎𝐎𝟐𝟐]

          
(11) 

 
A kinetikai görbéket a (6–10) egyenletek figyelembevételével a nemlineáris legkisebb négyzetek elvét alkalmazva 
illesztettük, és meghatároztuk az egyes folyamatokra jellemző sebességi állandók értékeit. Az illesztésnél kapott, 
illetve az ahhoz szükséges adatokat a 2. táblázatban foglaltuk össze. 
 
 
2. táblázat A kinetikai görbék illesztéséből származó paraméterek 
(a független kísérletekben meghatározva és rögzítve az illesztés során) 

Paraméter wtNiSOD 
érték 

wtPen 
érték 

wtCC 
érték 

DIM 
érték Egység 

k1
a (3,84 ± 0,03) ×104 (3,84 ± 0,03) ×104 3,84 ×104 (3,86 ± 0,06) ×104 M–1 s–1 

k2 (9,6 ± 0,3) × 107 > 3,0 × 108 (6,6 ± 0,6) × 107 > 1,0 × 108 M–1 s–1 

k3 (1,72 ± 0,08) × 108 (3,15 ± 0,04) × 
107 (1,6 ± 0,4) × 108 (1,9 ± 0,2) × 107 M–1 s–1 

k4 258 ± 2 292 ± 2 1310 ± 90 215 ± 6 s–1 

ε(NiII
nL)a (1,48 ± 0,06) × 104 (1,99 ± 0,02) × 

104 (1,33 ± 0,03) × 104 (2,13 ± 0,02) × 
104 M–1 cm–1 

ε(NiIII
nL) (2,44 ± 0,09) × 104 (2,58 ± 0,02) × 

104 (1,7 ± 0,3) × 104 (3,19 ± 0,08) × 
104 M–1 cm–1 

εNi* (1,8 ± 0,1) × 104 (1,57 ± 0,06) × 
104 (6,18 ± 0,07) × 103 (6,60 ± 0,04) × 

104 M–1 cm–1 

ε(O2
•‒)a 2686 M–1 cm–1 

ε(H2O2)a 38 M–1 cm–1 
Forrás: saját szerkesztés 
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•−] − 𝒌𝒌𝟑𝟑 × [𝑵𝑵𝑵𝑵𝑰𝑰𝑰𝑰𝑰𝑰𝒏𝒏𝑳𝑳][𝐎𝐎𝟐𝟐

•−] − 𝒌𝒌𝟒𝟒 × [𝑵𝑵𝑵𝑵∗𝒏𝒏𝑳𝑳]   (9) 
 
𝐝𝐝[𝑵𝑵𝑵𝑵∗]
𝐝𝐝𝐝𝐝 = 𝒌𝒌𝟒𝟒 × [𝑵𝑵𝑵𝑵𝑰𝑰𝑰𝑰𝑰𝑰𝒏𝒏𝑳𝑳]        (10) 

 
A korábbi tanulmányokkal összhangban a (3, 4) egyenleteket másodrendűnek, azaz minden reaktánsra 
vonatkozóan elsőrendűnek feltételezzük. A detektálás ezekben a rendszerekben 260 nm-en történik, ahol nemcsak 
az O2

•‒-nak van elnyelése, hanem a hidrogén-peroxidnak és a nikkelkomplexeknek is. Ezért az abszorbanciát a (11) 
egyenlet szerint fejezhetjük ki, ahol a szögletes zárójelek az egyes komponensek pillanatnyi koncentrációját jelölik. 
 
𝐀𝐀𝐀𝐀𝐀𝐀 = 𝜺𝜺(𝐍𝐍𝐍𝐍𝐈𝐈𝐈𝐈𝐧𝐧𝐋𝐋) 𝐱𝐱 [𝐍𝐍𝐍𝐍𝐈𝐈𝐈𝐈𝐧𝐧𝐋𝐋] + 𝜺𝜺(𝐍𝐍𝐍𝐍𝐈𝐈𝐈𝐈𝐈𝐈𝐧𝐧𝐋𝐋) 𝐱𝐱 [𝐍𝐍𝐍𝐍𝐈𝐈𝐈𝐈𝐈𝐈𝐧𝐧𝐋𝐋] + 𝜺𝜺(𝐍𝐍𝐍𝐍∗) 𝐱𝐱 [𝐍𝐍𝐍𝐍∗] + 𝜺𝜺(𝐎𝐎𝟐𝟐

•−) 𝐱𝐱 [𝐎𝐎𝟐𝟐
•−] + 𝜺𝜺(𝐇𝐇𝟐𝟐𝐎𝐎𝟐𝟐) 𝐱𝐱 [𝐇𝐇𝟐𝟐𝐎𝐎𝟐𝟐]

          
(11) 

 
A kinetikai görbéket a (6–10) egyenletek figyelembevételével a nemlineáris legkisebb négyzetek elvét alkalmazva 
illesztettük, és meghatároztuk az egyes folyamatokra jellemző sebességi állandók értékeit. Az illesztésnél kapott, 
illetve az ahhoz szükséges adatokat a 2. táblázatban foglaltuk össze. 
 
 
2. táblázat A kinetikai görbék illesztéséből származó paraméterek 
(a független kísérletekben meghatározva és rögzítve az illesztés során) 

Paraméter wtNiSOD 
érték 

wtPen 
érték 

wtCC 
érték 

DIM 
érték Egység 

k1
a (3,84 ± 0,03) ×104 (3,84 ± 0,03) ×104 3,84 ×104 (3,86 ± 0,06) ×104 M–1 s–1 

k2 (9,6 ± 0,3) × 107 > 3,0 × 108 (6,6 ± 0,6) × 107 > 1,0 × 108 M–1 s–1 

k3 (1,72 ± 0,08) × 108 (3,15 ± 0,04) × 
107 (1,6 ± 0,4) × 108 (1,9 ± 0,2) × 107 M–1 s–1 

k4 258 ± 2 292 ± 2 1310 ± 90 215 ± 6 s–1 

ε(NiII
nL)a (1,48 ± 0,06) × 104 (1,99 ± 0,02) × 

104 (1,33 ± 0,03) × 104 (2,13 ± 0,02) × 
104 M–1 cm–1 

ε(NiIII
nL) (2,44 ± 0,09) × 104 (2,58 ± 0,02) × 

104 (1,7 ± 0,3) × 104 (3,19 ± 0,08) × 
104 M–1 cm–1 

εNi* (1,8 ± 0,1) × 104 (1,57 ± 0,06) × 
104 (6,18 ± 0,07) × 103 (6,60 ± 0,04) × 

104 M–1 cm–1 

ε(O2
•‒)a 2686 M–1 cm–1 

ε(H2O2)a 38 M–1 cm–1 
Forrás: saját szerkesztés 
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A korábbi tanulmányokkal összhangban a (3, 4) 
egyenleteket másodrendűnek, azaz minden reaktánsra 
vonatkozóan elsőrendűnek feltételezzük. A detektálás 
ezekben a rendszerekben 260 nm-en történik, ahol 
nemcsak az O2

•–-nak van elnyelése, hanem a hidrogén-
peroxidnak és a nikkelkomplexeknek is. Ezért az abszor-
banciát a (11) egyenlet szerint fejezhetjük ki, ahol a 
szögletes zárójelek az egyes komponensek pillanatnyi 
koncentrációját jelölik.

A kinetikai görbéket a (6–10) egyenletek figyelembe-
vételével a nemlineáris legkisebb négyzetek elvét alkal-
mazva illesztettük, és meghatároztuk az egyes folyama-
tokra jellemző sebességi állandók értékeit. Az illesztésnél 
kapott, illetve az ahhoz szükséges adatokat a 2. táblázat-
ban foglaltuk össze.

Az egyes folyamatok sebességi állandóit összehasonlít-
va a legszembetűnőbb különbség, hogy a wtNiSOD és 
wtCC modellek esetében a Ni(II)-komplex oxidációja 

2. táblázat A kinetikai görbék illesztéséből származó paraméterek

Paraméter wtNiSOD  
érték

wtPen  
érték

wtCC  
érték

DIM  
érték

Egység

k1
a 3,84 ×104 3,84 ×104 3,84 ×104 3,86 ×104 M–1 s–1

k2 9,6 × 107 >3,0 × 108 6,6 × 107 >1,0 × 108 M–1 s–1

k3 1,72 × 108 3,15 × 107 1,6 × 108 1,9 × 107 M–1 s–1

k4 258 292 1310 215 s–1

ε(NiIInL)a 1,48 × 104 1,99 × 104 1,33 × 104 2,13 × 104 M–1 cm–1

ε(NiIIInL) 2,44 × 104 2,58 × 104 1,7 × 104 3,19 × 104 M–1 cm–1

εNi* 1,8 × 104 1,57 × 104 6,18 × 103 6,60 × 104 M–1 cm–1

ε(O2
•–)a 2686 M–1 cm–1

ε(H2O2)a 38 M–1 cm–1

afüggetlen kísérletekben meghatározva és rögzítve az illesztés során.

Forrás: saját szerkesztés

4. ábra Az egyes részecskék számított koncentrációprofilja az idő függvényében a szuperoxid gyökanion bomlása során HEPES (50 mM; pH=7,6) / DMSO 
1:1 elegyben. A: wtNiSOD, B: wtPen, C: wtCC, D: DIM. Fekete: O2

•–, kék: Ni(II)-komplex, piros: Ni(III)-komplex, zöld: Ni*.

Forrás: saját szerkesztés
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lassabb, mint a Ni(III)-komplex redukciója (k3>k2). Ez 
azt jelenti, hogy a Ni(II)-komplex mindig nagyobb kon-
centrációban van jelen a rendszerben. A wtPen és DIM 
mutánsok esetében azonban megfordul ez a reláció.  
A Ni(III)-komplex a reakció kezdeti szakaszában felhal-
mozódik, és a reakció további részében az oxidált forma 
nagyobb mennyiségben van jelen a redukált formához 
képest.

A 2. táblázatban szereplő adatok alapján meghatároz-
tuk az egyes részecskék idő–koncentráció profilját annak 
érdekében, hogy az egyes modellek esetében átláthatób-
bak legyenek a dizmutálási reakcióban lejátszódó folya-
matok (4. ábra). Ez alátámasztja a különböző modellek 
Ni(II)- és Ni(III)-komplexeinek mennyiségi viszonyait. 
A diagramokon látható, hogy a Ni*-gal jelölt forma fel-
halmozódásával együtt a dizmutálás hatékonysága csök-
ken, amiből arra következtethetünk, hogy ez a részecske 
nem képes katalizálni a szuperoxid gyökanion bomlását. 
A wtNiSOD modell esetében a leglassabb ennek a kata-
litikusan inaktív formának a megjelenése, ennek megfele-
lően a komplex által katalizált dizmutálási reakció itt a 
leghatékonyabb. A Ni* megjelenését a Ni(III)-komplex 
intramolekuláris redoxi degradációjához rendeltük, így 
azt várnánk, hogy a wtCC mutánsnál is visszaszorul ki-
alakulásának mértéke, azonban az (5) egyenlet szerint 
lejátszódó reakció sebességi állandója (k4) ebben a rend-
szerben a legnagyobb. Ez maga után vonja, hogy az O2

•– 
teljes mennyisége a wtCC esetében sem bomlik el.

A vizsgálati eredmények értékelése, 
megvitatása, összefoglalása és 
következtetések levonása

Kutatómunkánk során a NiSOD enzim számos mo
delljét vizsgáltuk termodinamikai és szerkezetvizsgáló 
módszerekkel, illetve vizsgáltuk SOD aktivitásukat.  
A SODHH és SODHC mutánsok esetében nem a 
NiSOD enzim oxidált formájára jellemző koordinációs 
mód alakul ki a szuperoxid gyökanionnal végbemenő re-
akciójukban. Ezzel együtt SOD aktivitásuk is drasztiku-
san csökkent a natív enzimfragmenshez képest, ezért 
megállapítottuk, hogy a Ni(III)-komplex kialakulásához 
a peptidben két tiol-csoporttal rendelkező aminosav 
együttes jelenléte szükséges, illetve a második helyen 
lévő koordinálódó tiolát-oldallánc kulcsfontosságú az 
O2

•– bontásában. A Ni(III)-komplex stabilizálása érde-
kében vizsgáltunk egy modellt, amely a második helyen 
lévő cisztein helyett egy penicillamint tartalmaz (wtPen), 
és a dizmutálási reakció során a Ni(III)-komplex na-
gyobb átmeneti koncentrációban volt jelen, mint a 
Ni(II)-komplex. A Ni(III)-komplex azonban egy továb-
bi oxidációs folyamatban vesz részt, amelynek ered
ményeként egy katalitikusan inaktív, nikkeltartalmú, 
Ni*-gal jelölt komplex képződik. Az első helyen hisz
tidin–cisztein pontmutációt tartalmazó mutánsban 
(wtCC) a Ni(II)-komplex pillanatnyi koncentrációja a 

nagyobb, azonban a Ni* képződése gyorsabb, mint a 
többi modell esetében, így ebben a rendszerben is vi-
szonylag hamar felhalmozódik ez a forma. Vizsgáltunk 
egy dimer peptidet (DIM), amely két fémion megköté-
sére képes. Ebben a rendszerben szintén a Ni(III)-
komplex felhalmozódása figyelhető meg a dizmutálási 
reakció során, amely gyorsan tovább alakul Ni*-gá. Meg 
kell említeni, hogy natív enzimfragmensnél (wtNiSOD) 
is megjelenik a Ni*, holott erről a NiSOD enzim eseté-
ben nem számoltak be. A wtNiSOD peptid szekvenciája 
teljes egészében megegyezik a NiSOD enzim aktív he-
lyének aminosavaival, de az általunk vizsgált ligandumok 
többségéhez hasonlóan csak kilenc aminosavból áll. Ez 
magyarázhatja a Ni* jelenlétét ezekben a rendszerekben, 
míg a NiSOD enzimek hosszú peptidláncai szerkezetük-
ből adódóan védelmet nyújthatnak az intramolekuláris 
redoxi degradációval szemben.
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