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Bevezetés és célkituzések

A cukorbetegség (diabetes mellitus, DM) napjainkban mind elterjedésében, mind
kimenetelében az egyik legnagyobb népegészségiligyi probléma vildgszerte. Kronikus
betegség, genetikai €és kornyezeti tényezok egyiittes hatasara jon 1étre anyagcserezavarok és
érrendszeri szovodmények képében. A cukorbetegségben a cukoranyagcserét alapvetden
szabalyoz6 peptidhormon, az inzulin hatdsa csokken, vagy azért, mert kevesebbet termel a
hasnyalmirigy (I. tipust vagy inzulinfiiggé DM), vagy azért, mert a sejtek rezisztenssé valnak,
emiatt a szervezet egyes sejtjei nem képesek a vérbol a cukrot felvenni (II. tipust vagy nem
inzulinfiiggd DM). A betegség gyogymoddja jelenleg nem ismert, ezért a cukorbetegek
folyamatos kezelésre (altaldban inzulinterapiara) szorulnak.

A vanadiumvegyiiletekrdl mar régdta ismert, hogy csokkentik a vércukorszintet: az
elsé feljegyzés az inzulin felfedezését is megeldzve 1899-bdl szarmazik. Az 1970-es évek
végétol keriilt ismét az érdeklodés kozéppontjaba a vanadiumkémianak ez a teriilete. In vitro
¢és in vivo kisérletek is igazoltak, hogy a vizsgalt vanadiumvegyiiletek képesek az inzulin
egyes alapvetd hatdsait utdnozni, fokozni, a cukorbetegség tiineteinek egy részét csdkkenteni.

A vanadium kémiajaval foglalkozd kutatok egy része olyan gyogyszert vagy
gyogyhatast készitményt szeretne kifejleszteni, amely megkonnyithetné a cukorbetegek
kezelését, helyettesithetné az inzulinterapidt. A vanadiumvegyiiletek eldnye az inzulin-
készitményekkel szemben az, hogy szdjon at szedve is csOkkentik a vércukorszintet, mig a
peptidet az emésztéenzimek elbontjak. Hatranyuk — mint altalaban a fémvegytileteknek—,
hogy nem specifikusan hatnak, igy a fellépd mellékhatasok, az esetleges toxicitds még
megoldandé problémat jelent.
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biologiai, fizioldgiai hatds szempontjabol. Ugyanis ez hatdrozza meg, hogy a vanadium eljut-e
egyaltalan azon helyekre, ahol a biologiai hatasat kifejti. Azt is figyelembe kell venniink,
hogy bizonyos mértékig — fliggetleniil az alkalmazott fémtartalmi gyogyszer kiindulési
kémiai formdjatol — a fémion a bioldgiai nedvek és szdvetek nagyszamu potencialis
fémionko6té molekulaival vald kolesonhatas (ligandumcsere- és redoxireakciok) eredménye-
ként sorozatos atalakuldsokon mehet keresztiil. A vanadiumvegyliletek oldatkémidjanak
ismerete elengedhetetlen a potencialis gydgyszermolekulak tervezéséhez, a bioldgiai hatasért
felelds részecskék azonositasahoz is.

A biolégiai vizsgalatok szervetlen vanadat(V)sokkal és peroxo-vanadat(V)-
vegyiiletekkel kezdddtek, majd a kevésbé mérgezé oxovanaddium(IV)komplexek felé fordult a
figyelem. Megfelelé6 ,csomagoldsban™, azaz megfeleld6 komplexképzé ligandum
alkalmazésaval lecsokkentheté az egyébként mérgezd fémbdl az inzulinutdnzo hatds
eléréséhez sziikséges dozis. Szamos kis molekulatomegli, fiziologids pH-n stabilis és
semleges V'VO-komplexet talaltak in vitro, valamint in vivo vizsgalatokban hatisosnak. Az
»inzulinutdnz6” hatas pontos mechanizmusa jelenleg még nem ismert.



Célkitiizéseink kozt az szerepelt, hogy oldategyensulyi vizsgalatok alapjan
modellezziik, (1) milyen V'VO-komplexek képzédnek potencialis hordozoligandumokkal,
illetve (2) mi torténik a szervezetben — azon beliil is a sejtekben — a bejuttatott vanadiummal.

A hordozoligandumok kivalasztasa soran arra torekedtliink, hogy a vizsgalando
vegyiilet donorcsoportjainak mindsége és elrendezddése révén képes legyen a vanadium
megkotésére; megfeleld stabilitdsu, lehetdleg semleges, jO membrantranszport-sajatsaga
V!V O-komplex képzédjon a fiziologias pH-tartomanyban. A VYO inkabb hard fémionként
viselkedik, azaz erdsebb kolcsonhatdsra képes oxigéndonor-atomot tartalmazé
komplexképzdkkel, mint nitrogént vagy ként tartalmazokkal.

Az egyik kivalasztott ligandumcsalad a szénhidratszarmazékok kozé, mégpedig az
aldohexo6zok erdteljes oxidacidja révén keletkezé aldarsavak (o,w-polihidroxi-dikarbonsav)
kozé tartozik. Ennek a vegyiilettipusnak két tagjat vizsgéltuk: a D-gliikdrsavat és a
galaktarsavat.

A masik vizsgalt potencialis hordozéligandum-csalad az ugynevezett sal,en tipusu
Schiff-bazis szarmazékok csalddja. A sal,en (N,N’-bisz(szalicilaldehid)-etiléndiimin) két
szalicilaldehid ¢és egy etiléndiamin kondenzécids termékeként allithaté eld. Az egyik
modositasi lehetdség az aldiminkotések telitése, mely révén flexibilisebb szerkezetil,
stabilisabb molekulat kapunk. A masik lehetdség az o-hidroxi-benzaldehid és/vagy a diamin
modositasa, cseréje. Potencialis fémionk6td funkcioscsoportok beépitésével a ligandum
térkitoltése, lipofil/hidrofil jellege, vanadiumkotd sajatsaga is valtoztathatd. Az o-hidroxi-
benzaldehidet piridoxélra (Be-vitamin aktivitdsu piridinszdrmazékra), mig az etiléndiamint
2,3-diamino-propionsavra, illetve 2,5-diamino-pentansavra (ornitinre) cseréltik. Az igy
elballitott ligandumok — pyren, rpyroen, sabdpa, salorn — V'VO-val képzett komplexeit
jellemeztiik.

Potencidlis inzulinutanzo komplexek sejtalkotokkal valod kdlcsonhatasdnak vizsgalata
nyujthat tovabbi felvilagositast arra, hogy mi jatszodik le a sejtekben, ami a fizioldgias
hatashoz vezet. Mindezek tiikrében olyan terner rendszerek oldategyensulyi vizsgalatat
hajtottuk végre, ahol a V'VO-ion mellett hordozoligandumként maltol vagy dipikolinsav,
sejtalkotd biomolekulaként ATP vagy GSH volt jelen.

------

érdekében pH-potenciometrids méodszerrel meghataroztuk a kivalasztott hordozoligandumok
VVO-komplexeinek Gsszetételét, stabilitasi allandéit és ezen keresztiil a képz6dé részecskék
eloszlasat. Majd ESR-, elektrongerjesztési- és — amennyiben lehetséges — CD-spektroszkopids
modszerekkel jellemeztiik az adott V'VO-ligandum rendszereket. Javaslatot tettiink az
Osszetétel, a stabilitasi allandok és a spektralis viselkedés alapjan a keletkezett komplexek
kotésmodjara.



Alkalmazott vizsgalati modszerek
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stabilitdsi 4llandoit pH-potenciometrids titralassal hatdroztuk meg. Minden oldatban
egyensulyra vezetd, pH-effektussal (protontermelddéssel vagy -fogyassal) jard reakcio
kivaloan tanulmanyozhat6 ezzel a modszerrel. A méréseket vizes kdzegben, inert atmoszféran
(Ar), allandé hémérsékleten (25,0 + 0,1 0C), allando ionerdsség (I = 0,20 M, KCI) és allando
keverés mellett hajtottuk végre. A SUPERQUAD ¢és a PSEQUAD programokat hasznaltuk a
kisérleti adatok kiértékeléséhez.

Minden esetben UV-lathatd spektrofotometrias modszerrel is nyomon kovettiik a
komplexképzddést. Az elektrongerjesztési spektrumok elemzése soran a V''O-centrumhoz
koordinal6d6 donoratomok szdmaro6l, mindségérdl ¢és a komplex geometridjardl kaphatunk
informdciot.

A cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkopia az optikailag aktiv molekuldk fontos
vizsgalati modszere. A sikban polarizalt fény két Osszetevdjének kiilonbozd abszorpcidjat
optikailag aktiv kozegben cirkularis dikroizmusnak vagy Cotton-effektusnak nevezik.
Atmenetifém-komplexek akkor rendelkeznek lathato CD-spektrummal, ha a benniik 1év6
kozponti fémion kiralis kornyezetben van. Kiralis ligandumokkal képzédé V'V O-komplexek
esetében annal intenzivebb Cotton-effektust tapasztalhatunk a d-d tartomanyban, minél
erésebb a kolcsonhatas a ligandum kiralitiscentruma és a kdzponti fémion kozott. A V'VO-
sal,dpa rendszer, valamint az ATP és a GSH vegyes liganduma V' O-komplexeinek
jellemzése soran alkalmaztuk ez a modszert.

Az elektronspin-rezonancia (ESR) spektroszkopia a parositatlan elektront tartalmazo,
paramagneses ionok és molekuldk fontos vizsgélati modszere. A vanadium +4-es oxidacios
allapotban egy parositatlan elektronnal rendelkezik (S = 1/2), a 99,76 % természetes
gyakorisagu *'V izotop magspinje I = 7/2. Emiatt a V'VO*" jonnak és komplexeinek szoba-
hémérsékleten nyolc hiperfinom vonalbol 4llo, jellegzetes izotop ESR-spektrumuk van; mig a
lefagyasztott oldatuk spektruma altaldban axidlis: nyolc parhuzamos ¢€s nyolc merdleges
savbol all. A vizsgalt V'VO-rendszerek ESR-spektrumait tdbbnyire Rockenbauer A. és Korecz
oldatszerkezetére az ESR paraméterek (g-tényez0, A csatolasi allando, D zérustér felhasadas)
alapjan tettlink javaslatot.



A vizsgalt ligandumok szerkezete
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Uj tudoményos eredmények

1.

2.

Aldarsavak (a D-gliikdrsav és a galaktarsav) V"' O-koté képessége:

1.1. Méréseink alapjan megallapitottuk, hogy mindkét vizsgalt ligandum hatésosan koéti a
V"V O-iont az alkalmazott kisérleti koriilmények kozott. Ezek az aldarsavak a képz6dd
komplexek stabilitdsa alapjan hordozoéligandumként eldsegithetik a vanadium
szervezetbe juttatdsat.

1.2. Komplexeikben a ligandumok mar kis pH-n is két foggal — egy karboxilat- és egy
alkoholos hidroxilcsoporton keresztiil — koordinalédnak a kozponti fémionhoz. A pH
novelésével a koordinacids szféraban 1évd alkoholos hidroxilcsoport deprotonalodik.
Ez a fémionindukalt folyamat a kétmagvl, dimer komplexek képzddése soran valik
teljessé. Mindkét vizsgalt rendszerben a monomer-dimer egyensuly a hémérséklet
emelésével a dimerek iranyaba tolddik el, entropiavezérelt endoterm dimerizacid
jatszodik le. A kétmagva komplexek esetében az a-hidoxi-karbonsavakra jellemzo
cisz-transz izomériat figyelembe véve javaslatot tettink a V''O-centrumok
kornyezetére.

1.3. Azt tapasztaltuk, hogy ugyan a ligandumok deprotonalddasi folyamatai nem, viszont
a komplexképzddés — elsésorban a kétmagva komplex esetében — sztereoszelektiven
jatszodik le. Mind a pH-potenciometrids, mind az ESR-méréseink azt tdmasztjak ala,
hogy a D-gliikarsav valamivel jobb komplexképz6, mint a galaktarsav.

Piridoxalbdl és etiléndiaminbol képzett Schiff-bazis (pyr.en: N,N'-etilén-bisz(piridoximin))
és redukdalt Schiff-bazis (rpyrsen: (N,N'-etilén-bisz(piridoxamin)) V' O-két6 sajatsdgai:

2.1. Megallapitottuk, hogy a ligandumok dontéen négy foggal, a két fenolat- és a két
amino-/iminocsoporton keresztiil, csatolt kelatgyliriiket képezve koordinalodnak a
kozponti fémionhoz [VOLH,]™" (n=2, 1, 0) 6sszetételii részecskéket képezve. Majd
a képz6d6 monokomplex a nem koordinaldodé piridiniumcsoportok deprotonalodasa-
val alakul tovébb.

2.2. A [VOL] semleges komplex vizben rosszul oldodik, a pH-potenciometrias mérési
koriilmények kozt néhdny mM-nal nagyobb koncentraciondl mar kicsapodik az
oldatbol. A két ligandum koziil a pyr,en semleges komplexének oldhatdsaga kisebb.

2.3. A pyren Schiff-bazis az aldimin kotéseknek koszonhetdéen viszonylag merev
szerkezettel rendelkezik, mely befolyasolja a komplexképzd képességét is:
nagysagrendekkel gyengébben koti a V'VO-iont, mint a flexibilisebb rpyren. A
merevebb szerkezettel, a donorcsoportok ,kedvezdtlen” preorganizaciojaval
magyarazhaté az is, hogy kis pH-n a pyren eldszor csak két foggal kotddik a
vanadiumhoz, és [VOLH4]*" komplex képz6dik.



2.4. Erdekes geometriai izomériat tapasztaltunk az rpyren redukalt Schiff-bazis
[VOLH,]" komplexeinél. Attél fiiggden, hogy a vizmolekula axialisan, vagy
ekvatoridlisan kot be a fémion szabad koordinacids helyéhez cisz-transz izomerek
képzddnek.

2.5. A Kkiilonbozd atmenetifém-ionokkal képz6dd, [MLH,]"" 0Osszetételii rpyren-
komplexek bazicitassal korrigalt stabilitdsi allandojat Osszehasonlitva az alabbi
stabilitasi sorrendet kapjuk: Cu''> V'VO > Ni"'> zn".

. Szalicilaldehidbdl és diamino-karbonsavakbol képzett redukalt Schiff-bazisok (salxdpa:
N,N’-bisz(2-hidroxibenzil)-2,3-diamino-propansav, sal,orn: N,N’-bisz(2-hidroxibenzil)-
2,5-diamino-pentansav) V" O-komplexei:

3.1. Mindkét ligandum nagy stabilitdsu, dontden 1:1 Osszetételii komplexeket képez a
V"V O-ionnal. A sal,dpa pH 5,0 és 9,0; mig a sal,orn pH 7,0 és 10,0 kozott bizonyult
kitlin vanadiumkotonek (ezekben a pH-tartomanyokban a [VOL] komplexek kozel
100%-ban képzddnek).

3.2. Megallapitottuk, hogy a ligandumok kozotti szerkezeti kiilonbség — eltéré méretii
diamino-karbonsav-hid — azt eredményezi, hogy a sal,dpa nemcsak savasabb
vegyiilet, hanem erdsebb V'VO-kétd is mint a sal,orn. Egy korabban vizsgalt
négyfogu sal,en-szarmazékhoz képest az extra karboxilcsoport révén valamivel
stabilisabb V'V O-komplexeket képez az 6tfogu sal,dpa.

3.3. A komplexképzddés kezdetén csak a ligandumok fele koordindlodik, majd kooperativ
modon tovabbi két csoport deprotonalddik és vesz részt a fémionmegkotésben. Az
ESR-mérések szerkezeti izomerek képzédését tamasztjak ala. A V'VO —sal,dpa
rendszer spektralis vizsgalatai alapjan javaslatot tettiink a komplexekben [évd
kozponti fémion kornyezetére.

. Inzulinutanzé V" O-komplexek kolesonhatdsa sejtalkoté bioligandumokkal (ATP, GSH):

4.1. Bar mind az ATP, mind a GSH sejtalkoto ligandumokkal sikeriilt vegyes ligandumu
komplexképzodést kimutatnunk, modellrendszereink vizsgalata alapjan megéallapitot-
tuk, hogy az ATP — viszonylag jo komplexképzdként — a ligandumcsere-reakcidkban,
a GSH - kevésbé¢ jo komplexképzoként — inkabb a redoxireakcidkban jatszhat
szerepet a sejtekben.

4.2. A vegyes ligandumi VOAB komplexekben — savas és semleges pH-n — az ATP a
terminalis foszfatcsoportjain, mig a gyengén ligos pH-tartomanyban képz6do
VOABH_, komplexekben a ribdzrész alkoholatjain keresztiil koordindlodik a
kozponti fémionhoz. Fiziologids pH-n a V'VO-ion szivesebben képez [V'O-maltol]
biszkomplexet, mint [V'VO-maltol-ATP] vegyes liganduma komplexeket.



4.3.

4.4.

A VVO-dipikolinsav—ATP rendszerben pH 4 és 9 kozdtt a vegyes ligandumu
komplexek képzddése a domindns; a két ligandum egyiitt hatdsosabban koti a
vanadiumot, mint kiilon-kiilon.

A GSH-val vegyes ligandumu komplexképzddést csak spektralisan, nagy GSH-
felesleg mellett tudtunk kimutatni. A pH-potenciometrids mérések soran alkalmazott,
kisebb GSH-felesleg nem volt képes megakadalyozni a V'O részleges hidrolizisét. A
vegyes ligandumu komplexekben a GSH glicinrészének koordinacidja
valoszintisitheto, €s csak pH 7 f6l6tt varhato a tiolatcsoport részvétele a fémkotésben.

Eredményeink arra utalnak, hogy a sejtekben a biologiai hatasért felelds
vanadiumkomplexek modellezésekor nem hagyhatjuk figyelmen kiviil az ATP biner
¢s terner komplexeket. A vanadiumvegyiiletek GSH-val lejatsz6do6 redoxireakcioinak,
elsdsorban iddébeli lejatszodasanak tisztazasa, leirasa tovabbi vizsgalatokat igényel.
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The effects of AI(III) speciation on activity of trypsin — 2. Similarity searches (eléadas)
The V" International Symposium — Young People and Multidisciplinary Research, 6-7.
November, 2003, Timisoara, Romania



10.

11.

12.

Dornyei A., E. Garribba, Jakusch T., Forgo P., Kiss T.:
A D-cukorsav ¢és a nyalkasav vanadiumkotd sajatsagai (eléadas)
XXXVIII. Komplexkémiai Kollokvium, 2003. majus 21-23, Gyula

A. Dornyei, G. Paragi, I.G. Csizmadia:

An exploratory study of the conformational intricacy of selected fluoro-substituted
carboxylic acids (poszter)

“The role of chemistry in the evolution of molecular medicine” A tribute to Professor
Albert Szent-Gyorgyi, 27-29 June, 2003, Szeged

. Dornyei A., E. Garribba, Jakusch T., Forg6 P., G. Micera és Kiss T.:

Aldarsavak oxovanadium(IV)- és vanadium(V)-komplexei vizes oldatban (eléadas)
XXVI. Kémiai Eloadoi Napok, 2003. oktober 27-29, Szeged

Dornyei A., Kilyén M., Gyurcsik B., Laczkoé 1., L. Simon M., Kotorman M., Pécsvéradi A.,
Kiss T.:

Al(IIT)-komplexek hatdsa a szerin-protedz tripszinre (eléadas)
XXXIX. Komplexkémiai Kollokvium, 2004. majus 26-28, Gardony

A. Dérnyei, T. Jakusch, P. Forgo, E. Garribba, G. Micera, T. Kiss:
VO(IV)- and VO,(V)-binding abilities of saccharic and mucic acids (eldadas)

3 Working-group meeting (Insulin-mimetic vanadium compounds, COST D21/009/01),
September 67, 2004, Szeged

A. Dornyei, S. Marcdo, J. Costa Pessoa, T. Kiss:

Complexation in the ternary systems of VO(IV)-dipicolinate and VO(IV)-maltolate with
ATP and glutathione: a model for cell processes (eléadas)

4" Working—group meeting (Insulin-Mimetic Vanadium Compounds, COST D21/009/01),
October 1-2, 2005, Thessaloniki, Greece

T. Kiss, A. Doérnyei, S. Bouhsina, S. Marcao, J. Costa Pessoa:

Interactions of insulin mimetic vanadium complexes with cell constituents: ATP and
glutathione (poszter)

First European Conference on Chemistry for Life Sciences, October 48, 2005, Rimini,
Italy

Dornyei A., S. Marcdo, J. Costa Pessoa, Kiss T.:

Inzulinutdnzé oxovanadium(IV)komplexek kolcsonhatasa sejtalkotd bioligandumokkal
(eldadas)

XLI. Komplexkémiai Kollokvium, 2006. majus 31 — junius 2, Matrafiired

T. Kiss, T. Jakusch, D. Hollender, A. Dérnyei:

Biospeciation of insulin-mimetic VO(IV) complexes (el6adas)

The Fifth International Symposium on the Chemistry and Biological Chemistry of
Vanadium, September 10—14, 2006, San Francisco, California, USA

A. Dérnyei, T. Kiss, S. Marcao, J. Costa Pessoa:

Interactions of insulin mimetic vanadium complexes with cell constituents: ATP and
glutathione (poszter)

The Fifth International Symposium on the Chemistry and Biological Chemistry of
Vanadium, September 10—14, 2006, San Francisco, California, USA



13. J. Costa Pessoa, S. Marcao, 1. Correia, G. Gongalves, A. Dornyei, T. Kiss, T. Jakusch,
I. Tomaz, M.M.C.A. Castro, C.F.G.C. Geraldes, F. Avecilla:
Vanadium (IV and V) complexes of reduced Schiff bases derived from the reaction of
aromatic o-hydroxyaldehydes and diamines containing carboxylic groups (poszter)
The Fifth International Symposium on the Chemistry and Biological Chemistry of
Vanadium, September 10—14, 2006, San Francisco, California, USA

14. A. Dornyei, S. Marcdo, J. Costa Pessoa, T. Jakusch, T. Kiss:
Interactions of insulin-mimetic vanadium complexes with the cell constituents ATP and
glutathione (poszter)
2 European Conference on Chemistry for Life Sciences,
September 4-8, 2007, Wroclaw, Poland
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