Doktori (PhD) értekezés tézisei

AZ OXOVANADIUM(IV) INDUKALT AMIDNITROGEN DEPROTONALODAS

Jakusch Tamas

Témavezeto:
Dr. Kiss Tamas

Szegedi Tudomanyegyetem,
Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszék,

Szeged
2004



BEVEZETES BES CELKITUZES

Az 1980-as évek elejére az oligopeptidek és a legaltalanosabban vizsgalt
kétértékii dtmeneti fémionok (Cu*", Ni*",Pd*", Co*", Zn*") kolcsonhatisinak fobb
kérdései alapvetden tisztazodtak. Az amidnitrogén deprotonalédasahoz és
koordinalodasdhoz egy elsddlegesen kotd horgony donor csoportra van
sziikség. A vanadium bioszervetlen kémiaja csak az utobbi évtizedekben indult
jelentdsebb fejlodésnek, ezen fémion — talan az érdeklddés hianyaban —
kimaradt a vizsgéalatokbol.

A nemkoordinalé oldallancot tartalmazé egyszer(i dipeptidek esetében vizes
oldatban az oxovanadium(IV) hidrolizal, az amidnitrogén nem koordinalodik a
VV0O-hez. Az aminocsoport — ellentétben més fémionokkal: Cu™, Ni, Co™, Pd"
— nem megfeleld horgony donor csoport a VYO indukélta amidnitrogén
deprotonalédas szamara. A 90-es évek elsd felében publikaltdk az elsé
oxovanadium(IV)-deprotonalt amidnitrogén kotést tartalmazd egykristaly
szerkezetek. Az elsé biologiailag is relevans ligandumokkal (egyszerii
dipeptidekkel) alkotott, igaz terner komplexek rontgenszerkezete 1998-ban valt
ismerté. Szintén ebben az évben kozolték az elsé vizes oldatban pH 4,5 koriil
lejatszodé oxovanadium(IV) indukalt amid nitrogén deprotonaloédasat a
szalicilglicin vegyiilettel, melynek feltehetéen a fenolatcsoportja tolti be a
horgony-donorcsoport szerepét.

Kutatémunkank sordn tovabbi informaciokhoz szerettiink volna jutni a VVO-
peptidamid koélcsonhatasrél, célkitiizéseink a kévetkezoek voltak:

— Olyan ligandumok keresése, esetleg szintézise, melyek képesek a VIVO iont
oldatban tartani, hidrolizisét meggatolni, az amidnitrogén(ek)nek a
koordinacidban valo aktiv részvételével.

— Masodik ligandum hatdsa az amidnitrogén deprotonalodasara: terner
rendszerek vizsgalata

— A kivalasztott ligandumok VYO komplexeinek stabilitasi alland6inak, ezen
keresztiil a rtendszer speciacigjanak pH metrids modszerrel  torténd
meghatarozasa

— ESR, lathaté elektrongerjesztési, ¢s amennyiben Ilehetséges CD
spektroszkopids modszerekkel az adott VIVO-ligandum rendszereket jellemezni



— Az Osszetétel, a stabilitasi allandok és a spektralis viselkedés alapjan a
keletkezett — elsésorban a deprotnalt amidnitrogént tartalmazé — komplexek
kotésmodjat minél pontosabban meghatarozni.
Munkéank soran tobb mint tiz ligandumot vizsgaltunk oxovanadium(IV)-koto
képesség illetve a fémion Aaltal indukalt amidnitrogén koordinalédas
szempontjabdl vizes oldatban. Az egyes rendszerek jellemzéséhez pH-
potenciometria, ESR-, lathaté elektrongerjesztési valamint amely esetekben
Iehetséges volt CD- spektrometrias médszereket alkalmaztunk.
A ligandumokat, amelyek terminalis karboxilcsoportot tartalmaztak, alapvetden
négy csoportba sorolhatjuk:
— tiolcsoportot tartalmazé ligandum (2-mpg),
— tobb alifas hidroxilcsoportot tartalmazo vegyiiletek (N-p-gliikkonil-
aminosavak),
— bidentit — amino- illetve fenolat- — koordinicié kialakitasara képes
komplexképzok (SalH,GlyGly, SalH.GlyGlyGly),
— fenolos hidroxilcsoport tartalmazé ligandumok,
a., két amidnitrogént tartalmazoé vegytiletek: (SalGly-L-Ala, SalGly-L-Asp),
b., Asp tartalmu ligandumok (Sal-L-Asp, SalGly-L-Asp).
A terner rendszerek vizsgélatat a tiolatcsoportot tartalmazé dipeptidszarmazék
vegyes rendszereire korlatoztuk, a B ligandumnak a bipiridil-t, egy
catecholszarmazékot tiront, a maltolt és az oxalsavat valsztottuk.

ALKALMAZOTT VIZSGALATI MODSZEREK

Az altalunk tanulmanyozni kivant ligandumok savbazis tulajdonsagait, valamit
fémkomplexeik egyensulyi allandéit pH-potenciometrias moédszerrel hataroztuk
meg 25 °C-on, 0,20 M ionerdsség (KCl) beallitasa mellet. A titralast személyi
szamitogép vezérelte automatikusan. A kapott eredményeket a PSEQUAD
illetve a csak a ligandumot tartalmazo rendszerek esetében a SUPERQUAD
programmal értékeltiik ki.

Az ESR spektroszkopias méréseket altaldban  cseppfolyés nitrogén
homérsékletén végeztikk. Az igy nyert spektrumokat megfelelé szamitogépes
program segitségével szimulaltuk, a részecskére jellemzé ESR paramétereket
meghataroztuk. A képzodott komplexek oldatszerkezetére elsdsorban az ily
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mdédon meghatarozott parhuzamos csatolasi allandd nagysaga és egy empirikus
megfigyelés alapjan felallitott egyenlet segitségével becsiilt érték
Osszehasonlitisabol  kovetkeztettiink. Ahol lehetséges volt természetesen
felhasznaltuk a CD illetve a lathaté clektrongerjesztési szinképbdl nyerhetd
adatokat is.

A ligandumok koziil a 2-merkapto-propionil-glicin és a terner rendszerek B
ligandumai Fluka termékek voltak., a tobbi ligandumot egytittmiikdo
partnereink allitottak elo.

U7 TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. A 2-merkaptopropionil-glicin rendszerben 1:10 fémion-ligandum arany
mellett VYO hidrolizise szamottevéen mar nem volt érzékelhets. A mpg
tiolatcsoportja — a karboxilcsoport koordinacidjaval kiegészitve — elsodleges
koordinacidja révén képes horgony donor csoportként viselkedve az
oxovanadium indukélta amidnitrogén deprotonal6dast eldsegiteni. A tiolcsoport
és az amidnitrogén deprotonaloédasa kozel egy lépcsében a pH 4-5
tartomanyban jatszodik le, mely sordan 5+5 tagl csatolt kelatrendszert
tartalmazé6 VOLH, 0sszetételi komplex jon létre. A tiolcsoport pozicidja
jelentdsen befolyasolja az amidnitrogén deprotonalodast.

2. A 2-merkaptopropionil-glicin-VVO-B  ligandum terner rendszerek (B
ligandum: bpipiridil, tiron, maltol, oxalsav) viselkedése alapjan
megéllapithatjuk, hogy a toltéssel nem rendelkezd, ¢és  fémion
viszontkoordinacidjat lehetévé tevd Dbipiridil ligandum eldsegitette az
amidnitrogén deprotonalédasanak bekovetkezését. A pH metrids mérésekbol
szamitott stabilitasi allandok alapjan megallapithatjuk, hogy a harom toltéssel
rendelkezé oxigén donorcsoportokat tartalmazé B ligandummal kialakithatd
deprotonalt amidnitrogént tartalmazé vegyes komplex képzddése nem
kedvezményezett.

3. A pH metrids mérések alapjan az oxovandium(IV) hidrolizise 1:5 fém:
ligandum arany mellet méar elhanyagolhaté mértékd. A pH metrias titralasok



mutatjdk, hogy a pH 4-5 tartomanyban két extra lugfogyas tapasztalhatd
fémiononként. Az alkoholatcsoport koordinaciéja — valésziniileg a cukorrész
tovabbi nem deprotonalt alkoholcsoportjaival, ¢és természetesen a
karboxilatcsoport koordinacidjaval kiegészitve — hathatosan eldsegiti az
oxovanadium(IV) indukalta amidnitrogén deprotonalodast. Az alkoholos
hidroxilcsoport €s az amidnitrogén protonvesztése jelen esetben is kozel egy
Iépcsdben jatszédik le, mikézben ESR-csendes komplexek, feltehetéen dimerek
képzédnek. A pH tovabbi emelésével egy-egy ujabb alkoholatcsoport
koordinacigjat valdszintisitjiik fémiononként, a dimer szerkezet megtartasa
mellett. A pH 10 felett lejatszodo Gjabb protonvesztési folyamat kovetkeztében
a dimer egység — amely mar telitett koordinacids szféraju volt — monomerekre
esik szét, amit az 1jbdl megjelend ESR jel is igazol.

4, A SalH,GlyGly és SalH,GlyGlyGly ligandumok VYO komplexeit kétszeres,
vagy annal nagyobb ligandumfelesleg mellett a pH 2-8 tartomanyban tudtuk
pH-potenciometridas modon tanulmanyozni. Kizarolag a tripeptid analég esetén
tudtunk amidnitrogént tartalmazé VOLH., 6sszetételd részecskét kimutani, az
amidnitrogén deprotonalédasa pK = 5,43-mal kovetkezik be. A mindkét
ligandumaltal képzett biszkomplexek szerkezete az teljesen egyforma ESR
spektrumuk alapjan azonosnak kell lennie. A mért és a Chasteen féle empirikus
Osszefiiggés alapjan becsiilt csatolasi alland6 értékeinek 6sszehasonlitisa
alapjan a négy lehetséges donorcsoportbol mind a biszkomplex (fenolat, amin,
amid, karboxilat), mind a VOLH, osszetételi deprotonalt amidnitrogént
tartalmazé komplexben (2 fenolat, két amin) vagy egy fenolat vagy egy
amincsoport axialis poziciéban koordinalédik.

A két ligandum kozott megfigyelhetd kiillonbség igazolja, hogy a
karboxilatcsoport megfelelé pozicidban toérténd koordinacidja — amely csak a
SalH,GlyGly ligandum esetén tud az amidnitrogénnel valamint a fenolat és az
aminocsoporttal  6+5+5 tagl csatolt kelatgytirirendszert képezni —
meglehetésen fontos az oxovanadium(IV)ion indukalta amidnitrogén
deprotonalédas szempontjabol.



5. A VPO - SalGly-L-Ala rendszerben a kétszeres ligandumfelesleg mellett
végzett titralasok sordan mar nem tapasztaltuk a VYO(OH), csapadék levalasat.
A pH-potenciometridas mérések kiértékelése soran 1:1 sszetételli komplexek
feltételezésével a titrdlasi gorbék kielégitdéen — bar az 5-7 pH tartomanyban
meglehetésen nagy hibaval terhelten — leirhatéak, biszkomplexekre nem
tudtunk stabilitasi allandot meghatarozni. Az 5-6 pH tartomanyban lezajlo
folyamatokat pH-metrias, szobahémérsékleten illetve fagyasztott oldatban mért
ESR-, CD- valamint lathat6 elektrongerjesztési spektroszkopias modszerekkel
nyomon kovetve a kovetkezd megallapitasokat tehetjiik. Ebben a pH
tartomanyban a nem teljesen elhanyagolhat6 hidrolizis mellett az oxovanadium
altal indukalt amidnitrogén deprotonalodasi folyamatok lezajlanak, egy
V™OLH.; részecskét eredményezve. A részecske fagyasztott oldatban felvett
ESR-spektruma markansan kiilonbozik a SalGly egy deprotonélt amidnitrogént
tartalmazé komplexének ESR-szinképétdl. A parhuzamos csatolasi allandok
kozotti kiilonbség visszavezethetd még egy amidnitrogénnek az ekvatorialis
sikban torténd koordinacidjara. Ezzel elsdként sikertilt vizes oldatban két
deprotonalt amidnitrogént tartalmazé VYO komplexet kimutatni, amely jelent6s
mennyiségben képzddik. Az amidnitrogének protonvesztése és koordinacidja az
osszes alkalmazott modszer szerint az Cu” ionndl megszokott 1épcsézetes
folyamatok helyett kozel egy 1épcsdben jatszodik le, a folyamatra a
szobahdmérsékletli spektrumokbol szamitott atlagos amid pK érték 5,31, ami jo
egyezésben van a pH-metrias eredményekkel EpK/2 = 5,37).

6. A Sal-L-Asp ¢s SalGly VVOL komplexek hasonlatossiga — egyezb pK
értékek és hasonld ESR-spektrumok — az extra karboxilatcsoport maximum
axialis koordinacidjat bizonyitjdk. A tripeptid analogok esetén a nagyobb
kiilénbségek — kiilonb6zd pK-k és helyenként kiilonboz6 ESR-spektrumok — az
eltérd koordinacids modra utalnak. Az oldallancon talalhaté karboxilatcsoport
ekvatoriélis koordindcidja magyarazatot adhat minderre.

A VY0 indukalt amidnitrogén-deprotonalédas mindkét ligandumnal — ahogy az
aszparaginsav-oldallanc  nélkiili  szarmazékoknal is —  bekovetkezik,
mindazonaltal az extra karboxilatkoordinacio kiilonb6ézoképpen hat a
folyamatra. A dipeptidanalog axidlis koordindcidjanak nincs hatdsa az



amidnitrogén deprotonalodasanak pK értékére (4,79) az a SalGly liganduméval
(4,76) gyakorlatilag megegyezik.

A tripeptidanalég amidnitrogénjeinek deprotondlédasakor — mivel a VYOL
komplexben a karboxilatcsoportok az ekvatorialis sikban helyezkedtek el — a
SalGly-L-Ala tipusit VYOLH, komplexek képzédéséhez a donorcsoportok
atrendez6dése sziikséges. Az amidnitrogének kooperativ deprotonalodasara
jellemzd pH érték igy 0,6 egységgel magasabban van, mint a SalGly-L-Ala
esetében. Mindkét tripeptidanalogot tekintve az egyszeresen deprotondlt
szarmazEékbol képzodott maximalisan  képzddott mennyiség  moltortje
bizonytalan, az alkalmazott kisérleti technikdk kiilonb6z6é értéket hatiroznak
meg.

Altalanos megdllapitdsok:

7. Az amidnitrogén deprotonalédasat és koordinalodasat a SalH.GlyGlyGly
ligandum kivételével minden rendszerben — legalabb két fiiggetlen médszerrel,
pH-metria valamint ESR- és/vagy CD-spektroszkopiai modszerekkel — sikertilt
alatdmasztani. Vizsgalataink szerint az amidnitogén deprotonalodasa az egy
nitrogént tartalmazo ligandumok — 2-mpg, Sal-L-Asp, N-p-gliikonil-aminosavak
illetve az irodalombdl ismert SalGly — esetén a 4-5 pH tartomanyban jatszodik
le. A két amidnitrogént illetve az egy amid és egy aminocsoportot tartalmazo
ligandumok - SalH,GlyGly, SalGly-L-Ala — esetén az amidnitrogén
deprotonalédasa mar koriilbeliil egy pH egységgel késobb jatszodik le.

8. A SalH,GlyGly, a SalH.GlyGlyGly és a SalGly-L-Ala rendszerekben kapott
eredmények alapjan valdszinfisitjilkk, hogy az oxovanadium(IV) indukalta
amidnitrogén-deprotonalédas savas pH tartomanyban jellemzéen olyan
rendszerekben johet 1étre, ahol a kézponti fémionhoz elsédlegesen mar két vagy
tobb  horgony-donorcsoport koordinalodott, ezaltal az amidnitrogén(ek)
koordinacigjaval harom (vagy négy) egységbdl allo csatolt kelatrendszer jon
létre, és ahol minden amidnitrogén legalabb két kelatgyliri része. E
megéllapitast alatadmaszthatja egyrészt az a megfigyelés, hogy egyetlen



ligandum esetén sem képz6édott VIVO(LH.), két deprotondlt amidnitrogént
tartalmazé biszkomplex, amelyhez elegendének kellene lennie egyetlen
horgony-donorcsoportnak is. Az allitas igazolasara tovabbi kisérletek elvégzése
sziikséges.

9. A karboxilatcsoport mellett a horgony szerepét betoltd donorcsoportokat
(fenolat, tiolat, alkoholat+alkoholos hidroxilcsoportok) Osszehasonlitva
megallapithatjuk, hogy a fenolatot tartalmazé ligandum (SalGly) stabilabb
kolcsonhatast képes kialakitani a V™VO-ionnal, mint a tiolat (2-mpg) és az
alkoholatcsoportot (példaul GluGly) tartalmazo vegyiiletek, ezaltal erdsebb
horgonyként  viselkedve jobban elésegiti a fémion hidrolizisének
megakadalyozasat. Az amidnitrogén deprotonalédasanak pK értéke azonban
inkabb a tiolat < alkoholat < fenolat sorrendben névekszik. Az oxovanadium
(IV) altal preferalt oxigénkoordinacio révén a vanadiumatom koérnyezetében
megndvekedett toltésslirliség az amidnitrogén deprotonalodasara gatlé hatassal
van.

10. A megaéllapitott szerkezetek alapjan lehetdség nyilik az amidnitrogén
parhuzamos csatolasi allandéhoz valé hozzajarulas értékének pontosabb
becsléséhez. A hozzajarulas értéke viszonylag tag hatarok — 35,5-40,0x10*cm™
— k6z6tt mozog, ¢és hasonléan az irodalomban kozoltekhez jellemzoen fiigg a
vanadium kornyezetének 6ssztoltésétol. Egy negativ toltésii komplexeknél 35,5-
38x10*cm™, mig a minusz két vagy még nagyobb toltés esetén a 38-40 x10*cm
! tartoméanyba esik.
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