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1 Bevezetés

A peptidamid-kotés, mint a fehérjék elsédleges szerkezetét biztositd 6sszekotd kapocs fontossaga az
jelentdségli, bar az emberi testben eloforduld oligopeptidek (példaul glutation) és az albumin esetében
biologiai jelentdséggel bir. A vérszérumalkot6 albumin N-terminélis vége Cu'- és Ni'ionok — egy amin, két
deprotonalt amidnitrogén, valamint egy hisztidinnitrogén révén — koordinalasara alkalmas. A kis
molekulatomegli oligopeptidek j6 fémmegkotd képességiik és biokompatibilitisuk révén alkalmazhatok
kornyezet- ¢és szervezetbarat kelatterapiaban, illetve egyes fémionok szervezetbe juttatisaban is.

A vanadium néhany alacsony rendi ¢lolény szamara nélktlozhetetlen. A vanadiumfliggd
haloperoxidazok tobbek kozott moszatfajok talalhatoak meg, de fémion eléfordul egyes baktériumok
nitrogenaz enzimjében is, amely molibdénhiany esetén aktivalédik. Az allatok néhany csoportja
(zsakallatkak: ascidians illetve a galocak: amanitas) szervezetében jelentds mennyiségli vanadiumot halmoz
fel kiilonboz6 vegytiletek formajaban, melyeknek funkcidja jelenleg nem ismeretes.

A magasabb rendii €16 szervezetek szdmara a vanadium mar nem til jelentés mennyiségben is toxikus.
Mérgez6 hatdsa feltehetden a vanadation és a foszfation geometriai hasonlosagara vezethetd vissza, a
vanadium e forméja reverzibilisen gatol szamos a foszfat metabolizmusban résztvevé enzimet. Kisebb
koncentraciéban ¢s megfeleld "csomagolasban" adagolva azonban bizonyitottan inzulinutanzé hatasu
(“insulin mimic”). Erre alapozva egy olyan szajon at bevehetd, a vanaddiumkomplexet mint hatdanyagot
tartalmazé gyogyszer kifejlesztése remélhetd, amely a cukorbetegek szamara kivaltja napi inzulininjekciot.
Az ujabb kutatasok alapjan egyes szerz6k az inzulinutdnzé effektust mostandban csak inzuliner6sito
(“insulin enhancing”) hatasnak nevezik. A pontos hatasmechanizmus maig tisztdzatlan. A semleges
oxovanadium(I'V)-komplexek kozel azonos mértékii hatasa — valamint a fémion és a ligandum szervezeten
beliili szeparalt mozgéasa — azt bizonyitja, hogy maga a vanadium valamely oxidacids allapotaban (esetleg
tobben 1s) fejti ki a megfeleld hatast. A koordinalédéd ligandumok szerepe pedig elsésorban a felszivodas
elosegitése lehet. A véraramba jutott oxovanadium(IV)ionok a stabilitasi allandoknak megfelelden
valészintlileg az elsddleges fémionszallitd fehérjéhez a transzferrinhez kotédnek.

Az oxovanadium(IV)iont paramagneses volta miatt, amely jol mérhetd és igen informativ ESR-
spektrummal parosul, mar a hetvenes ¢vek soran ugynevezett spinprobaionként alkalmaztak egyes fehérjék
(transzferrin, inzulin, karboxipeptidaz A, szénsav anhidraz, stb.) fémkoté helyének felderitésében. Ennek
soran jelentds mértékben tamaszkodtak a bioldgiai rendszerekben fellelhetd, koordinacidra képes —
karboxilat-, amin-, tiolat-, alkoholat-, stb. — csoportokkal rendelkez6, kisméretli ligandumokkal kapott
korabbi ESR-eredményekre.

Az 1980-as évek elejére az oligopeptidek ¢s a legaltalanosabban vizsgalt kétértékl atmeneti fémionok
(Cu", Zn", Co", Ni") kolcsonhatidsanak fObb kérdései alapvetden tisztazodtak. Mivel a vanadium
bioszervetlen kémidja csak az utdbbi évtizedekben indult jelentsebb fejlodésnek, az oxovanadium(I'V)ion —
talan az érdeklddés hianyaban — eddig kimaradt a vizsgalatokbol.

A 90-es évek els6 éveiben jelentek meg az elsé deprotonalt amidnitrogén — oxovanadium(IV) kotést
tartalmazé egykristalyszerkezetek. Az els6, biologiai rendszerekben is fellelheté ligandumokkal — egyszert
dipeptidekkel — alkotott terner komplexek rontgenszerkezete 1998-ban valt ismertté. Szintén ebben az évben
kozoltek vizes oldatban pH 4,5 koriil lejatszodé oxovanadium(IV) indukalt amidnitrogén deprotonalédasat a
szalicil-glicin esetében, ahol feltehetden a fenolatcsoport t6lti be a horgony-donorcsoport szerepét.

Kutatomunkank soran tovabbi informacidkhoz szerettiink volna jutni a VYO - peptidamid
kolesonhatasrol. Mindezek fényében érdemesnek tlint az amidnitrogén deprotonalddasahoz elengedhetetlen
¢s az oxovanadium(IV)ion szamara megfelelé horgony-donorcsoportok, a kivalasztott rendszerekben
képz6dott komplexek részletes egyensulyi viszonyainak, oldatszerkezeteinek valamint az amidnitrogén
koordinaldédasanak hatasara az ESR-spektrumban bekovetkezd valtozasok felderitésére vallalkozni.



Bevezetés

Célkitlizéseink a kovetkezdk voltak:

— olyan ligandumok keresése, esctleg szintézise, melyek képesek az amidnitrogén(ek)nek a
koordinacidéban valé aktiv részvételével az oxovanadium(IV)iont oldatban tartani, hidrolizisét
meggatolni;
— masodik ligandum hatasanak vizsgalata az amidnitrogén deprotonalédasara (terner rendszerek
tanulmanyozasa);
— pH-metrids mddszerrel meghatarozni a kivalasztott ligandumok VO komplexeinek osszetételét,
stabilitasi allandéit és ezen keresztiil a rendszer részecskeeloszlasat;
— ESR-, lathaté elektrongerjesztési ¢s amennyiben lehetséges CD-spektroszkdopias modszerekkel az
adott VYO — ligandum rendszereket jellemezni;
— az Osszetétel, a stabilitasi allandok és a spektralis viselkedés alapjan a keletkezett — elsésorban a
deprotonalt amidnitrogént tartalmazé — komplexek kotésmodjat minél pontosabban meghatarozni.
A lehetséges ligandumok meglehetdsen nagy szama miatt érdeklédéstinket a kovetkezo tipust ligandumokra
sziikitettiik le:
— tiolatcsoportot tartalmazo dipeptidszarmazék (N-2-merkapto-propionil-glicin),
— alkoholos hidroxilcsoportokat tartalmazo dipeptidszarmazékok (N-p-glitkonil-aminosavak),
— bidentat — fenolat- ¢s amino- — koordinacié kialakitasara képes di- illetve tripeptidszarmazékok
(SalH.GlyGly, SalH.GlyGlyGly),
— karboxil- és fenolos hidroxilcsoportot tartalmazé tripeptidszarmazék (SalGly-L-Ala),
— aszparaginoldallancot tartalmazé di- illetve tripeptidanalogok (Sal-L-Asp, SalGly-L-Asp).
A temner rendszerek vizsgalatat a tiolatcsoportot tartalmazdé dipeptidszarmazék vegyes rendszereire
korlatoztuk, a B ligandumnak egy aromdas nitrogéntartalmu vegyiiletet az N-2,2’-bipiridil-t, egy
catecholszarmozékot, a tiront — mely igen erés kolcsonhatasra képes a VVO-ionnal — egy inzulinutanzo
hatasu komplex ligandumat a maltolt, és a vérszérum egyik sszetevojét, az oxalsavat valasztottuk.
Méréseinkkel parhuzamosan hasonl6 vizsgalatok torténtek dimetilén'ionnal is.
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2 Irodalmi 6sszefoglalas

2.1 A vanadium

A vanadium a periddusos rendszer 23. eleme, melyet Sefstrém nevezett el 1830-ban Vanadisrol, a
szépség skandinav istenndjérl.! A vanadium elekronszerkezete 1s2s*2p®3s?3p4s?3d’, két stabilis izotdpja a
1V (99,76 %) valamint a °V (0,24%) ez utobbi kismértékben radioaktiv (felezési id6 3,9x10' év).?

Becslések szerint a foldkéreg 136 ppm,” mig a tengerviz atlagosan mintegy 30 nM koncentracioban®
tartalmaz vanadiumot, ezzel a 19. leggyakoribb elem® a foldkéregben, valamint az 6tddik leggyakoribb
atmenetifém a Fe, Ti, Mn ¢s Zr utdn. A tengervizben ellenben a masodik leggyakoribb ilyen fém (a
leggyakoribb a molibdén 100 nM koncentricioban molibddt formaban). Osszevetésképpen a vas
koncentracidja mindossze 0,02-1 nM.”” A természetben igen valtozatos forméakban — ~150 asvanyban,
példaul poliszulfid-patronit: VS,, vanadinit: ami kozelitéleg PbCl,-3Pbs(VVYO0s),, karnotit: K(UO,)(VYOs)
‘1,5H:0, stb. — talalhaté meg, nem jellemz6 a feldisuldsa.* A kitermelt vanadium forrasa els6sorban egy
titantartalmu magnetit érc (“titaniferrous magnetite”), amely Ausztralia, Kina, Oroszorszag és Dél-Afrika
banyaibol szarmazik.”” A vanadium egyes nyersolajokban is el6fordul VVO-porfirinek formajaban,
mennyisége akar a 4%-ot is elérheti. Az olajmaradékbdl illetve az elégetéskor keletkezo kiirtkorombol ki is
nyerhet.”’

A vanadium el6allitdsa rendszerint mas fémekkel egytitt torténik. A szokasos extrakcios eljarasban
eloszor a megdrolt ércet, vagy vanadiumtartalmii maradékot natriumtartalmit sé mellett porkolik. A
képzodott NaVOs-ot kilugozzak, majd kénsavval pH~2-3-ra savanyitjak, amikor polivanadatok valnak ki,
amit 750 °C-on h6kezelve kapjak a technikai mindségli vanadium-pentoxidot.”” A fémet redukcidval allitjak
el6. Ha acélotvozokent torténd felhasznalas a cél a redukciot rendszerint vas vagy vasére jelenlétében végzik
elektromos kemencékben. Redukaldszerként korabban szenet, késobb aluminiumot vagy ferrosziliciumot
hasznaltak a karbidképzddés elkeriilése végett. A vanadium, mint acéladalék jelentdsége abban all, hogy az
acél széntartalmaval finom eloszlasi V4Cs-ot képez, ezaltal j6 mindségli acélhoz acélt juthatunk.’” Tiszta
vanadiumot VCls hidrogénnel vagy magnéziummal, valamint V,0s fémkalciummal torténé redukciojaval
alligak eld, a tovabbi tisztitds olvadckelektrolizissel torténhet. Els6sorban a repiilégépiparban kertl
alkalmazasra, de hasznalatos még az elektronikdban, a keramiaiparban valamint a textiliparban, ahol
vegytiletei mint szinezékek szerepelnek. A vilag aktualis vanadiumtermelése 38 000 tonna/év, ennek ~80%-a
acéladalékként — ami azt 16kés- és rezgésellenallova teszi — kertil felhasznalasra.”’

A fém vanadium fényes, eziistos fém, tipikus fémes tércentralt kockaracsszerkezettel. A fém puha és
nyujthato, de csekély mennyiségii szennyez6 anyag mar keménnyé és rideggé teszi. Korrdzidnak ellenall,
ami a felilletén képzddd oxidrétegnek tulajdonithato. +5-t6] —3-ig terjedé formalis oxidacids szamokkal
rendelkezhet, melyek koziil a +5 illetve +4 lehet a legstabilisabb (koriilményektdl fiiggben), de még a +3 €s
+2 oxidacios allapotnak is van jol jellemzett kationos kémiaja.”’

A vanadium széleskorlien hasznalt, mint oxidkatalizator,”’

a jol ismert kéndioxid oxidaciojan kiviil
hasznaljak még az iparban maleinsav-anhidrid (benzolb6l — V.0s), ftalsav anhidrid (naftalinbol — V,Mo-
oxidok, buténbdl — V,P-oxidok, o-xilolbdl — V,Ti-oxidok) elballitasa sordn katalizatorként, valamint a
nitrogén-oxidok ammoniaval torténd szelektiv redukcidja esetében (V2:05/WO3/Ti02). A V,0:s kristalyaban a
vanadium koordinacidés szama hat, a geometria azonban nem oktaéderes, hanem tetragonalis bipiramisos.
Harom kiilénb6z6 V-0 kotésszog figyelhetd meg: a legrovidebb az egyik axidlis V-O kotés 1,58 A (1 A =
100 pm) — kettéskotésnek megfeleld tavolsag — a négy ekvatorialis oxigén 1,83 A tavolsagra — nagyjabol
egyszeres kotésnek megfeleld tavolsagra — mig a masik axidlis oxigén az elsddleges kotés hatotavolsagan
kiviil 2,79 A-re talalhat6 a vanadiumt6l.”” A hordozora felvitt vanidium egységek silirliségétdl fiiggden ezen
szerkezet lehet izolalt, dimer, kétdimenziés vanadium-oxid lanc illetve V,Os kristaly. A vanadium egy V=0
kettds kotésen kivill négy (izolalt illetve dimer esetében csak harom) oxigénhez kapcsolodik még egyszeres
kotéssel. A kénsavgyartashoz hasznalt katalizator 5-9 t% V,0s-ot tartalmaz a V.0s5/M,0O (M rendszerint K)
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molardany 2,5 és 4,5 kozott alakul. Hordozoként szilikagél, diatomatsld, valamint szintetizalt szilicium-
dioxid hasznalatos.” Az alkalmazott reakciokoriilmények kozott (450-610 °C) a katalizator mintegy 100-
1000 A vastag folyékony séolvadékot alkot a hordozé feliiletén. A reakcié mind a film belsejében, mind a
hordozé és a filmréteg hatarfeliiletén talalhaté aktiv centrumokon zajlik.® A katalitikus ciklus harom f6
Iépése: 1. a kéndioxid reakcidja két VY kozott talalhatd oxigénatommal, II. az 1. Iépésben keletkezett két VY
centrum koz¢ beékelddott kén-trioxid cseréje oxigénmolekulaval, III. a kén-dioxid reakcidja ezen O,-nel,
melynek eredményeként helyredll a V-0-V kotés és kén-trioxid keletkezik.” Vanadiumvegyiiletek nemcsak
oxidativ atalkulasok, hanem egyéb — példaul Ziegler-Natta — reakciok katalizatorai is lehetnek.®

2.1.1 A vanadium oldatkémiaja

Vizes oldatban a vanadium pH~2-nél VYO,", VVO*, V** illetve V** hidratalt ionként fordul el6, ez
utébbi azonban a pH novekedésével redukalja a vizet.”” A VI(OH),’ illetve a VVO(OH)," vizoldhatatlan
csapadék, amely pH 4-5 kozott valik ki az oldatbol. Ezen csapadékokkal analog VY vegyiilet a VYO(OH);
(H;VY0,) nem ismeretes. A VIVO amfoter: a VIVO(OH), lugban (pH ~ 8-9) feloldédik.

A V" hidrolizise pH~2 koriil kezd6dik koncentraciotol fiiggben V™(OH)*' illetve V',(OH),*"
részecskével, melyek dominansak a 3(2,5)-3,5 pH tartomanyban. A pH tovabbi névelésével egy V(OH)s*
illetve V™, (OH);, Osszetételli oligomer komplex jelenlétét feltételezik, ez utobbi semleges részecske
gyakorlatilag megfelel a V"(OH)s;-nak, amely pH 4-5 kozott ki is csapodik az oldatbdl, és tovabbi
ligadagolas hatasara sem oldodik fel.”’

A V™0 savas kozegben [VVO(H:0)s]*" dsszetételli kék szinfl akvakomplex formajéaban van jelen. A
koncentraciétol fliggben pH ~ 4 koriil kezd6d6 hidrolizis esetén els6 1épésben [VVO(OH)]" illetve [(VVO).
(OH),]*" osszetételll részecskék képzOdnek,'' majd levalik a VVO(OH), halvanykék csapadék a 4-5 pH
tartomanyban. Ezen csapadék a VYO amfoter karaktere miatt ligosabb kozegben — pH ~ 8 —
hidroxokomplexek képzddése kozben visszaoldodik. Az ekkor képzodd minden bizonnyal tobbmagvi
részecskék Osszetétele meglehetdsen bizonytalan. A meghatarozast neheziti a rendszer oxidaciora vald
hajlama, a hidrolizisfolyamatok percekben, érakban (napokban?) mérhet6 sebessége, a teljesen reverzibilitas
valamint a megfelelé spektroszkopidas modszer hidnya. A feltételezett részecskék a kovetkezok:
[(VVO)(OH)s ], [(VVO)(OH)6), ™ [(VVO)4(OH) 0], [VVO(OH)31.™," [VVO(OH):T."" A rendszer

107 e I(VYOROH)T  VYO(OH)S
{IVVO(OH)l.,
0,8 - : ;
S 0,6 -
©
S
>O
= 0,4
0,2 - : .
i (VY0 (OH),?
0,0 = T T T 1
2 4 6 8 10 12

pH
1. dbra A V"O hidrolizis eloszlasgorbéje (¢, = 0,001 M; 1=0,20 M KCI).
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bizonytalansaga a meghatarozott egyensulyi allandokban is jelentkezik. Azon megfigyelés, mely szerint pH
11 alatt a csak oxovanadium(IV)iont tartalmazé oldat ESR-csendes, ellentmond az 1. dbran feltiintetett
closzlasgorbének. A mar felsorolt részecskék jelentOs része egyértelmiien mutatja az oxovanadium(IV)-
hidroxidok oligomerizaciés hajlamat: a hidroxidionok kivaloan alkalmasak a hidligandum szerepének
betoltésére. Hasonld kovetkeztetés vonhatd le a hidroxo-vegyeskomplexek dimerizacids hajlamabol is. A
VMO(OH);™ 6sszetételli komplex szabad, koordinalédasra alkalmas pozicidja folytan képes kell, hogy legyen
a dimerizaciéra, ami mar magyarazatul szolgalhatna a rendszer ESR-csendes voltara. A jelen dolgozat
szerzbjének véleménye szerint csupan a VVO(OH),> ionrdl logikus feltételezni, hogy ESR-aktivitassal
rendelkezik, de ilyen tipusu részecskére az irodalomban nincs utalas.

1. tablazat Az oxovanadium(IV) hidroxokomplexeinek a titralasok kiértékelése
soran felhasznalt stabilitasi 4llandoi.

Részecske IgB Hivatkozds
VVO(OH)" 5,94 18a
(VVO)(OH),* 6,04 o7
(VIVO)z(OH)57 22,5 1
VVO(OH); 18,0 20

* A Davies-egyenlettel a megfeleld
ionerdsségre atszamolva.

A megfeleld adatok hianyaban csak kozelitd, pH 4-5 felett maximum a tendenciadkat jellemzé
eloszlasgorbe — 1. dbra — ismertethetd a VYO hidrolizisér6l az irodalomban fellelhetd stabilitasi allandok
alapjan (lasd 1. tablazat). A felhasznalt oldhatdsagi szorzat Lvoom:= 1,08x10722.%

A VY vizes oldatbeli viselkedését részletesen tanulmanyoztik, pH-metria és *'V-NMR egyiittes
alkalmazasaval felderitették a képz6d6 részecskék osszetételét.” pH > 13 felett kizarolag VYO~ formaban
talalhatd, amely a foszfationhoz hasonldéan alacsonyabb pH-n protonalodik: pKivvos™ = ~12 illetve
pKmv¥os = 7,95, HiVYO, képz6désére nem talaltak bizonyitékot. A HoVYOs~ keletkezésével parhuzamosan
kulonféle oligomer részecskék képzddnek gyors egyensulyban: dimer, tetramer és pentamer vanadatok
jelennek meg az oldatban kiilénboz6 protonaltsagi allapot mellett. Az eddig felsorolt részecskék szintelenek,
gyors egyensulyban képzédnek ¢és bomlanak el, valamint benniik a vanadium valdszinlileg tetraéderesen
koordinalt. Ezzel ellentétben 3-6 pH tartomanyban domindns H,VViOx®™ részecskék sargak illetve
narancssargak, és bar pillanatszerlien képzddnek, csak napok alatt bomlanak el. A dekavanadatokban a
vanadium koordinaciés szdma feltételezések szerint hat. A pH tovabbi csokkentése halvanysarga VYO,
ionok képz6déséhez vezet.”

Az oxovanadium(lV) vizes oldata savas koriilmények kozott — pH < 3 — nem érzékeny a levegd
oxigénjére, semleges és Iugos kozegben azonban igen. A V(D/V(IV) valamint a V{IV)/V(V)
redoxfolyamatok jellemzésére szolgalnak az alabbi félcella folyamatok®:

VVO,' +2 H + ¢ = VO™ + H,O E°=+1,00 V (pH =0) +0,17 (pH="7)
VYO + 2 H +e = V¥ +H,0 E°=+0,36 V (pH = 0) -0,49 (pH =7)
A%l + e =V¥ °=.0,26 V (pH = 0)

2.1.2 Az oxovanadium(IV)ion koordinaciés kémiaja

A vanadium(IV) az egyik legstabilisabb oxidacios allapota a vanadiumnak, jellemzd vegyliletei
[VVOT*" egységet tartalmaznak, amely a legstabilabb kétatomos kation, illetve a legstabilabb oxoion az
atmeneti fémek els6 sordban.”” Az vanadiloxigént nem tartalmazé komplexek rendszerint hidrolizalnak és
létrejon a VV=0 kotés. Ezt a kotést vizes oldatban csak meglehetdsen er6s komplexképzokkel elsGsorban
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catecholokkal, hidroxamsavakkal®* lehetséges megbontani. A vanadiloxigén jelenléte a komplexeck
geometridjara is jelentds befolyassal van, tipikus a tetragonalis bipiramis (1), a tetragonalis piramis (2),
valamint nagy térkitltést ligandumok, esetleg egyéb okok miatt kialakulhat a trigonalis bipiramis(3)
elrendez6dés 1s, de az oxovanaddium(IV)-t6] nem idegen a teljesen torzult geometria sem. A
vanadiloxigénhez képest ckvatoridlis pozicidban taldlhaté ligandumok kotédése er6sebb — amit a
kotéstavolsagok (2. tablazat) is hiven tiikroznek — valamint kevésbé labilis, mint az axidlisban 1évoke.

2. tabldzat Oxovanadium(IV) kotéstavolsagok [A] (=100 pm) egykristalyszerkezetek alapjén.
(Referenciakat 1asd Fiiggelék 1.)

0 (i)
ax. 1,569- 1,60(1)° 75°

1,620¢

0 Ofenola’.t Oalkohola’.t
ekv  1,763-2,089 1,97(6) 184 1,763-2,037 1,92(5) 65 1,877-2,007 197(3) 18

ax.  2,168-2,485  2,26(8) 17 2,168 2,17 1 2192-2230 2,21(2) 3
O karboxilat Oviz

1,945-2,089  2,01(4) 53 2,014-2,054 2,03(2)

2,221-2,269  2,25(2) 5 2219-2290  2,26(3) 4

(9]

N Namia Nimin
ekv  1,990-2,194 2,084) 111 1,997-2,037 2,01(2) 5 2,032-2,189 2,08(3) 52

av.  2,238-2495 2,35(7) 13

Namin Naroma’.sd
ekv 2,025-2,194 2,085 14 203,7-219.2 2,12(3) 29
ax. 2,310-2,362  2,35(2) 6 2305-2338 2,32(1) 4

ekv S

av.  2,322-2423  2393) 9

“min-max

" atlag (zaréjelben a standard deviacio)

¢atlagolt adatok szama

4 piridin, 1-10-fenantrolin, 2,2’-bipiridil, imidazol, porfirin

A nitrogén donoratomok altaldban messzebb talalhatéak a fémiontél, mint az oxigén donorok: a
kotéstavolsag fiigg a donoratom mindségétdl is. Az oxigén esetében fenolat < alkoholat < karboxilat < viz,
mig nitrogén esetében amid- < imin- = amin- < “aromas nitrogén” sorrend allithaté fel. A vanadium az
ckvatoridlis donoratomok &ltal alkotott sik felett talalhato, igy az O(il)-V-L ko6tésszog mindig nagyobb mint
90°.

Szamos bidentat ligandum biszkomplexe cisz-transz izomériat (a koordinacids szféraban talalhato
vizmolekula cisz vagy transz helyzetben van a vanadiloxigénhez képest) mutat, 1asd példaul a * referenciat.

Osszehasonlitva az oxovanadium(IV)-komplexek stabilitasi allandéit az Irwing-Williams sorban
talalhaté fémionok megfelelé allandoival (3. tablazat) megallapithatd, hogy a csak oxigéndonoratomot
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tartalmaz6 komplexképz6k esetében (oxalsav, malonsav, szalicilsav, stb.) a VVO*" ion még a Cu"-nél is
stabilisabb komplexet képez, szdmos esetben akéar nagysagrendekkel is. A csak nitrogén donoratomokat
tartalmazé ligandumok esetében az oxovanadium(IV)-komplexek stabilitisa mar nagysagrendekkel kisebb,
mint a Cu'komplexeké, és csak a Fe'kompexek stabilitasaval mérhetd 6ssze. A vegyesen oxigén és nitrogén
donoratomokat tartalmazo ligandumokkal alkotott komplexek stabilitdisa nagyjabdl a Cu" és a Ni'
komplexek stabilitasa kozé esik. Mindez Osszhangban van azzal, hogy az oxovanadium(IV) ion inkabb a
»hard” fémionok csoportjaba sorolhatd: erdsebb kolcsonhatasra képes oxigén donoratomot tartalmazo
komplexképzokkel, mint nitrogént tartalmazékkal, bar a kénhez vald kotddésének erdssége sem

elhanyagolhaté (lasd tiolaktonsav).

3. tablazat Az oxovanadium(IV)ion ¢és az Irwing-Williams sor fémionjainak komplexstabilitasi éallanddinak

osszehasonlitasa (Ig B1, 1g B2).
Ligandum vvo* Cu" Ni'! Co" Fe' Mn" Zn"
Oxalsav’’ 6,45 11,78 4,84 9,21 | 5,2 - 32 56 | 3,0 51 32 44 388 6,40
Malonsav®’ 5,23 8,85|5,05 7,80 3,24 405|297 44 - - 2,3 - 1296 44
szalicilsav®’ 13,38 22,4 110,62 18,41 6,95 11,7 6,72 11,4 6,55 11,2| 59 9,8 |6,85
acetilaceton’’ 8,40 15,40| 8,16 14,76| 5,7 9,66 | 5,40 9,54 | 5,07 8,67 | 421 7,30 | 4,68 7,92
chatecol® 17,70 33,5 (13,90 24,9 | 8,92 14,40| 8,60 15,01 7,95 13,5| 7,72 13,6 | 9,90 17,40
laktonsav®’ 2,68 483243 4,08 1,64 2,76 | 1,38 237 | - - 1,19 146 1,7 2,8
1,10-fenantrolin®| 5,48 10,25| 9,25 16,00/ 8,0 16,0 | 7,02 13,72| 5,86 11,11 3,88 7,04 | 6,36 12,00
2,2’-bipiridil*®* 5,08 8,65 9,00 14,72| 7,04 13,94| 6,06 11,42| 4,20 7,90 | 2,62 4,62 | 5,04 9,60
etilén-diamin’® 5,7 110,51 19,55] 7,56 13,85| 5,89 10,76 2,85 4,75 15,91 10,72
piridin®® -1,7 2,58 2,08 1,20 1,07
glicin®’ 6,51 11,82| 8,20 15,07| 6,16 11,11| 4,66 8,51 2,85 5,03 9,23
hisztidin®® 9,04 15,48/10,16 18,11| 8,67 15,50| 6,88 12,35 3,30 6,26 | 6,51 12,01
EDTAY 18,63 18,70 18,52 16,31 14,94 14,05 16,3
CDTAY’ 20,1 21,92 20,20 18,6
pikolinsav®® 6,68 11,99 8,6 16,0| 6,4 11,90| 6,60 10,58 5,12 942
dipikolinsay®® 6,70 9,53 | 9,15 16,37
tiolaktonsavy®® 8,40 17,55 5,88 13,52] 6,25 13,50 7,88 14,71
szerin’™® 6,38 11,70] 7,90 14,49| 5,19 8,40 | 4,38 8,00 4,47 8,66

2.1.3 Az oxovanadium(IV) ESR-spektroszkoépiaja

rer

99,75 % természetes el6fordulast °'V 7/2-es magspinje az AS=1, AI=0 atmenetet 21+1=8 hiperfinom vonalra
osztja és az oxovanadium(I'V)-re jellemzé ESR-spektrumot hoz Iétre (2. dbra).

A fagyasztott oldatban mért ESR-spektrumot leird g és A tenzorok koincidenciaja altalaban teljestil az

7

oxovanadium(IV) esetében,”” igy az elktronspin — Hamilton operatora az elektron Zeeman-kolcsonhatéast

illetve az elektron — vanadiumatom hiperfinom kélcsonhatast tartalmazza:

() B =PH(g.S, +2,8, +2.8.)+he(A. 81 +4,8 1, +4.81)

zZZ z
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Az X-savll” spektrum gyakran leirhat6 axialisan szimmetrikus tenzorokkal: gi=g,,, 2 =g«=gy. A=A,
A =Ax=A,y,, mindazonaltal szamos esetben, ahol a komplex szimmetridja alacsonyabb, mint Cs ez a
megkozelités nem alkalmazhatd, magneses ,,in-plane” anizotropia (g—g, > 0,006) 1ép fel és a spektrum
rombos torzulast mutat. Megjegyzendd, hogy a magneses szimmetriabdl még nem kovetkezik a komplex
szimmetriagja. A mechanizmust, amely axidlisan szimmetrikus g tenzort eredményez alacsony szimmetridji
komplexek esetén is, Belford és munkatarsai irtdk le.”® Az axialis g tenzorhoz mindig axialis A tenzor
tartozik, Aj nagyobb, mint az A, és a g pedig rendszerint kisebb, mint a g,.”” A szobahémérsékleten mért A,
szamos esetben kisebb, mint a A,;™ = (A +2A,)/3 képlettel szamolt axidlis A tenzor atlagértékeA kiilonbség
atlagosan 2,6x10” cm™, melyet legfébb mértékben az okoz, hogy a vanadiloxigén — viz koélcsonhatés
kiilonbozik vizben és fagyasztott oldatban.”

5 3 1
A 7 20212
n‘11

Magneses tér (Gauss) Magneses tér (Gauss)

2900 3200 3500 3800 4100 2600 3000 3400 3800 4200

2. dbra VO (H,0), “X-savi” ESR-spektruma (els6 derivalt)
A: szobahémérsékleten, B: cseppfolyods nitrogénben megfagyasztott oldatban.

A d' elektron alapallapotban a nemkotd dy péalyan talalhatd, melynek eredménye, hogy
szuperhiperfinom koélcsonhatas jon 1étre az elektron és a vanadium ekvatoridlis koérnyezetében talalhatd
magok kozott. A kolesonhatasra jellemz6 csatolasi allandd azonban kisebb a természetes vonalszélességnél
(~1mT = 10 Gauss)”, ennek folytan az ESR-spektrumon Gn. “szuperhiperfinom” felhasadast nem okoz (*'P
mag az egyetlen példa ra®®). Pulzustechnikdkkal (ESEEM, ENDOR) azonban ¢ kélcsénhatisok csatoldsi
allandoi is mérhetéek. Mivel a d, sikban talalhatd elektrontdl az axidlisan koordinalodott donorcsoport
meglehetdsen tavol esik, gyakorlatilag a koordinacio nincs jelentds hatassal az ESR-spekrumra.

A csatolasi allandok (A) jol detektalhatd széles tartomanyban valtozhatnak az ekvatorialis sikban
koordinal6dé donorcsoportok fiiggvényében: az erds ligandumterli komplexképzd CN- -tol (VVO(CN)s*™ :
A= T7x10* cm™; A= 138x10* cm™) a gyenge ligandumterli vizmolekuldig (VVO(H:0)s*"
A=1063x10"cm™; AF182,6x10* cm™). A kiilonbdzé anyagi mindségli donoratomokat tartalmazéd
komplexek viszonylag jol elkiilonithetd csoportokat képeznek az A.—g, illetve A—g diagrammokon.”’
Mindez alkalmas az oxovanadium ckvatoridlis sikjaban talalhaté donorcsoportok azonositisara, és az
oxovanadium(IV) spinprobaionként valé alkalmazasat teszi lehetdvé, fémion koordinalasara képes
makromolekulak, példaul metalloproteinek kotShelyének jellemzésére. Wiithlich®” javasolta késGbb
Chasteen.”” majd Smith®® tovabbfejlesztette, illetve kiegészitette azt az empirikus megfigyelést miszerint a
csatolasi alladok értéke (A, Aj) becsiilhetd a ekvatoridlis donoratomok egyedi hozzajarulasanak értékeibdl;

(2) Ao,becsA = ZAo,i AH,becsA = ZAH,i

i i
Az eltérés kisebb, mint 1,5x10™ cm™ az izotrdp illetve 3x10™* cm™ a parhuzamos csatolasi allandé
szamitott és mért értéke kozott. Az egyedi hozzajarulas értékeit (4. tablazat) rendszerint modellvegytiletek —
négy azonos koordinalédo csoport az ckvatoridlis sikban — alapjan hataroztdk meg. Bar rendszerint a
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geometria ¢s az axialis pozicidban talalhaté koordinacio jelentdsen nem befolyasolja a csatolasi értékeket,
ennek ellenkezdjére is talalhatd példa az irodalomban: az imidazolgytlirii és az ekvatorialis sik altal bezart
sz6g jelentdsen befolyasolja az imidazol egyedi hozzajarulasat®, valamint az imidazol és kisebb mértékben a
tiocianat axialis koordindcidja megvaltoztatja az A értékét.* !

A nem oxo — “csupasz” — VIV ESR-spektruma jelentGsen eltér a fentebb leirtaktél. A geometria dttagi
kétfogli kelatképzok esetén a trigonalis prizmahoz kozelit, amely esetben az oxovanddium parositatlan
elektonjanak alapallapota az altalanos dyy helyett a d.. palyara keriil. Mindez természetesen az ESR-
paraméterek dramai megvaltozasaval jar egyiitt: a jellemz6 g, < g.= g, <2,0023 és A, > A,= A, helyett a
g~ g < g ~ 2,0023 és A, << Ay ~ A, amibdl kovetkezik, hogy az ESR kivalo diagnosztikai eszk6z az
oldatban képz6doétt oxo- és a nem oxo- VIV megkiilonboztetésére.

4. tablazat Az oxovanadium(IV)-hez ekvatoridlisan koordinalédé donorcsoportok egyedi
hozzgjaruldsa csatoldsi dllandé értékéhez (x10* cm™)

Koordinalodé csoport A hozzajarulas A, hozzajarulas Referencia
H,0 45,7 26,58 o7
imidazol (mer6leges h.) 45,5 o
alifas imin 44 .4 98
Cr 44,1 o
Amid oxigén 43,7 o
Ar-COO~ 42,7 25,03 o7
R-COO~ 42,7 24,43 o7
PO, 42,5 o
piridin-N 40,3 21,9 97
R-NH: 40,1 20,95 o7
imidazol (parhuzamos h.) 40 o
OH- 38,7 20,23 o7
Ar-O 38,6 20,48 o7
acetil-acetonat (/10) 37,6 o
R-O~ 35,3 17,18 o7
Ar-S” 35,3 17,78 o7
R-S~ 31,9 16,58 o7

214 A vanadium biokémiaja

2.1.4.1 A vanadium biolégiai el6fordulasa

A galocak (Amanita) csaladjaba tartozd gombafajok rendszerint mind tartalmaznak tobb-kevesebb
vanadiumot (1-400 ppm): a 1égy616 galdca (Amanita muscaria) vanadiumtartalma — 36-250 ppm — néhany
egyébb fajjal egyiitt (4 velatipes, A. wellsii, A. regalis) azonban kiemelked6en magas.”? A gomba kalapjaban
kevesebb vanadium halmozodik fel, mint a gyokérben és a tonkben. A vizes extraktum jellegzetes ESR-
spektruma igazolja, hogy a vanadium oxidaciés éallapota +4. Az izolalt halvanykék vegyiilet — amavadin —
szerkezetének érdekessége a “csupasz” vanadiloxigénjétdl megfosztott fémion.”® Bioldgiai funkcidja nem
ismeretes, jelenleg annyi bizonyos, hogy az amavadin képes egyelektronos reverzibilis redoxfolyamatra
biologiai rendszerekben, de ez nem magyardzza meg az extrém magas vanadiumkoncentracidt a
galocakban.™

A zsékallatok (rumicates) altdrzsébe tartozd kiillonbozd fajok (az ascidians osztalyba tartozd két
alosztaly a phlebobranch és az aplousobranch egyes fajai) vanadiumot halmoznak fel szervezetiikben.”* A
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vanadium az allatok bizonyos vérsejtjeiben (“granular amobeocytes”, “signet ring cells”), azoknak is egy
specialis liregében (“vacoule”) halmozdédik fel. Az Ascidia gemmata fajban a sejtben talalhato
vanadiumkoncentracié elérheti a 350 mM-t, 500 mM SO,* illetve pH = 1,9 mellett.”*¢ Az egyes fajokban a
vérsejtekben talalhatd vanaddium mennyiségének novekedésével a specialis tiregekben mérhetd pH
csokken.*® A vanadium  K-abszorpcidsélnél
(“Vanadium K-edge”) felvett XANES (“X-Ray
Absorption  Near-Edge Structure” - a
rontgenabszorpcids spektrum élkozeli szerkezete)
spektrumok segitségével megallapitottak, hogy a
vanadium tobb mint 95%-a +3-as oxidacios
allapotban talalhat6.”” A XANES spektrumok
illesztésével — kiillonb6z6 vanadiumvegyiiletek
individualis spektruménak felhasznalasdval — az
Ascidia ceratodes esetében megallapitast nyert,
hogy a V™ akvaion (~30% a teljes
vanadiummennyiségre vonatkoztatva)
monoszulfatokomplex (~35%), biszulfatokomplex
3. dbra Phallusia Mammillata — az €lsb zsakillatkafaj, ~ (15%) formdjaban illetve ez wutobbiak terner
melyben 1911-ben Henze kimutatta a vanadiumot.™* hidroxokomplexeiként (~10%) talalhat6.*®

Koriilbeliill 2-3% VYO akvaiont feltételeznek,

hasonlé kovetkeztetést vontak le ESR-mérésekbol
is.*® Ujabb eredmények a sejt citoplazmajiban taldlhaté vanadiumkoté peptidekrél (vanabinl, vanabin2, 10
illetve 20 VVO/peptid) szamolnak be.” Az ESR-vizsgalatok alapjan a vanabin2-ben egyféle koordinaciot,

N2O,, vagy O, ckvatoridlis donoratomokat valdszinlisitenck az oxovanadium(IV)ion kortil. Az ESEEM
(“Electron spin envelope modulation spectroscopy”) vizsgalatok amincsoport koordinaciéjat igazoltak.*

A vanadium V(V) formajaban jut be a zsakallatka szervezetébe, ahol a feltételezések szerint a pentdz-
foszfat ciklusban termel6d6 NADPH VVO-gyé redukdlja, mikozben a vanabin fehérjék taroljak/szallitjak,
végiil a specidlis iiregekben azonositatlan folyamatban tovabb redukalodik V™-ma.* Mivel a felhalmozott
vanadium koncentracidja nagysagrendekkel nagyobb Gsszevetve mas biokatalitikus funkcidval rendelkezo
fémionok mennyiségével, feltételezések szerint a V(IIl) az anyagcesere egy melléktermékeként halmozodik
fel. Ezen megfigyelést esetleg Osszefliggésbe lehet hozni azzal, hogy a vanadiumfelhalmozd fajok az
oxigénhianyos tengerekben is eléfordulnak. A vanadium és a zsakallatokban talalhato di- és trifenol-
szarmazékok (tunikromok) kozotti kapesolat — bar tébb feltételezés is napvilagot latott — nem egyértelmd. ™

1993-ban a tenger ¢lovilaganak egy ujabb képviseldjében — Pseudopotamilla occelata-ban (soksertéjii
gylirlisférgek osztalya, Polychaeta, gylrlistérgek, Annelida térzse) — sikeriilt nagymennyiségli vanadiumot
kimutatni. A vanadium itt is f8leg V™ formaban talalhat6 és az éllat “feji részében” — “branchial crown” —
dtsul fel ~5-6 mg/g koncentraciéban (szarazanyagra nézve). A vanadium funkcidja ismeretlen.*

A vanadiumfelhalmozé allatokon kivill 1éteznek olyan ¢l6lények is, amelyek jol definidlt biokatalitikus
okbol tartalmaznak vanadiumot a halopreoxidaz (HPO) — kloro- (KPO), bromo- (BrPO) és jodoperoxidaz
(IPO) — enzimek aktiv centrumaban. A barnamoszatok kozott ismert a legtobb ilyen €l6lény, de ismertek
vorosmoszat fajok, egy zoéldmoszat, két gomba illetve egy zuzmo6faj is.**** A kloroperoxidazok kizarélag
szarazfoldi fajokra jellemzdek, mig a bromo- illetve jodoperoxiddzok elsésorban a tengerben el6forduld
él6lényekben talalhatoak meg.** Ezen enzimek a halogénionoknak hidrogén-peroxiddal valé oxidaciojat
katalizaljak. A keletkez6 hipohalogénsav — nem enzimatikus Uton — reagalhat kiilonboz6 szerves
vegyiiletekkel.” Régidspecifikus oxidacié is lejatszédhat egy hipohalogénsav-enzim koéztes komplexen
keresztiil.** Harom kiilonboz6 fajbol nyert jodo/bromoperoxidaz (Ascophyllum nodosum — barnamoszat;
Corallina officinalis — vorésmoszat) illetve kloroperoxidaz (Culvularia inaequalis — gomba) enzimben a

10
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N rontgenkrisztallografia segitségével
}H'sm meghatarozott aktiv centrum szerkezete
) H gyakorlatilag ~ megegyezik. A nativ
N enzimben a vanadium(V) hidrogén-vanadat

Q 0 M4 . o .
\V/ § formaban taladlhaté, melyhez még egy
07/ @ hisztidinnitrogén koordinalédik. A kézponti

0 Hooom e
® “)H// N X{boz oo | atom geometrigja trigonalis bipiramisos. A
/\ll \V/ ,/"O\O szerkezetet a vanadat oxigénatomjai és a
© \o 0 \o IJ{ kornyezé oldallancok (2xArg, His, Lys,
Nt N Ser) kozotti hidrogénhidak stabilizaljak.*
Az enzimreakcid6 mechanizmusa “ping-
+H'|[-noCt - B0 pong” tipusu. A feltételezett

3 - . . -
@) reakcidmechanizmus szerint a vanadium
©) o a 0\ /O\ o oxidacios szama nem valtozik a katalitikus
/\\/_ —V. \ folyamat  egyes 1épései  soran. A
o VP o/ N H y gy p

/ 0 Ny o vanadiumfiiggd haloperoxiddz  enzimek

k1 k
\ ?\ //HO. egyik legérdekesebb sajatossidga az egyes

o N0 foszfatdzokkal vald igen kozeli szerkezeti

Nés 0 rokonsag. Szamos membranban fellelhetd

foszfatdz — koztik az emberi gliik6z-6-

4. abra A haloperoxidazok feltételezett foszfataz — illetve “oldhaté” foszfataz
reakciémechanizmusa. valamint két vanadiumtartalmu

haloperoxiddz enzim aktiv centrumanak
rokonséagat bizonyitottdk az ismert aminosavsorrend alapjan.*” Ezek utdn nem meglep6 azon megfigyelés,
hogy egy vanadiumtartalmi haloperoxiddz enzim — ha nem is jelentds — foszfatazaktivitassal rendelkezik.*®
Megjegyzendd, hogy a haloperoxidaz enzimek csak egy csoportja vanadiumfliggo, 1éteznek hemtartalmu ¢és
fémiont nem tartalmazé azonos funkcidji enzimek is.*

1984-ben egy mutans, igy nitrogénfixalasra molibdén jelenlétében képtelen baktériumfajta esetén
(Azotobacter Vinelandii) azt észlelték, hogy molibdén hianyaban névekedésnek indul. Ezen alapvetd
megfigyelés vezetett az alternativ — molibdént nem, vanadiumot illetve csak vasat tartalmazé — nitrogenazok
felfedezés¢hez. Mindezidaig nem sikeriilt rontgenkrisztallografiai modszerrel tanulmanyozhaté mindségii
egykristalyt noveszteni, igy csak kozvetett bizonyitékok tdmasztjak ala (ESR-, Mossbauer-, MCD-, EXAFS-
spektroszkopia) azt, hogy a vanadium nitrogenaz enzimben is — a molibdéntartalmil enzimhez hasonldéan —
kén — vas klaszter talalhat6, amelyben az egyik vasat vanadium (molibdén) helyettesiti. Az egykristaly
eldallitasat megneheziti, hogy mig a molibdén esetén az enzimet alkoté négy protein egymashoz vald
kotodése meglehetdsen nagy, addig a vanadium tartalmil enzimek esetében ez az erd gyenge. Ez
kristalyositaskor kiilonbozo oOsszetételli enzimkevercket eredményez. A vanadium tartalmu nitrogendzok
meglepden széles korben elterjedtek. Molibdénhiany esetén aktivalddnak (bar felmeriilt a homérséklettdl
valé fliggés is), termodinamikailag kevésbé hatékonyak (V: 40 MgATP/1 NH3, Mo: 16 MgATP/1 NH;s ) és
genetikailag kiilonb6z6 helyen kédoltak, mint a molibdén tartalmii enzimek. Ez utébbi tény is bizonyitja,
hogy nem csupéan az enzimben térténd egyszer(i fémcserérél van sz6.™

Bar nem tartozik a kozvetleniil a vanadium biolégiai szerepéhez, de érdekes tény, hogy valdszintileg
elhalt ¢lolények bomlastermékeként vanadium-porfirin komplexek maradtak a kdolajban: etioporfiron és
deoxofilloeritroetioporfirin a két fobb homoldg széria, mig kisebb mennyiségben terabenzoporfirin,
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benzoporfirin és benzodeoxofilloeritroetioporfirin homol6gok is fellelhetéek.’! Minden esetben a komplex
C4v szimmetriat mutat, a vanadium a porfirin sikja felett talalhato.

2.1.5 Vanadium hatasa az emberi szervezetre

A vanadium hatdsa az emberi szervezetre — mint minden anyag esetében — kettds: kis mennyiségben
hasznos (lehet), nagyobb mennyiségben azonban karos. Mindez természetesen jelentbsen fligghet az
alkalmazott vanadium mindségét6l: oxidacids allapotatodl, egyszert so illetve komplex voltatdl valamint a
komplexképzd ligandum anyagi minds€gétol. A vanadium fizioldégids hatasa elsésorban a vanadationnak a
foszfationnal vald geometriai ¢s — néhany vonatkozasban — kémiai hasonlésagara vezethetd vissza. A
vanadium toxicitasa €s kiillonb6zo kedvezd élettani — elsdsorban inzulinutinzé — hatasa mellett szamos a
foszfat metabolizmusaban résztvevd enzimekre kifejtett hatasat vizsgaltak.

2.1.5.1 A vanadium metabolizmusa és toxicitasa

A vanadium funkciéja magasabb rendi él6lényekben nem ismeretes, igy nem tekinthetd
esszencidlisnak. A vanddiumhianyos étrend hatdsa a kiilonb6zd kisérletekben nem egyértelmii. Nagyobb
mennyiségli vanadium talalhaté rakokban, kagylokban és gombakban. Az ¢lelmiszerrel a szervezetbe keriild
vanadium — kb. 1 pg V/g VYO vagy HV'Os formdban — a gyomor savas koriilménye kozétt minden
bizonnyal VVO-gy¢é alakul, majd csaknem teljes mennyisége valtozatlan formaban kiiiriil. A szervezetbe
szajon at bejutd vanadium valészinlileg kevesebb, mint 10%-a szivodik fel; tobb kisérlet szerint ez még az
1%-ot sem éri el. A vanadat 3-5-sz6r nagyobb mértékben szivodik fel, mint a V'VO-ion. Mindazonaltal
keveset tudunk a felszivodas mechanizmusarél a VVO esetében. A HVVO; a foszfat esetleg mas
aniontranszport segitségével juthat be a szervezetbe. Ha vanadat keriil a vérbe kétséget kizaréan VVO-gyé
redukalédik kiillonbozé redukalészerek hatasara, mint példaul a plazmaban talalhatd aszkorbinsav, cisztein
illetve kiilénboz6 catecholaminok, vagy a vordsvérsejtekben taldlhaté glutation altal. A VIO elsésorban a
transzferrin altal szallitodik, igy nem meglepd, hogy vasban gazdag helyeken dusul fel — maj, 1ép — ahol
jelent6s mennyiségli VYO ko6t6dik a ferritinhez. A vanadium igen kicsiny mennyiségben — 10 ng V/g alatt —
van jelen a kiilonboz6 szervekben, az emberi testben talalhaté 6sszes vanadium mennyisége ~100pg. *

A mar felszivodott vanadium leginkabb a vizelettel tavozik a szervezetbdl, szamottevd mennyiség a
beleken keresztiil valasztodik ki. A vizelettel tavozott vanadiumot mind kis molekulatomegli, mind pedig
fehérje méretl ligandumhoz kotve egyarant megtalaltak. A nagy molekulatomegli ligandum a transzferrin
volt.”

A kronikus vanadiummeérgezés kiilonféle tiineteit igazoltak, ugymint neurotoxicitast, hepatotoxicitast,
nefrotoxicitast, stb. A mérgezd adag — allatkisérletek alapjan — napi 10-20 mg/nap vagy 10/20 pg/g. Az
emberre 20 mg V,Os intravénas adag mar akut tiineteket is kivalt, mint példaul hanyas, pulzuskimaradas,
er§s hasmengs, 14z, stb. formajaban. A biztonsagosnak mondhaté maximalis napi bevitelt 10-50 pg/nap-ban
hataroztdk meg. Vanddiumkezelés hatdsara a fémion bizonyos mértékig felhalmozodik a kiilonbozo
szervekben, a vesében, a majban, a Iépben, a tiidoben, az izomzatban ¢s a csontokban. A legnagyobb

12



Irodalmi dsszefoglaldas — A vanddium

koncentraciét a vesében (~5-15 ppm) és a csontokban érheti el (5-25 ppm).”* A csontban az oxovanadium
(IV) a foszfationhoz kotédik.>

2.1.5.2 Az inzulinutanzo hatas

Az inzulin egy “jelz6” hormon — 6-7 kDa molekulatomegli peptid — amelynek szamos szabalyzo
feladata van. A cukorbetegség szempontjabdl talan a legfontosabb, hogy az aminosavak, zsirsavak ¢s a
gliik6z vérarambol] torténd felvételét, és protein formaban az izmokban, triglicerid formaban a zsirsejtekben
illetve glitkogén forméaban a majban és izmokban valé tarolasat szabalyozza.”

Definicidszeriien cukorbetegségnek (diabetes mellitus) az inzulin teljes vagy részleges hianya és/vagy
az inzulinnal szembeni teljes vagy részleges rezisztencia kovetkezményeként kialakult krénikusan magas
vércukorszint (hyperglyvkaemia) eredményét tekintjiilk. Ez karosan befolyasolja a gliikéz, a fehérje és a lipid
metabolizmust ¢és kezelés nélkiil hosszatdvon masodlagos karosodasokhoz vezet, mint példaul az
¢relmeszesedés  (atherosclerosis),  hajszalér-rendellenesség  (microangiopathy),  veseelégtelenség,
szivrendellenesség, a retina megbetegedése (diabetes retinopathy) és egyéb szembetegségek. *°

Kétféle cukorbetegséget kiilonboztethetiink meg:

L. inzulinfiiggd cukorbetegség (IDDM, Insulin Dependent Diabetes Mellitus), amely esetben az inzulin

hidnya a betegség oka;

II. nem inzulinfiiggd cukorbetegség (NIDDM, Non-Insulin-Dependent Diabetes Mellitus), ahol a

beteg rezisztens vagy részben rezisztens az inzulinra.>>°

Ez utébbi betegség jellemzoen iddsebb korban alakul ki.

Az inzulinfiiggd cukorbetegség a szervezetbe juttatott inzulin segitségével kezelhetd. Sajnalatos
moédon ez csak injekcié utjan lehetséges, mivel a peptidek a szajon keresztiil torténd bevitel esetén nem
abszorbealddnak intakt formaban.”

Szamos elem, elssorban atmenetifémek (vanadium, krém, molibdén, mangéin, wolfram) inzulin-
utanzoé hatdsanak felfedezése visszanytlik a XIX szazad masodik felébe.”” Ujabb kutatasok olyan erésen
toxikus ionok, mint a Hg", a Se" és a Cd" hat4sossagarol szamolnak be.® Mindazonéltal e fémionok klinikai
alkalmazasa teljes mértékben korlatozott mérgezd hatasuk miatt.”’

Vanadiumtartalmu vegytiletekkel szamos inzulinra jellemz6 hatast sikertilt kivaltani mindként tipust
cukorbetegs€g esetén in vivo vizsgalatok segitségével. A 1. tipust betegség esetén a vanadiumkezelés 2-5
nap utan normalizalja a glitkdzszintet’ anélkiil, hogy a vérplazma inzulinszintje névekedne. A terdpia hatasa
még a kezelést kovetd tovabbi 2-3 hétben is tart.100 A glikozfelvétel nem korlatozédik az inzulinra
érzékeny szovetekre, hanem érinti a méjat, a vazizomzatot és az agyat is.°° A majban a megndvekedett
inzulink6té képesség teljesen normalizalédik és a glikogén, valamint a glikéz metabolizmusaban
kulesfontossagu enzimek — gliikokinaz, defoszforizalt (aktiv) frukt6z-6-foszfat-kinaz — szintje helyreall. Az
izomban a lecsokkent gliikoz-6-foszfat- és glikogénszint a meggyengiilt gliikogénszintetaz aktivitds a
vanadiumkezelés hatasara visszadll a normalis szintre.” Ezen megfigyelések alapjan valdsziniisitheté a nem-
inzulin-szabalyzott glitkozszallitok, mint példaul a GLUT1-4 részvétele a folyamatban. A vanadiumkezelés a
lipidanyagcserére is pozitivan hat, a zsirsejtekben a trigliceridmetabolizmusban tapasztalhaté elégtelenségek
részben vagy teljesen megsziinnek. Ezen eredmények jorész masodlagos — a glitkézszint normalizalédasanak
hatasara bekovetkez6 — effektusként értelmezhetéek, mivel csak egylittesen kovetkeznek be. Mindazonaltal a
vanadiumkezelés felfiiggesztése utdn a véraramban a szabad zsirsavak és a trigliceridek koncentracidja még
Ot honappal a kezelés utan is normalis volt, allandé magas glikdzszint mellett. Az anyagcserében
bekovetkezo valtozasok szamos, az inzulin altal szabalyzott génexpresszalddasi folyamat helyreallasara
utalnak.60 Phorizinadagoldas mellett — amely csak a gliikéz vesében torténd felszivodasat gatolja — a
vanadiumkezelés altal kivaltott kedvezd hatdsok nem tapasztalhatéak. Azonban minden pozitivum ellenére

crer
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magyarazhato sulyvesztési folyamat gatlasaban vanadiumkezeléssel az inzulin hatdsanak — mely teljes —
csupan 20-30%-a érhetd el. A II. tipusu cukorbetegség esetén a vanadiumkezelés csokkenti a gliikézszintet,
noveli a glukdztoleranciat és a hasnyalmirigyben tarolt inzulin mennyisége kozel helyreall. Ezen
megfigyelések a legjobban értelmezhetdek egyes periférids — kiiléndsen az izom- — szdvetekben az inzulin
altal kivaltott valaszreakciok megnovekedett mértékével. A vanadium ezen érzékenyitd hatdsanak
mechanizmusa felderitetlen. A terdpia nem néveli meg az inzulinreceptorok szamat, sem az inzulin —
receptor kotés erdsségét.

Az a megfigyelés, hogy a vanadium gliikkoézszintet csokkent6 hatasa fiigg az endogén inzulin
mennyiségétol, felveti a kérdést, hogy a vanadium az inzulin teljes hianyéaban is hat-e, vagy csupan inzulin
érzékenyit6 hatdsa van.®

Az elsé mechanizmus-elképzelés szerint a vanadium az inzulinhoz hasonléan aktivalja az inzulin
receptor kinazt, amely foszforildl egy endogén tirozincsoportot, egy kaszkad mechanizmus elsé 1épését.
Azonban a vanadium inzulinutanzé hatdsa a quercetinnel blokkolt receptorok esetén is hasonlé maradt.
Ujabb elképzelés szerint a sejttérben talalhaté “nem-receptorfehérje tirozin kindz” részt vesz a vanadium
indukalta gliikkézlebontas aktivalasaban.” Egy a kozelmultban publikalt eredmény szerint egy komplexben
nem kotott vanadium (VVO4) az aktiv komponens.®!
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5. dabra A vanadium inzulinutinzé hatasaval foglalkozéd kozlemények szama a
publikacio évében.

Kilonb6z6 vanadiumkomplexek eldallitasa €s inzulinjellegli hatasuk tesztelése a 1980-as években
kezdodott azzal a céllal, hogy a hatasos — ambar az alkalmazott mennyiségben kismértékben toxikus —
natriumvanadat helyett a gyogyaszatban alkalmazhaté vanadiumvegyiiletet talaljanak. Meglehetésen nehéz
Osszehasonlitani a kiillonbozd csoportok altal vizsgalt vegytiletek inzulinutanzé hatasanak mértékét, mivel az
altaluk alkalmazott izolalt sejteken végzett in vitro tesztek uniformizalatlanok. Jelen dolgozat szerzéjének
véleménye szerint nem bizonyitott az in vitro és in vivo kisérletek kozotti korrelacié sem, hiszen
elképzelhetd, hogy izolalt zsirsejtek esetében az adott komplex rendkiviil hatasos, mig a szervezetben esetleg
el sem jut a megfeleld célsejtig. A hosszabb peridduson keresztiiliveld, részletekbe mend vizsgalatokat a
tobb mint 50 tesztelt komplex ellenére csak kevés esetben — példaul a biszmaltolato-oxovanadium(IV)® és a
biszpikolinato-oxovanadium(IV)® vegyiiletekkel — folytattak. Ezen eredmények 6sszehasonlithatdsaga a
szamos kiilonb6zd kisérleti allat miatt kétséges. A tesztelt hatasos komplexek jelentds része az oxovanadium
(IV) semleges biszkomplexe®*®, véltozatos donoratomokkal (O4,0:Nz, O2,S2, No,S,, Si)**. Vizsgaltak ezen
feliil peroxovanadatokat és V™ vegyiileteket is.°%° Egy 6sszehasonlit vizsgalat szerint nincs l1ényeges
kiilonbség a vizsgalt tobb mint hiisz komplex hatasanak mértékében.*
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A transzferrin VYO mono- ¢s biszkomplexének stabilitasa ismeretében — egy altalunk még nem
publikalt eredmény alapjan — megallapithatjuk, amennyiben az inzulin utanzé komplex stabilitasi

allanddjanak is birtokdban vagyunk® %6707

, hogy a legtobb ilyen komplexet képzd ligandum azonos
koncentracid esetén nem versenyezhet a transzferrin oxovanadiumkotd képességével. A véraramba kertilve a

komplex szétesik, és a ligandumnak valdsziniileg tovabbi szerepe nincs.

2.1.5.3 Antitumor hatas

A terllet meglehetdsen felderitetlen. Mindgssze kétféle, kiillonbozd oxidacidés szamu
vanadiumvegyiiletet, egy fémorganikus komplexet — a (C¢Hs).VCl:-ot — valamint komplexben kotott és
szabad peroxovanadiumot teszteltek. A kétféle potencialisan rdkellenes szer hatdasmechanizmusa
valdszintileg eltérd. Az eldbbi szerkezete alapjan ciszplatina tipust kolesonhatasra lehet képes, mig a

peroxovanadat-komplexek eltérd, bar ismeretlen médon fejthetik ki hatasukat.

2.1.5.4 A vanadat hatasa a foszfat metabolizmusban résztvevd enzimekre

A vanadat ion, amely HVYO4* form4jaban négyes koordinaciéju mind geometriailag, mind sav bazis
tulajdonsagaiban emlékeztet a foszfationra:
pK: X=P" pK: X=V

H;XO4 1,86 ?
H,XO4 6,63 8,
HXO4* 11,48 >12

Azaltal, hogy a foszfationnal ellentétben a vanadat képes 6tos és hatos koordinacioju adduktumok képzésére
valamint geometriavaltasra, feltételezhetd, hogy hatékony és reverzibilis indibitora lehet az 6sszes olyan
enzimnek, amely a foszfation illetve foszforilalt vegytletek reakcidit katalizalja. Az enzimatikus Iépések
stabilizalodhat, gatolva ezaltal a tovabbi reakciot. llyen mechanizmus szerint inhibedlja a vanadat példaul a
kovetkezd enzimeket: ribonukledz, foszfoglicerat mutaz, foszfoglikomutiz, ATPaz, alkalikus foszfataz,
savas foszfataz, fruktdz-2,6-difoszfataz, gliikkéz-6-foszfataz, stb. A vanadat oligomer részecskéinek is van
gatld hatasa, de ez joval kevésbé altalanos érvényt, és biologiai koriilmények kozott nem jellemzd.

A peroxovanadatokban a peroxokotés hatasara megnovekszik a vanadat koordinaciés szama, ezaltal a
korabbi mechanizmus altal biztositott effektus elméleti alapon nem valdsziniisithetd. A peroxovanadatokkal
végzett kisérletek ennck az ellenkez6jét bizonyitottak.”
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2.2 A peptidamid-nitrogén koordinacios kémiaja
2.2.1 MH-folyamatok

A peptidamid-nitrogén deprotonalédasa csak extrém lugos kozegben jatszodik le, mérése
meglehetésen nehéz.™ Az adott kdzegben végzett NMR, valamint indirekt kinetikai mérések alapjan egy
atlagos amidcsoport pK-ja koriilbeliil 15-nek becsiilhetd. A peptidamidcsoport annak ellenére, hogy egy
nemkoto elektronparral rendelkez6 nitrogént tartalmaz — az aminocsoporttal ellentétben — gyakorlatilag nem
bazikus, az amidcsoport karboniloxigénje és a nitrogén nemko6td elektronparja kozott fellépd konjugacid
kovetkeztében. A protonalt amidcsoporttal végzett NMR mérések igazoltak, hogy a proton gyakorlatilag
kizarélag a karboniloxigénjén helyezkedik el. Semleges amidcsoport esetén is van erre lehetdség, azonban e
szerkezet minddssze az esetek = 10° szazalékaban fordul el6.

?H

H
T T
107 S 7C71‘\17 ~— 1 C " N—
pH<O0 o pH >14
—CNHy—

6. abra A peptidamidcsoport sav-bazis folyamatai.

2.2.2 A peptidamid-nitrogén koordinacios kémisja vizes oldatban™ "

A peptidamidcsoport két potencidlis donoratomot tartalmaz. Az amidoxigén gyenge bazicitasa alapjan
azonban nem varhaté erds fémion — amidoxigén kolcsonhatds, vizes oldatban a viz oxigénje hasonlo
ergsségli elektronpardonor.

Az amidnitrogén deprotonaldédasa és koordinalodasa révén megfeleld erdsségli kolesonhatds johetne
Iétre, azonban az amidnitrogén gyenge savassaga miatt az alkalifémek és az alkaliféldfémek nem képesek az
amidnitrogén deprotonalédasat indukalni, az atmenectifémek esetében pedig — vizes oldatban — a fémion
hidrolizise megakadalyozza az amidnitrogén esetleges koordinalédasat. Huszszoros acetamid felesleg
mellett N-2,2°-bipiridillel oldatban tartott Cu" esetén sem tudtdk az amidnitrogén deprotonalédasat
kimutatni. Szilard komplexek esetén — ahol az amidcsoport nem egy kelatgyliri része — csupan az
amidoxigén koordindldédasara van példa.

Az amidnitrogén tehat 0©nallé koordinaldédasra nem képes, egy elsddleges horgonydonor
koordinalédasa utan azonban kelatgyliri kialakuldsa révén mar szamos fémion képes az amidnitrogén
deprotonalodasat és koordinalodasat kivaltani,

2221 Réz()

A legegyszerlibb deprotonalt amidcsoportot tartalmazé komplex a Cu" és a glicinamid CuA,H,
Osszetételll komplexe, melyben az amidnitrogén deprotonalédasanak pK értékei: 7,07 illetve 8,33. Mivel az
N-acetil-glicin esetében hasonlo deprotonalodas nem figyelhetd meg, megallapithatd, hogy az aminocsoport
Cu" esetében képes horgony-donorcsoport szerepet betdlteni, mig a karboxilatcsoport nem.*”

Mindazonaltal a legegyszerlibb dipeptidben (GlylGly) az amidnitrogén deprotonalddasanak pK értéke (4,23)
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A Cu(l) ion glygly(1), glyglygly(2) illetve glyglyglygly-vel (3) kialakitott maximalis
deprotonalt amidnitrogént tartalmazé monokomplexei.

tobb nagysagrenddel alacsonyabb, mint a glicinamidé, ami a karboxilcsoport jelentdségét bizonyitja. A
GlyGlyGly és GlyGlyGlyGly Cu" komplexei esetében az amidnitrogének konszekutiv deprotonalddasa is az
aminocsoport felol indul. A deprotonalédasok pK értékei az oligopeptid tagszamaval illetve a mar
koordinalédott amidnitrogének szamaval egyarant no.

Az aminosavak megfeleld oldallancai jelentdsen befolyasolhatjak az oligoglicin peptideknél tapasztalt
folyamatokat, leginkabb a megfeleld térhelyzetben 1évé és koordinacidra is képes hisztidinnitrogén(ek)
illetve a cisztein tiolatcsoportja.™”

A nemkoordindl6dé oldallancot tartalmazé dipeptidek (X: Ala, B-Ala, Leu, lle, Val, Trp, Phe és
gyakorlatilag a Gln és az Asn is) mind a képz6dd komplexek osszetételét, mind azok stabilitdsat
természetesen csak kismértékben befolyasoljak. A X-Gly Cu" komplexeiben az amidnitrogén
deprotonalddasa kedvezményezettebb, mig a Gly-X tipust dipeptidek utébbi folyamata valamelyest gatolt a
GlyGly-hez képest. Erdekes megfigyelés, hogy a Cu(AIL;), két deprotonalt amidnitrogént tartalmazo
komplex kizardlag a X-Gly dipeptidek esetén képzddik. A gylirlitagszam novekedése az amidnitrogének pK
értékeire jelentds hatdssal van. Mind a Gly-B-Ala, mind a B-Ala-Gly ligandumok Cu"ion indukélta
amidnitrogén deprotonalodasa 0,5-1 pH egységgel kisebb a GlyGly megfeleld értékénél, mig a 3-Ala-B-Ala
dipeptid esetén az amidnitrogén nem is deprotonalodik, kizardlag a fémion részleges hidrolizise figyelhetd
meg.”

Tripeptidek vizsgalata kimutatta, hogy az N-terminalis helyzetben 1év6 leucin oldallanc névelte a Cul
Osszetételll komplex stabilitasat, és elosegitette az elsé amidnitrogén deprotonaldédasat, mig a C-terminalis

Az oldallancot tartalmazé dipeptidek kiralisak, igy a két kiralitiscentrumot tartalmazo dipeptidek
diasztereomerparjai mar kémiailag is kiillonbozé viselkedést mutatnak, a DD, DL és LD dipeptidek
protonalddasi allandéi és Cu" komplexeinek stabilitasi allanddi is némileg kiilonb6znek egymastol.

A prolin — mivel szekunder amid, igy deprotondlodasra képtelen — merev szerkezeténél fogva
toréspontot képez a peptidlancon két részre vagva ezzel a molekulat. Abban az esetben, ha a molekula
mindkét fele koordinalodik, nagyméreti kelatgytirii jon 1étre. A tetraglicin egyes aminosavait kiilon-kiilon
prolinra cserélve megallapithato, hogy a GlyProGlyGly elsé amidnitrogénjének pK értéke tobb mint két
nagysagrenddel nagyobb, mint a tetraglicin ugyanezen pK-ja, mig a GlyGlyProGly ligandum masodik
amidnitrogénjének deprotonalodasa be sem kovetkezik.

A szerin és a treonin egy-egy alkoholos hidroxilcsoportja, bar nem vesz részt a pH-metrias
folyamatokban, mégis valamelyest noveli a képzodott komplexek stabilitdsat. Az alkoholat koordinacidjat
minddsszesen pH 12 felett valdszinisitették a GlySer, GlyThr ligandumoknal.

A tirozin oldallac viselkedése a Cu" oligopeptid rendszerekben alapvetden a fenilalaninra emlékeztet,
minthogy a fenolos hidroxilesoport nincs megfeleld térhelyzetben a koordinacidhoz. Az aromas gytrti és a d
palyak kozotti kolesonhatas eredményeként a CuLH., komplexek kissé stabilabbak, mint az oldallancot nem
tartalmaz6 megfeleld oligopeptid komplexei. N-termindlis tirozintartalmu dipeptidek Cu" ionnal (Cu(AH.1)).
Osszetétell dimer komplexet is képeznek.

A C-terminalis pozicidban aszparaginsavat illetve glutaminsavat tartalmazd dipeptidek hasonlo, de
valamivel nagyobb stabilitasi komplexeket képeztek a Cu" ionnal az enyhén savas illetve semleges pH
tartomanyban, a hatds az aszparaginsavnal erfteljesebb. Az extra karboxilatcsoport oldallancanak
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kolcsonhatdsa a fémionnal az amidnitrogén valamivel magasabb pH-n bekovetkezé deprotonalodasat
eredményezi.

A lizin oldalanc, amely szintén jé kétShelye a Cu" ionnak, a tirozin oldallanchoz hasonléan nincs
megfeleld térhelyzetben ahhoz, hogy kis tagszamu kelatgylirlit képezzen, ennek megfeleléen a lizintartalmu
dipeptidek is hajlamosak a dimerizaciora.

A hisztidin oldallancot tartalmazé di- és tripeptidek koordinaciés modjat meghatarozza az oldallanc
elhelyezkedése. A GlyHis ¢és GlyGlyHis ligandumok esetében a hisztidin nitrogén kiszoritja a
karboxilatcsoportot a koordinacids szférabdl a dipeptid tri-, a tripeptid tetradentat modon koordinalja a Cu"
ionokat. A GlyHis Cu"LH. 6sszetételli komplexe pH 9,6 koriil egy Gjabb deprotonalddasi folyamat, a
hisztidin N3 nitrogénjének protonvesztése és egy masik fémkomplexhez valé koordinacidja révén
tetramerizalodik. A GlyGlyHis — a vérszérum rézmegkotd fehérjéjének, az albuminnak a modellvegyiilete —
Cu" rendszerben a 4-6 pH tartomanyban mindkét amidnitrogén valamint a hisztidin oldallanc egyarant
deprotonalodik. A harom deprotonalédasi folyamat koziil azonban az utolsé kettd egy 1épcsdben —
kooperativ médon — jatszodik le. A triglicinnel &sszehasonlitva a hisztidin oldallac hatasara a masodik
amidnitrogén deprotonalédasa legalabb két pH egységgel hamarabb kovetkezik be. A HisGly — Cu"
rendszerben a biszhisztidin tipusu koordinacié valosul meg pH 5-ig. A magasabb pH tartomanyban
GlyGly-szerli, egy deprotonalt amidnitrogént tartalmazd komplex valik dominanssa, mikézben a hisztidin
nitrogénje egy masik Cu" komplex kozponti fémionjahoz kotédik, dimert képezve ezaltal. A GlyHisGly
GlyHis-szerlien koordinal, a masodik amidnitrogén deprotonaléodasa nem kovetkezik be. HisGlyGly a
HisGly ligandumhoz hasonloéan bisz- illetve dimer komplexeket képez, mig bazikus kozegben a dimer
szerkezet felbomlik és triglicinszertl koordinaci6 valdsul meg.

5. tabldzat A Cu" ion 4ltal indukalt amidnidrogén pK értékek kiilonbdzé horgony-donorcsoportok mellett,
valamint az adott ligandumra jellemz6 néhany egyensulyi adat.

pK?mid ngmid ngmid pK» lgBme pKz —Igfm

Ticandim

GlyGly™ 423 8,13 5,56 2,57
GlyGlyGly™ 5,41 6,86 7,93 5,25 2,68
GlyGlyGlyGly™ 556 691 9,18 794 506 2,88
Gly-Hisztamin” 3,20 14,80° 7,19 7,617
2-mpg’™ 6.2 8,74 7.6 1,14
3-mpg™ 7,0 9,60 6,9 2,70
2-mp-B-Ala”™ 6.7 8,81 7.0 181
3-mp-B-Ala™ 7,6 9,69 6,1 3,59
SalGly™ 4,40 8,24 5,33 2,91
SalGly-L-Ala® 4,94 6,15 7,81 4,45 3,36
SalH,GlyGly*! 5,43 17.63° 11,51 6,12}
SalH,GlyGlyGly* 5,71 9,34 17,38° 10,65 6,73"
GLUGIy* 5,79 - 1,94 -

* ZpKi, illetve EpKi, — IgPw Az ML 6sszetételi komplex kialakuldsdhoz az amidnitrogén
deprotonalodasat megel6zo pH-n két donorcsoportnak kell deprotonalddnia.

b TpKas illetve TpKaos — Igfw Az ML 6sszetételit komplex kialakuldséhoz az amidnitrogén
deprotonalodasat megel6zo pH-n két donorcsoportnak kell deprotonalddnia.

¢ Az alkoholos hidroxilcsoport és az amidnitrogén kooperativ deprotonalodasanak atlagértéke

A ciszteintartalmu peptidek tiolatcsoportja altalaban kénnyedén redoxreakcioba 1ép a Cu" ionnal, igy
ezek a rendszerek gyakorlatilag nem tanulmanyozhatoak. Egyes tiolcsoportot tartalmazé ligandumok, mint a
2-merkapto-propionil-glicin (2-mpg) képeseck a Cu" ionokkal valé kolcsénhatasra redoxreakcid
bekovetkezése nélkiil is, igy kimutathaté deprotonalt amidnitrogént tartalmazé komplex dipeptidszerii
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koordinaciéval, ahol a GlyGly ligandumhoz képest az aminocsoportot a tiolatcsoport helyettesiti. A
kialakul6 kelatgylrli tagszaméanak a hatasat a Cu" ion indukélta amidnitrogén-deprotonalodasra a 2-
merkapto-propionil-glicin, a 3-merkapto-propionil-glicin, a 2-merkapto-propionil-B-alanin és a 3-merkapto-
propionil-B-alanin ligandumokkal vizsgaltak, melyek rendre 5+5, 5+6, 6+5 illetve 6+6 tagn gytriit
képezhetnek. A megallapitott stabilitasi sorrend 5+5 > 5+6 > 6+5 > 6+6 volt. Az els6 két esetben igen nagy
stabilitast CuL. komplexek képzddnek, az amidnitrogén deprotonalédasa azonban 2-2,5 egységgel magasabb
pH-n kovetkezik be, mint a diglicin ligandumnal. A 2-mgp esetén a rendszert spektralis tulajdonsagai a “kék
réz” proteinekhez teszik hasonldva, ami specialis geometriai elrendezédésre, tetraéderes rézkornyezetre utal.

A természetes dipeptideken kiviil szamos mesterséges peptidszarmazék Cu" indukalt amidnitrogén
deprotonalodasat vizsgaltak. Megfeleld horgonydonornak bizonyult az ortohelyzetl fenolos hidroxilcsoport:
a szalicilglicin (SalGly)” illetve szalicilglicil-L-alanin (SalGly-L-Ala)® ligandumok hatdsosan komplexaltak
ezen fémiont és diglicin illetve triglicin koordinaciés médit monokomplexek képzddtek, az aminonitrogén
helyén természetesen fenolatcsoporttal. Az ML dsszetételii komplexek mindkét ligandum esetében kevésbé
stabilak, mint akéar a diglicin akar a triglicin azonos Gsszetételli részecskéje. A dipeptidanalog esetén az
amidnitrogén pK-ja valamelyest kisebb, mint a diglicin megfeleldé komplexében, ellenben a
tripeptidszarmazék amid pK-i t6bb mint fél pH egységgel alacsonyabbak a triglicin amidesoportjainak pK
értékeinél és az eddigiekhez hasonléan 1épcsézetesen kovetik egymast. A di- és triglicin szalicilaldehiddel
alkotott Schiff-bazisanak redukcidjaval eléallitott ligandumok — a SalH.GlyGly illetve SalH.GlyGlyGly —
Cu" ion indukalta amiddeprotonalddasi 1épesdi (lasd . tablazat) az eggyel nagyobb tagszamu tri — illetve
tetraglicinre emlékeztetnek, jelezvén azt, hogy a fenolos hidroxilcsoport mindegyik esetben részt vesz a
koordinaciéban.*

Az N-p-gliikonil-glicin — Cu" rendszerben szintén tapasztalhaté amidnitrogén deprotonal6das, ebben
az esetben azonban a primer horgonyként szolgalé alkoholos hidroxilcsoport és az amidnitrogén
deprotonaldodasa kozel egy 1épcsdben jatszodik le, a két folyamatra jellemzo pK érték atlaga tobb, mint egy
pH egységgel meghaladja a diglicin amidnitrogénjének protonvesztésére jellemz6 megfeleld adatot.*

2.2.2.2  Palladium(II), Nikkel(II)

A palladium(Il) — amely a fémionok koziil a leghatdasosabban képes az amidnitrogén deprotonalodasat
indukalni — a Cu" ionhoz hasonlé koordinacidjii komplexet képez a GlyGly-nel, mig a GlyGlyGly és a
GlyGlyGlylGly esetében diamagneses komplexek jonnek 1étre. A reakcid lassu, és a protonvesztések pK
értékei  meglehetdsen alacsonyak, ami megneheziti meghatarozasukat. A  dipeptidek vegyes
klorokomplexeire jellemzé amidnitrogén deprotonalédasihoz rendelhetd pK-értékek 2-3 kozé esnek.*
Hasonléan a Cu" ionhoz csak az X-Gly tipusu ligandumok esetén képzddik két deprotonalt amidnitrogént
tartalmazé PA(LH.), 6sszetétell biszkomplex, amelyben a ligandum bidentat modon koordinalodik.

6. tabldazat A Pd" ion altal indukalt amidnidrogén pK értékek oligoglicin komplexeknél,™

. amid? amid P amid
Ligandum Pk, PK; PK;
GlyGly 2,52
GlyGlyGly 3,27 5,46
GlyGlyGlyGly 3,44 4,68 7,68
* A PALCI komplex pK-ja.

® A deprotonédlédassal parhuzamosan egy
kloridion kiszorul a kooordinécios szférabal.

A triglicin illetve GlyGlyAla komplexek esetében meglepé modon ligandumfelesleg mellett, pH 6
felett Pd(LH.). komplexek domindnsak az oldatban.”® Bar Cu" ionok esetében is kimutattak
biszkomplexeket tri- és tetrapeptidek esetében is’, az eloszlasgdrbén ezek csak mint minor komponensek
jelennek meg. 1:1 fém-ligandum arany mellett képz6d6é monokomplexek amidesoportjanak pK értékei a 6.
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tablazatban talalhatéak. Lathat, hogy a pK értékek — a Cu"iondl tapasztaltakhoz hasonléan — az oligopeptid
tagszamaval novekednek, és a protonvesztés 1épcsdzetesen kovetkezik be. A tetraglicin palladium(Il)
indukalt amidnitrogén deprotonalédasi folyamataira jellemzd elsd két pK értck kozotti kiilonbség fele
akkora, mint a masodik és a harmadik pK érték kozotti eltérés.

A Cu" esetében kialakuld tetragonalis monokomplexektdl eltérden a Ni" oligopeptid komplexei két
kulonbozo geometridjiiak lehetnek: hexaéderes biszkomplex illetve siknégyzetes bisz- vagy monokomplex
jon 1étre a ligandumtél fliiggden. Az elobbi a GlyGly-re jellemzd (pKamia = 9,35, 9,96). Az utébbi esetben
(glicinamid, GlyGlyGly, GlyGlyGlyGly) a geometriavaltas (oktaéderes komplexb6l siknégyzetesbe)
kovetkeztében az amid deprotondlodasok nem lépesézetesen, hanem gyakorlatilag egy 1épésben kovetkeznek
be, igy csak a 1épcsék pK értékeinek atlaga hatarozhaté meg pontosan. (pKamia (glicinamid): 8,5, pKamia
(GlyGlyGly): 8,37 pKumia (GlyGlyGlyGly): 8,07*%).

Hisztamintartalmt dipeptidek esetén a Cu"-re jellemz6é tendencidk érvényesiilnek, valamelyest
karakterisztikusabb mértékben. A HisGly esetén a biszkomplex képzodése valik dominanssa, az
amidnitrogén nem jatszik szerepet a koordinacidban. A GlyHis ligandumra a méar Cu" esetén leirt
koordinacié jellemzé mindkét fémionra. A Ni" esetében ezen ligandum amidnitrogénjének a legkisebb a pK
értéke (6,03).

Bar a tiolétercsoportot tartalmazé oligopeptidek esetén a Cu" ion koordinaciéjaban az oldallancnak
nincs kitiintetett szerepe, a Pd" ion ,,szoft” karaktere folytan kiilonbéz6 oldatszerkezetli komplexet képez
ezekkel a ligandumokkal az oldallanc elhelyezkedésétol és a fém-ligandum aranytél fliiggden. A GlyMet
ligandum — ahol a tiolatcsoport a C-terminalis végén talalhaté a molekulanak — MLH,, diglicin tipust
koordinacét alakit ki, ahol a lancvégi karboxilcsoportot a tiolat helyettesiti. Az S-metil-cisztein ligandum
ellenben biszkomplexet képez egy tiolat — aminonitrogén bidentat koordinacié révén. Mindkét esetben
ligandumfelesleg és magas pH mellett a Cu"-X-Gly rendszerekre jellemzd négy nitrogén koordinacidja
val6sul meg M(LH.,), &sszetétel mellett,

A legegyszerlibb tiolatcsoportot tartalmazd dipeptidek az N-acetil-cisztein és a mar emlitett
N-2-merkapto-propionil-glicin (2-mpg) vizsgalata eltéré képet mutatott. Mig az N-acetil-cisztein
amidnitrogénje nem deprotonalddott a komplexképzodés soran — karboxilat-tiolat bidentat biszkomplexek
dominalnak az oldatban —, addig a 2-mpg ligandum tiolatcsoportja betoltotte — a karboxilcsoport
“segitségével” — a horgony-donorcsoport szerepét. A tiolat, az amid és a karboxilat tridentat koordinacidja
mellett a fémion koriil egy ekvatoridlis koordinacios pozicié még szabad, melynek révén a tiolatcsoporton
keresztiil a komplex oligomerizalddik. Hasonld, ambar dimer molekulaként elképzelt struktura keletkezik a
Ni', Pd" GlyCys dipeptid komplexeiben, amely ligandumfelesleg mellett egy extra tiolatcsoport
koordinacidjaval biszkomplexsz¢é alakul at. A CysGly ligandum esetében az amino- és tiolatcsoportok
kedvezd térallasa miatt szintén a biszkomplexképzodés a kedvezményezett, az amidnitrogén
deprotonalédasa nem kovetkezik be. Ezen két fémion a terminalis cisztein tartalmu tripetidekkel is
aminonitrogén, két amidnitrogén és tiolat koordinaciéjii komplexet ad.

2.2.2.3 Kobalt(ll), Cink(Il)

Co" ion a Ni" ionnal azonos Osszetételli és geometriaju komplexet képez a GlyGly-nel (pH > 10),

amely oxigénre érzékeny és konnyen Co™

-ma oxidalédik a komplex strukturajanak megdrzése mellett. A
Zn" ionokat tekintve oligoglicinek esetében nincs bizonyiték az amidnitrogén deprotonalodasanak
bekovetkezésére. Ezzel ellentétben a GlyHis ligandum amidnitrogénjének protonvesztése — a
hisztidinnitrogén extra koordinacidja révén — minkét ion esetében bekovetkezik. (Co™ pKama = 6,73, Zn':
pKamia = 7,40) Tiolatoldallancot tartalmazd peptidek az oldallanc elhelyezkedésétdl fliggben amino-tiolat
vagy karboxilat-tiolat bidentat biszkomplexeket képeznek, az amidnitrogén deprotonalodasa nem kovetkezik

be.
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2.2.2.4 Dimetilon(IV)

A dimetilon(IV) indukalta amidnitrogén deprotonalddast szamos dipeptidanaldggal vizsgaltak
alkalmas  horgony-donorcsoportot keresve. Osszességében megallapithatd, hogy a terminalis
karboxilatcsoportot tartalmazé ligandumokkal képzett komplexek amidnitrogénjének pK értékei kozel
fiiggetlenck az N-termindlis pozicid helyén 1év6 donorcsoporttodl, és a 4,2-5,0 tartomanyba esnek. A 2-mpg
ligandum kivételével a koordinacié a karboxilatcsoport monodentat koordinaciojaval kezdddik, majd a
komplex részlegesen elhidrolizal (CH;),SnLH(OH) 6sszetételli részecskét képezve. A  kovetkezd
deprotonalddasi 1épcsdben a ligandum N-terminalis végeén talalhaté donorcsoportnak és az amidnitrogénnek
a koordinacids szféraba torténd egyiittes belépésével egy tridentat koordinacié jon 1étre, mikoézben a
hidroxilcsoport kiszorul a fémion kornyezetébdl. A keletkezett MLH., 6sszetételli részecskék — ellentétben
az MLH illetve ML komplexekkel — lassii ligandumcseresebességgel rendelkeznek az NMR idoskalaja
szerint. A GlyAsp ligandumnal tapasztalt pK érték novekedés az aszparaginsav-oldallanc extra
koordinacidja okozta gatldé hatasnak tulajdonithaté. Az N-termindlis pozicidban nitrogén illetve oxigén
donoratomot tartalmazd komplexek VYOL komplexe hasonlo stabilitasu. Az AspGly illetve GlyHis
ligandumoknal a két oldallanc enyhe stabilitasnévekedést okoz.

7. tablazat A Sn(CH,)," ion altal indukalt amidnidrogén pK értékek kiilonbozd horgony-
donorcsoportok mellett, valamint az adott ligandumra jellemz6 néhany egyensulyi adat.

Ligandum pK?mid pKs IgfBm pK: - 1gBw
GlyGly® 4,81 8,09 6,61 1,48
Ala-Gly* 4,99 8,11 6,80 1,31
AspGly*’ 4,77 7,99 6,90 1,09
GlyAsp® 5,21 8,36 7,51 0,85
GlyHis® 4,68 14,88* 13,73 1,15°
SalGly* 4,39 8,21 6,75 1,46
GLUGIy* 4,46 - 2,36 -1,00°
GLUMet® 4,55 - 2,80 -0,60°
2-mpg™ 4,59 8,39 9,52 -1,13
*pKotpKs

* pKotpKs - 1gBan

¢ 1gBMLHJ

A 2-mpg tiolatcsoportjanak elsddleges koordinacidja révén sokkal stabilabb komplexet képez a
dimetilon"-ionnal. A VVOLH komplex deprotonalédasa a karboxilcsoporton kévetkezik be annak
koordinaldédasa nélkiil. A kovetkezd deprotonadlodasi 1épcsdben kialakuld komplex teljesen hasonld a
korabbiakhoz, csak a stabilitasa nagyobb mintegy harom nagysagrenddel.

2.2.2.5 Bioldgiai aspektusok

A bioldgiailag jelentés glutation (y-glutamil-L-ciszteinil-glicin) ligandummal a Ni" valamint a Pd"
ionok esetét lehetett amidnitrogén deprotonalodasat kimutatni, a Ni"ionnal pH > 12, mig Pd" esetén a 7-11
pH tartomanyban. “C-NMR vizsgalatok alapjan a 10,5-13 pH tartomanyban a Zn" ion indukalta
amidnitrogén deprotonal6dasat is valdszintsiteni lehet. A Cu" ion redoxreakciéba 1ép a glutationnnal,
melynek hatasara oxidalt glutation jon 1étre, melyben a két glutation molekulat egy diszulfid hid koti ossze.
Ezen ligandum vizsgalata a Cuion és a diszulfidhid gyenge koélcsonhatdsara mutatott r4, amely igy nem
szolgalt megfeleld horgony-donorcsoportként a fémion altal indukalt amidnitrogén-deprotonalddas szamara.
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A szerum albuminnal végzett kisérletek azt mutatjak, hogy a fehérje egy ekvivalens Cu", illetve Ni"
iont képes erdsen megkotni, és peptidlanc N-terminalis végén a GlyGlyHis tripeptidre jellemz6 koordinacios
mod jon 1étre.
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2.3 Az oxovanadium — amidnitrogén kélcsénhatas

2.3.1 Szilard komplexek vizsgalata

Az irodalomban megtaldlhatd szamos deprotondlt amidnitrogént tartalmazd oxovanadium(IV)
komplex szerkezetének rontgendiffrakcids leirasa. Az e médon jellemzett komplexeket (lasd. 8. tablazat) a
ligandumok alapjan két tipusba sorolhatjuk:

I. Amidnitrogén—aromas szén kovalens kotést tartalmazoak — ,,aromas amidok” —, ahol a ligandum
négyfogu, a mononukledris komplexben harom kondenzalt kelatgytiriit talalhatd, és az egy, esetleg két
amidnitrogén mindig két kelatgylirli csatlakozasanal helyezkedik el. Egy amidnitrogéntartalmu
komplexekben a masik hasonlé pozicidban 1év6 nitrogén vagy szekunder imin, vagy szekunder amin. A
leggyakoribb csak egy kelatgytiri kialakitasdban résztvevd donorcsoportok a Ognos €8 @ Npiriain €sctleg az
Oouikonotits Oacac’y Stiofenotst. A V—Namia tAvolsag a 1,970-2,086 A intervallumba esik. Osszehasonlitva az egyéb
tipusut V=N kotéstavolsagokkal (amin, imin, aromas nitrogének: lasd 2. tablazat) megallapithatd, hogy a
legroévidebb, kisebb, mint a V-Omo atlagos kotéstavolsag és nagyjabol osszemérhetd a V—Ouarboxin atlagos
kotéstavolsagaval. A komplexekben a négy donoratom altalaban az ekvatoridlis sikban foglal helyet, két eset
kivételével. Az egyikben egy dimer komplexet kritalyositottak ki*’, mig a masodik esetben a ,lancvégi”
tartalmaz6é mindkét kelatgytrli az ekvatoridlis sikban talalhatd.

II. Az ,,alifds amidokat” tartalmazoéak, ahol a ligandum haromfogl, a mononuklearis komplexben két
kondenzalt kelatgyliriit képez az ckvatoridlis sikban, mik6ézben egy fenantrolin molekula foglalja el a
fennmaradt egy-egy szabad ekvatoridlis és axialis pozicidt. Gyakorlatilag kétféle kotésmodu ilyen komplex

Ci4 c13

P~

ot
7. @bra A VYO - 2-mpg — fenantrolinnal alkotott vegyes
komplexének rontgenszerkezete

ismert csak: az egyik esetben a ligandum a 2-merkapto-propionil-glicin (2-mpg), ahol egy tiolat illetve
karboxilat veszi kozre az amidnitrogént. A masik tipust az olyan dipeptidek képviselik, ahol az oldallancnak
nincs szerepe a koordinacioban, igy egy amino illetve egy karboxilatcsoport talalhaté még a koordinacids
szféraban. Az amidnitrogén—vanadium kotéstavolsag jelen esetben talan valamivel kisebb: 1,927-2,005.

Mindkét csoport esetében az amidnitrogén ekvatoridlis pozicidban talalhato, két csatolt kelatgytrli
talalkozasi pontjaban.

Két komplex esetén feltételeztek axialis koordinaciot, de ezekben az esetekben nincs
egykristalyszerkezettel bizonyitva a javasolt szerkezet.
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8. tablazat Deprotonalt amidnitrogént tartalmazé vanadiumkomplexek jellemzoi.

Komplex Ekvatorialis Axialis V—Namia Al Namia Ay Hiv.
poziciéban koordinalédé donorcsoportok kotéstavolsag hozza-
(A =100 ppm) jarulasa
L. “Arom4s” amidcsoportot tartalmaz6 ligandumokkal alkotott VYO komplexek
VYO(paap)® Nopiridin, Namid » Namid » Npiridin 145 31,8 92
VVO(bpb)(H-0)* Niiridiny Namid > Namid > Npiridin 2,015" 93
[VVO(hypyb)]- Npiridiny Namid s Namid -, Ar-O~ 2,009 156,1 32,8 94.95
V™VO(phepca)® Npiridin, Namid > Nimin, AT-O 1524 32,8 ”
V¥O(pycac) Otonj”> Nammin, Namid ', Npiridin 1,979 1514 33,1 % 97
V™O(pycbac) Oxoni "> Namminy Namid > Nopisidin 1,989 152,4 34,0 o
V™VO(thipca) A7-S7, Nammins Namid "> Npiridin 1,997 150,6 34,2 o
VYO(pais)® Npisidiny Namid > Nimin, AT-O7 2,017 154 34,4 o2
[VVO(hiba)]* R-O7, Numia ™, Namia, R-O~ 145 37,2 o2
[VIO(depa-H)|* Ar-O7, Namia™, Namia*, Ar-O~ 2,013 o8
[VVO(hybeb)]* Ar-O7, Numia™, Namid, Ar-O~ 2,022 156,2 39,2 9
[VYOCI(Hbpb)],* Npiridiny Namid 5 C1', Nipiridin, Oumid, 2,086 »
VMO(capea)Cl Nopisidiny Namid > Nimin, Npiridin CIr 2,010 145,0 24,8 91,30
VVO(capca)(NCS) Noiridin, Namid > Nimin, Npiridin Niiocianst” 147,5 27,3 91,30
V¥O(capca)N; Noiridins Namid > Nimin, Npiridin Nazia~ 144,5 24,3 .
V™O(capca)(CH;COO) Nyiridiny Namid > Niminy Nopiridin Oxarboxilat 1450 24,8 91,30
V™O(capca)(PhCOO) Npiridin, Namid ", Niznin, Npiridin Ohrarboxitit 1440 23,8 .
V¥O(capca)(Im) Noiridins Namid > Nimin, Npiridin Nim 162,0 423 91,30
V¥O(capea) (n-nBuNHy) Npiricing Namid » Nimin, Npiridin (n-nBuNH;) 162,0 !
VYO(Hcapcah)(Cl) Nyirigins Namia”, Nammin, CI Nipiridin 2,019 163,0 39,5 9
V™O(Hcapeah)(NCS) Npiridiny Namid » Nammin, Nitociast Niiociansr 2,010 160,0 38,5 .
V™VO(Hcapcah)(N3) Npiridin, Nemid ", Nammin, Nazid” Nezid 2,026 163,0 41,5 .
VYO(Hcapcah)(Im) Niisidins Namid > Namanine Nim Nin 158,0 34,5 o
I1,,Alifas” amidcsoportot tartalmazé ligandumokkal alkotott VYO komplexek
[V¥O(2-mpg)(phen) |- Stiotét™> Nanid*s Otarvoxiit > Npten Noten 1,997 151,1 358 S0
VVO(GlyGly)(phen) Nasming N s Okarbosist > Nphen Nihen 2,005 1589 354 99,101
V¥O(GlyAla)(phen) Namrin, Namid s Okarboiér > Nphen Nihen 1,949 159,0 355 99,101
VYO(GlyTyr)(phen) Nammin, Namid > Orarvoxitat s Nphen Nohen 1,927 160,0 36,5 102,
VYO(GlyPhe)(phen) Namminy Namid > Okarboxitat > Nphen Nihen 1,969 159,0 35,5 1oz
VYVO(GlyVal)(phen) Nammin, Namid > Orarvoxitat s Nphen Nohen 1,978 159,1 35,6 103
V™O(GlyLeu)(phen) Nanmnin, Namid”, Okarboxitst ' Nphen Noben 159,2 35,7 108
[Vwo(mzpc)]L Sttt > Namid 5 Stiolat s Okarboxilat 149.3 100.101
[Vwo(mspc)]zf Sttt > Namid s Stiolat s Okarboxilat 148,4 100,101

* Atlagos V—-N i kétéstavolsag.
*® A ligandumok péaronként megegyeznek.
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A 8. tablazat alapjan megfigyelhetjiik, hogy az amidnitrogén hozzajaruldsa a parhuzamos csatolasi
allandéhoz fiigg a donorcsoportok 6ssztoltésétol.' Mig két negativ toltés mellet a hozzajarulas értéke 31-
35x10* cm™ az “aromas amid”-ok csoportjaban, addig a dipeptidek esetén ~35,5x10* cm™. Kevés harom
negativ toltésti ligandummal tortént mérés. Az igy nyert adatok: 32,8x10* cm™ (Paromas amid”) illetve
35,8x10* cm™ (“alifis amid”). A két négy negativ téltéssel rendelkezd ligandum esetén a hozzjarulas értéke
38,2+1,0<10" cm™. A mindosszesen két egy negativ toltéssel rendelkezé ligandummal képzett
vanadiumkomplexek spektralis viselkedése rendkiviil furcsa, és nehezen megmagyarazhato. *'*° Azon
komplexekre, amelyek feltételezhetden axialis amidnitrogén-koordindcidt tartalmaznak, az amidnitrogén
hozzajarulasat a csatolasi allandohoz, amely Iényegében az ckvatoridlis sikban koordinalodott
donorcsoportoktdl fligg, természetesen nem lehet szamolni, mindezek ellenére a szerzok megtették. '™

2.3.2 ESEEM (Electron Spin-Echo Envlope Modulation Spectroscopy)

Az ckvatoridlis sikban koordinalodott amidnitrogén elméletileg szuperhiperfinom felhasadast okoz a
vanadium ESR-spektruméan, azonban mivel ez kisebb a természetes vonalszélességnél, csak
pulzustechnikakkal (ENDOR, ESEEM) tanulmanyozhaté. Fukui ¢és munkatarsai vizsgaltdk a kulonféle
tipust nitrogének koordinaciéja altal okozott szuperhiperfinom felhasadast. Megallapitottak, hogy a
szuperhiperfinom csatolasi allandé az aminnitrogének esetében ~5 MHz (~1,7x10* cm™), az imineknél 6-7
MHz, mig a tiocianat ~7,5 MHz-es felhasadast okozott.'” Az amidnitrogén okozta szuperhiperfinom
felhasadas csatolasi alland6ja 6,70'" valamivel kisebb, mint a porfirinek, nagyobb, mint a Schiff-bazis
tipust nitrogének és kordlbeliil Gsszevethetd az imidazol tipust nitrogénre jellemzd szuperhiperfinom
csatolasi allandoval.
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2.3.3 Oldatkémiai vizsgalatok
2.3.3.1 Nem koordinal6do oldallancot tartalmazé di- ¢s tripeptidek

A Cu"ionnal és egyéb kétértékll atmenetifém-ionokkal (Ni", Co", stb.) ellentétben a nemkoordinal6dé
oldallancu di- és tripeptidek (AlaGly, GlyAla, AlaAla, GlyGlyGly) pH 4-5 felett nem képesek oldatban
tartani a VVO-iont még 160-szoros ligandumfelesleg esetén sem. A fémion hidrolizal, és VVO(OH).
osszetételll csapadék valik ki az oldatbol.'® A savas — 2< pH < 4,5 — kozegben sem az ESR-, sem az
elektongerjesztési spektrumokon nem figyelhetd meg drasztikus valtozas, ami azt tdmasztja ala, hogy az
amidnitrogén deprotonalddasa ezen a pH tartomanyon beliil nem kévetkezik be. A képz6dott [VVOLH]* és
[VVO(LH).]*" 0Osszetételli részecskére a bazicitassal korrigalt stabilitdsi 4allandok, valamint az ESR-
spektrumok alapjan ekvatorialis monodentat karboxilatkoordinacid jellemzd, legfeljebb a fémion ¢és az
amidoxigének gyenge kolcsonhatasa feltételezhetd aminosavak megfeleld allandoéival valé Gsszehasonlitas
alapjan.'®® Az aminocsoport ellentétben mas fémionokkal — Cu", Ni", Pd", Co" — nem képes a horgony-
donorcsoport szerepét betdlteni az oxovanadium(IV) indukalta amidnitrogén-deprotonalédashoz.

9. tabldzat V™V O-nek GlyGly-nel és GlyGlyGly-nel alkotott komplexeinek stabilitdsi allandoi.

Osszetétel GlyGly'®  GlyGlyGly'*
[(VVO)LH]* 10,3 10,1
[(VVO)(LH)J* 19,5 19,4
(VVO)LH., 1.9 1.6
VVO? + [H,L]" = [(VVO)LH] > + H* 1.4 1,6

VO +2 [HL] = [(VYO)LH ] 42 H -39 3.8

A VVO(OH), pH 7,5 felett hidroxokomplexek képzédésével feloldodik. Az ezen a tartomanyon
elvégzett ESR- ¢és CD-spektroszkopias mérések alatamasztjak, hogy a lugos pH tartomanyban a
fékomponens hidrolizisrészecskék mellett a deprotonalt amidnitrogént tartalmazo komplexek is jelen vannak
dipeptidek esetében.'” A 7,5-9,5 pH tartomanyban felvett CD-spektrumok izodikroikus pontot mutatnak &m
= 0 mellett, ami egyetlen CD-aktiv részecskét valoszintisit. A spektrumok eltérnek az alacsonyabb pH-n
felvettektdl és a pH novekedésével a spektrumok intenzitasa csokken. A pH 9,5 felett a spektrumok egy
ujabb CD-aktiv részecske megjelenését mutatjak. A spektrumok maximuma az alacsonyabb pH felé tolodik
el. A pH 7,5-nél tapasztalt CD-spektrum alakja az AlaAla és a GlyAla ligandumok esetén hasonld, bar
ktlonboz6 intenzitasu, €s teljesen kiilonbozik az AlaGly ligandum esetében mérttdl. Az ESR-mérések soran
nem tapasztaltak kiilonbséget — nem meglepd modon — a harom dipeptid kozott, és mindosszesen egyetlen
ESR-aktiv részecskét mutattak ki, mely esetében a csatolasi allandé értéke 161x10* cm™ volt. A nagy
intenzitasi CD-spektrumok az amidnitrogén koordinacidjat valdszinlisitik. A CD-spektrumokban az
intenzitasbeli kiilonbség a GlyAla ¢és az AlaGly ligandumok ko6zott — legalabbis a kézlemény szerint — a
karboxilatcsoport ekvatorialis koordinaci6jat tamasztjak ala.'”” A szerzék az aminocsoport ekvatorialis
koordinacidjat is lehetségesnek tartjak, annak ellenére, hogy az AlaAla — és a GlyAla — V'O rendszerekben
mért CD-spektrumok alakja hasonld. Az dsszetétel és az odatszerkezet nagymértékii bizonytalansaga miatt a
kozleményben az amidnitrogén hozzajarulasanak becsiilt értéke a csatolasi allandoéhoz — jelen dolgozat
szerzOjének véleménye szerint — kritikaval kezelendé.
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2.3.3.2 Karboxil oldallancot tartalmazo dipeptidek

Két, karboxil oldallancot tartalmazé dipeptid, a GlyAsp és az AspGly VVO komplexeinek pH-metrias
vizsgalatat csak pH 5,5-ig lehetett elvégezni az oxovanadium(IV) hidrolizise miatt. Bar harmincszoros
felesleg mellett nem valt le hidroxidcsapadék, a lassu

(‘)‘ folyamatok meggatoltdk a rendszer tovabbi pH-metrias
NH,—CH,—C——NH—CH—COOH tanulményozasat. A 2-5,5 pH tartomanyban nem képz6dott
deprotonalt amidnitrogént tartalmazé komplex. A 1étrejott

GlyAsp CH részecskek Gsszetételét, stabilitasi allandoit illetve spektralis
COOH sajatsagaikat az N-acetil-aszparaginsav és a borostyankdsav
o megfeleld paramétereivel dsszehasonlitva kijelenthetd, hogy

| a  GlyAsp  borostyankésavszeriien  koordinalédik,
NH,—CH—C—"NH—CH,—COOH  piszkomplexek képzddnek és a Gly rész az amidnitrogén

‘CH esetleges axialis koordinaci6jatol eltekintve nem vesz részt a
2

‘ AspGly komplexképzésben. Az AspGly esetében hasonlé pH
COOH tartomanyban  ellenben  monokomplexek  képzddnek:

[VVYOLH:]", VVOLH illetve [VVYOL]. A VYOL komplex pK
= 5,59-val deprotonaldodik, de az ezzel parhuzamosan lezajlo hidrolizisfolyamatok megnehezitik az
Osszetétel pontos detektalasat. A pH 6 felett lezajléo folyamatokat ESR- és CD-spektroszkopias modszerel
kovették nyomon, azonban pontos komplexdsszetétel ismerete nélkiil kizardlag a spektrometrias mérések
alapjan a részecskék kotésmodjara egyértelmi kovetkeztetést levonni nem Iehetséges. A spektralis
viselkedés nem mond ellent egy — COO™, Namia , NHz, H2O/OH™ — kotésmodu részecske jelenlétének egyik
dipeptid esetében sem.'®

2.3.3.3  Szalicil-glicin (SalGly)'*”

Ezt a dipeptidszarmazéknak tekinthetd ligandumot — amely egy ortohelyzetli fenolos hidroxilcsoportot
tartalmaz a terminalis aminocsoport helyén — és réz(Il)-t nikkel(I)-t és kobalt(Il)-t tartalmaz6 rendszerek
vizsgalata soran megallapitottak, hogy csak a réz(Il) esetén képzddik deprotonalt amidnitrogént tartalmazo
komplex.” A VMO esetében a SalGly a GlyGly-nel ellentétben
képes kozel 1:1 fémion-ligandum arany mellett is oldatban tartani

C—NH—CH;—COOH a7 oxovanadium(IV)-et. A savas pH tartomanyban képzédd
Q [VYOLH]" 6sszetételli komplexre két hatarszerkezet képzelhett el
SalGly a Dbazicitassal korrigalt stabilitdsi allandé ¢és a lathatod

O
]

OH elektongerjesztési spektrumok alapjan. A VVOL semleges
komplexben a fenolat, a karboxilat és feltételezhetben az

amidcsoport oxigénje koordinalodik ekvatoridlis pozicioban a

— fémionhoz. A kovetkezd deprotonalddasi 1épesé (pK = 4,76) az

@ / 0O amidcsoport  nitrogénjének  deprotonalodasdhoz és  ezzel
egyidejlileg az ekvatorialis sikban torténd koordinaléodasahoz

O~ 2. N- rendelhetd, hiszen e folyamat révén mind a lathaté spektrum (Uj

HzO/ ~o0 =0 SAV Amax = ~520 nm koriil), mind az ESR-spektrum (A 175x10™

cm?-rfl 165x10* cm'-re csokken) jelentdsen atalakul. Egy
hidroxo-vegyeskomplex 1étrejottekor dimerizacié és ESR-csendes

komplex kialakulasa lenne varhaté. A fenolos-O, N umia €8 COO~

koordinaciés modot tdmasztja ala a Chasteen-féle additiv osszefiiggés'® alapjan becsiilt csatolasi érték is
(A = 162-164). A [VVOAH. T részecske 16tezését az ESR-spektroszkopids vizsgalatok nem igazoltak,
de a titralasi gorbék leirdsa jelentdsen romlott amennyiben ezt az Gsszetételt kihagytak a rendszert leird
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[VOLH_{]”

[VOLH_,J*

. Avo(oH)T
[(VO)OH)S]

.
N, g

VYO moltort

pH
8. dbra A V™0 — SalGly rendszerben képzddd részecskék eloszlasgorbéje.
= 1mM,; € 4mM; T =25,0°C;1=0,20 M)

(CVIVO

modellbdl. A [VIVOAH,,]* ésszetételli komplex 1étrejotte csak hidroxo-vegyeskomplex esetén képzelhet§ el,
a szabad pozici6 illetve a folyamatra jellemzd pK = 7,57 érték az ckvatoridlis helyzetben lezajlo
protonvesztést valdsziniisiti. Ennek némiképp ellentmond, hogy az ESR-spektrum nem valtozik jelentdsen.
(A 165x10™* cm™-16]1 csak 163x10* cm™-re csokken).

10. tdbldzat VVVO-nek SalGly-nel alkotott komplexeinek stabilitisi alland6i.

Komplex Ig B pK ESR paraméterck
Osszetétel
g A
(x10* cm™)

[LH] 8,16 8,16
LH, 11,33 3,37
[VVOLH]" 10,24 3,19
VYOL 7,05 4,76 1,938 175
[VVOLH.. ] 2,29 7,57 1,949 165
[VVOLH.]* -5,28 1,951 163
[VVOL,H.{ 1> 3,55

Ig K
H.A + VYO = [VVOAH]" + H' -1,29
[HA] + VYO =V"OA + H" -1,11
[HA] + VYO =[VYOAH.,] +2 H' -5,87

2.3.3.4 Glutation, oxidalt glutation

A glutation (GSH) — y-glutamil-L-ciszteinil-glicin — egy fontos természetes eldfordulasu tripeptid,
mely nélkiilozhetetlen az €16 sejtek szamara. Az emberi vordsvérsejtekben példaul koncentracidja 2-3 mM.
Szamos kozlemény foglalkozik a glutation és a V(V) kozotti lejatszodo redoxreakcioval, mely soran VYO
illetve oxidalt glutation (GSSG) keletkezik.'" Ez utdbbi vegyiilet is megtalalhaté a vordsvérsejtekben,
jellemz6 koncentracidja a glutationénak mindossze 1-2 %-a.''! Nagyszamu publikacio talalhato az
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irodalomban az oxovanadium(IV) glutationnal képzett komplexeirl. (példaul '"*) Ezek részben
ellentmondasosak, igy csak a legutdbbi, legatfogdbb mérési modszereket (pH-metria, CD-, ESR- és lathatd

O
]

HOOC—CH—CH,—CH,—C—NH—CH—C—NH—CH,—COOH

NH, CH,

SH
Glutation (y-glutamil-L-ciszteinil-glicin)

elektrongerjesztési spektroszkopia) valamint két kiillonbozd koordinacids helyen, a tiol- illetve glicin
karboxilcsoportjan blokkolt ligandumokkal valé ésszehasonlité adatokat is tartalmazé kozlemények!'*!'"
eredményeit ismertetem. A glutation nem tilsagosan hatékony komplexképzo, 1-10 illetve 1-25 fémion-
ligandum arany mellett ugyan mar nem tapasztalhaté a hidroxid csapadék levalasa, mindazonaltal pH 7 felett
az oxovanadium(IV) hirdolizise jelentGssé valik. Az S-metil-glutation és a glutation spektralis viselkedése
pH 6-ig gyakorlatilag megegyezik, ¢és a glicin karboxilcsoportjanak észteresitése sem okoz jelentds
spektralis kiilonbséget. Ebb6]l kovetkezik, hogy a pH 6 alatt képzddott komplexek esetében nem kell
tiolatkoordinaciéval szamolhi, és a glicin karboxilatcsoportja sem jatszik meghatarozé szerepet egyik
komplex esetében sem. A [VVO(gsh)H;]** komplexben egy karboxilcsoport koordinacidja valoszinlisithetd,
amely a CD-spektroszkdpias illetve a glutation-etilészterrel térténd osszehasonlité mérések alapjan inkabb a
glutamin rész karboxilcsoportja. A CD-spektrum jelentdsen eltér az egyszerli aminosavak megfelelé pH-n
felvett (Ala, Ser, Glu) CD-spektrumaitol, amibol egy, esetleg két karbonilesoport koordinacidjara lehet
kovetkeztetni. A pK = 2,8 deprotonalédasi 1épesdvel kialakulé [VVO(gsh)H,]" komplex ESR-paraméterei
alapjan nem tartalmazhat koordinalt aminitrogént, mig a tiolatcsoport koordinaciojat mar korabban kizartuk.
Elképzelheto a glicin rész karboxilatcsoportjanak koordinacié nélkiili deprotonalédasa, mindazonaltal az
ESR-paraméterek jelentds valtozasa ennek ellentmond. A V™O(gsh)H részecskében az aminocsoport
koordinacidja igazolhaté az ESR-paraméterek jelentds valtozasaval, mig a tiolatkoordinacié a
tiolatcsoporton blokkolt szarmazék azonos viselkedése miatt kizarhat6. A szerzok az ESR-paraméterck

1.0 [VOL,H,]*
0,8 - [VOLH3]2+ [VOI:H_1]2— ]
[VOLH,]" 27 [(VO)(OH)s]

506
6 / M .

E “.,' '.‘ :I N
2 0,4 Y [VOLH_,]
_> , | 5 ;.' ‘.

C T FEIVOOH),T
0,0 : : .- | ““’:_::_:;:_.- | -._\::
2 4 6 8 10
pH

9. abra A V™0 — glutation rendszerben képzédé részecskék eloszlasgorbéie.
= 10mM; € omg 250 mM; T =25,0 °C; 1= 0,20 M)

(CVIVO
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i i
HOOC—CH—CH,—CH,——C—NH—CH—C—NH—CH,COOH
NH, CH,
GSSG v
S
NH, CHy

HOOC—CH—CH,—CH,—C—NH—CH—C—NH—CH,—COOH

| ]
O O

alapjan még két peptid-karboniloxigén koordinacidjat is feltételezik. A pH 5-7 kozott 1étrejott
[VVO(gsh).H,]* legvaldsziniibb kétésmodjat (2xCOO-, 2xNIH,) az aminosavak biszkomplexeire (alanin,
szerin) jellemzd ESR-paraméterek €s a CD- valamint lathat6 elektrongerjesztési spektrumok jo egyezése
igazolja. A pH tovabbi novelése két folyamatot indit el: a fémion hidrolizisét, illetve a tiolatcsoport
koordinacidjat. A két folyamat aranyat a fémion-ligandum arany hatarozza meg. A képz6dott [V'VO(gsh)H. ]
>~ részecskéhez két kiilonbozo, egymassal egyenstlyban 1év6 izomer szerkezet rendelhetd az ESR-mérések
alapjan. A CD-spektrum a dominans részecske esetén nem valdszintisiti az amidnitrogén deprotonalddasat és
koordinacidjat, de a minor komponens esetében az ESR-csatolasi allando igen alacsony volta erésen sugallja
azt. A mindossze 10 szazalékban képz6dd [VVO(gsh)H.]* részecske a CD-adatok alapjan szintén nem

1,0 -
; [VOLI*
VOLH,J* .
oe ! [VOL4:| I |
3 OLH[ -
_ voLH, VO VOLH - (VOR(OH)]
S 0,6 - 5
Nel
E ‘. .1' " ’.
O ‘n -. —
2 04 [VOLH_,J*
02 - AT e VO(OH)T
V02+ "". '."_.- .“‘ "I ".)“‘, .\..
0,0 T \72/-. ‘-'!-_".:'-:'--.-I:“:::: ‘ ....‘--.
2 4 6 8 10

pH

10. abra A VO — GSSG rendszerben képzddd részecskék eloszlasgorbéje.
= 4mM,; €y mpe 40 mM; T=25,0°C; 1=0,20 M)

(CVIVO
tartalmaz deprotonalt amidnitrogént a koordinacids szféraban.

Az oxidalt glutation (GSSQG) pH 7-ig hasonlé komplexet képez, mint a glutation, amely tény nem
meglep6 annak fényében, hogy a tiolatcsoport az emlitett pH-ig nem vesz részt a koordinacioban a redukalt
forma esetében sem. A [VVO(gssg)Ha]*™ (n = 2-4) komplexekben csak a karboxilat- és a peptid-
karbonilcsoportok vesznek részt a koordinacidban. A pH 4 és 5 kozott lezajléo deprotonalodasi 16pcsé
eredményeként jon létre az elsé aminnitrogént tartalmazé komplex [VVO(gssg)H] . Ujabb protonvesztéssel
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¢s még egy aminocsoport koordinacidjaval ezen részecske atalakul a GSSG-egyéb fémion — Co", Ni", Cu',
Zn" — rendszerekre is jellemzd és pH 6-8 kozott domindns [VVO(gssg)]* osszetételll, 2x(COO", Namin)
kotésmodu részecskévé. A lugos tartomanyban bekovetkezd deprotonalddasi folyamatok az ESR-
spektrumok alapjan inkdbb a komplex részleges hidrolizisének, semmint az amidnitrogén
deprotonalodasanak tulajdonithatoak. '

2.3.3.5 Albumin

Az oxovanadium(IV) esetében — ellentétben mas fémionokkal (példaul Cu”, Ni") — biologiailag fontos
fehérjék esetében nem talalhatéak példak a fémion ¢s az amidnitrogén kolcsonhatasra. A kordbban emlitett
huméan szerum albumin elsédleges fémmegkoté helye — hasonléan a nemkoordindlédé oldallancot
tartalmazé tripeptidekhez — nem alkalmas a Cu"ionhoz képest ,,hard” fémion megkotésére.'” Mindazonaltal
a human szérum albumin tobb fiiggetlen szerzd véleménye szerint is harom VVO-iont képes megkotni. ' '®!17
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3 A hasznalt kisérleti médszerek és korilmények leirasa

3.1 A felhasznalt anyagok

A VVOCI, torzsoldat készitése a Nagypal Istvan és Fabian Istvan éltal leirt modszer'” sziikségszerfi
modositasaval tortént. A natriumvanadat (Fluka) redukcidjat sosavas kozegben kéndioxiddal végeztik el, a
keletkezett szulfationokat BaCl:-dal (Reanal) tavolitottuk el. Az igy kapott oldat higitasaval allitottuk eld a
~0,2 M VVO-torzsoldatot, melynek pH-jat sosavval 2-re allitottuk be. A modszer hibaja, hogy az oldat egy
ckvivalens  natriumkloridot  tartalmaz = oxovanadium(IV)iononként. = A  vanadiumkoncentraciot
permanganometrias illetve cerimetrias titralassal is ellenoriztiikk. A savtartalmat pH-metriasan hataroztuk
meg, a titralast még a vanadiumhidroxidok megjelenése eldtt befejeztik. Az adott tiralasi szakaszt Gran-
modszerrel'® dolgoztuk fel. Az igy eléallitott VVO-torzsoldat harom ¢évig eltarthaténak bizonyult,
koncentracidjat idonként természetesen ellendriztiik. Az jabb torzsoldat elkészitésekor — melyb6l mar nem
sziilettek e dolgozat témajaul szolgald eredmények — az egyszerliség kedvéért VVOSOaxxH,0-bol (Aldrich)
indultunk ki, a szulfationokat szintén BaCl,-dal tavolitottuk el. Az oxidimetrids eljarasok mellett egy
alternativ VVO-meghatéarozasi modszer lehet a tizszeres feleslegben alkalmazott tartaratsé komplexképzé
mellett végzett pH-metrids mérés, amely esetben két ekvivalens proton szabadul fel VVO-iononként.'*!

A pH-metrias titralasokhoz hasznalt KOH (Fluka) puriss a KCI (Reanal) és HCI (Reanal) pedig a./t.
mindségli volt.

A ligandumok koziil a 2-merkapto-propionil-glicin, az N-2,2-bipiridil, a tiron (dinatrium-4,5-
dihidroxi-1,3-benzoldiszulfonat) és a maltol (2-metil-3-hidroxi-4-piron) puriss mindségli Sigma termék volt,
A kereskedelmi forgalomban nem kaphaté ligandumokat egylittmik6édo partnereink — N-p-glitkonil-
aminosavakat Gyurcsik Béla'?, a SallL,GlyGly*'-t és a Salll,GlyGlyGly*'-t Isabel Correia, a
SalGly-L-Ala®-t Toth Gabor és Ligia M. Rodrigues, mig a Sal-L-Asp valamint SalGly-L-Asp ligandumokat
Ligia M. Rodrigues — allitottak el6. Mivel a ligandumok el6allitdsa nem a dolgozat szerzdjének feladata volt,
ezért azok pontos menetét itt nem részletezem (lasd. azokat a mar felsorolt hivatkozasokban). Ehelytitt csak
a Sal-L-Asp ¢és a SalGly-L-Asp ligandumok elgallitasat k6zlom, mivel ezen eredmények még nem kertiltek
publikalasra.

Az osszes ligandum tisztasagat pH-metrias titralasokkal is ellendriztiik.

3.1.1 A Sal-L-Asp ligandum eléallitisa

Az L-Asp (OMe)OMe szintézise. 100 ml hiitstt (-10 °C) metanolhoz 25 ml tionilkloridot csepegtettek
allando keverés mellett, ezt kovettden L-aszparaginsavat (6,66 g, 50 mmol) adagoltak az oldathoz. Az elegy
hémeérsékletét 40 °C-ra emelték, és két 6ran at ebben az allapotaban tartottdk. Az olddszer eltavolitisa utan
kapott olajszerli maradékbol a tiszta terméket metil-etil-éterb6] torténd atkristalyositotassal nyerték (7,8 g,
79 %, olvadaspont: 115-116 °C). NMR- DMSOq 3,00-3,03 (2H, multiplett, CH,); 3,74 és 3,64 (6H, 2
szingulett, 2xOCH3); 4,32(1H, triplett J=5,7 Hz, CH); 8,79 (3H, széles jel, NH;").

A Sal-L-Asp(OMe)OMe szintézise. Szalicilsavat (2,76 g, 20 mmol) oldottak fel 80 mL etilacetatban,
majd az elegy hémérsékletét 0 °C-ra hiitotték le. Az oldathoz diciklohexilkarbodiimidet (4,3 g, 21 mmol), L-
Asp(OMe)OMe-t (3,95 g, 20 mmol) és trietilamint (3,6 ml, 20 mmol) adagoltak 1épésenként. Az igy kapott
keveréket egy ¢jszakan at szobahdmérsckleten kevertették. A szilard anyagokat szliréssel eltavolitottak, majd
a szlrletet citromsav 5% vizes oldataval, majd vizzel, azutan NaHCOs 5%-o0s vizes oldataval, végiil ismét
vizzel mostak. MgSOs-on tortént szaritds utan az elegyet betoményitették. A maradékot kis mennyiségl
acetonban feloldottak és négy o6ran keresztll ~0 °C-on allni hagytak. A kivalt csapadckot leszlrték (DCHU),
a maradék elegyet betoményitették. A keletkezett olajos masszabol nem sikertilt szilard teméket nyerni (4,48
2,79 %).

NMR- DMSOg 2,90-3,20 (2H, multiplett, CH»Asp); 3,69-3,78 (1H, multiplett, a CHAsp); 6,91 (2H,
apparent triplett J=7,8 Hz); 7,40 (1H, apparent triplett J=8,0 Hz); 7,86 (1H, dublett dublettje J=1.2 and 8.0
Hz,); 8,90 (1H, dublett J=8.1 Hz, NHAsp); 12,40 (1H, széles jel, OH).
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A Sal-L-Asp eldallitasa. 4,47 g (15,9 mmol) Sal-L-Asp(OMe)OMe-t oldottak fel 30 ml metanolban és
50 ml 1M NaOH-ot (50 mmol) adtak az clegyhez. A keveréket szobahOmérsékleten két oran keresztiil
kevertették majd 16 ml 1 M HCl-at adagoltak hozza. A metanolt csokkentett nyomason eltavolitottak, és az
igy nyert vizes oldatot jeges-vizes hiités €s erételjes keverés mellett 34 ml 1 M HCl-val savanyitottak. A
kivalt fehér csapadékot szlirték, vizzel mostak, majd szaritottak (1,2 g, 30 %, op. 171-172 °C).

NMR- DMSO¢ 2,84-2,81(2H, multiplett, BCH>Asp); 4,75 (1H, apq J=8,1 Hz, aCHAsp); 6,91 (2H,
apparent t J=7,2 Hz); 7,39 (1H, triplett dublettje J=1,8 és 8,0 Hz); 7,88 (1H, dublett dublettje J=1,8 és 8,2
Hz); 9,13 (1H, dublett J=8,1 Hz, NH); 12,85 (1H, szingulett, OH); 12,60 (2H, széles jel, OH).

Elemanalizis eredménye: C=52,44; H=4,65; N=5,53. Az Ci;;H110s N 0Osszetétel mellett elméletileg
varhato: C=52,18; H=4,65; N= 5,18 %.

3.1.2 A SalGly-L-Asp ligandum eléallitasa

A  Boc.Gly-L-Asp(OMe)OMe  vegyliletet a diciklohexilkarbodiimid médszerrel 10 mmol
nagysagrendben allitottak el6. A kromatografias eljarassal tisztanak talalt olajos anyagot (2,75 g, 86 %) nem
sikeriilt kikristalyositani. NMR- DMSOqs 1,36 (9H, singulett, Boc); 2,72-2,77 (2H, multiplett, CH>Asp );
3,50 (2H, dublett J=6 Hz, CH,Gly); 3,61 ¢és 3,59 (3+3H, singulett, 2x OCHs); 4,66 (1H, apq J=7,8 Hz,
aCHAsp); 6,97 (1H, triplett J=6 Hz, NHGly); 8,23 (1H, dublett J=8 Hz, NH-Asp).

A TFA.Gly-L-Asp(OMe)OMe elballitasa. A védett Boc.Gly-L-Asp(OMe)OMe (5 mmol, 1.598 g)
peptidet 25 ml trifluorecetsavval kezelték, majd szobahdmérsékleten nedvességtol védve idoszakos keverés
mellett allni hagytdk. Az elegyet betoményitették, majd etilétert adtak hozza. Az oldat lehttése utdn az
¢teres fazist dekantaltak és az igy nyert olajos fazist szaritottak. A kvantitativ mennyiségben kapott szilard,
habszerti anyagot tovabbi tisztitas nélkiil hasznaltak fel a kovetkezd 1épésben.

NMR- DMSOg 2,78-2,82 (2H, m, aCH>Asp); 3,63 (3H, szingulett, OCH; ); 3,61(5H, s+overlapped,
CH.Gly + OCH,); 4,71 (1H, apq J=7.2 Hz, aCHAsp); 8,09(3H, széles jel, NH5"); 8,95 (1H, dublett J=8 Hz,
NH-Asp).

A SalGly-L-Asp(OMe)OMe elballitasa. 0,69 g (5 mmol) szalicilsavat 20 ml etilacetatban oldottak,
majd 0°C-ra hiitétték. Az oldathoz diciklohexilkarbodiimidet (1,08 g, 5 mmol), TFA.Gly-L-Asp(OMe)OMe-
t (1,66 g, 5 mmol) ¢és trietilamint (0,9 ml, 5 mmol) adagoltak 1épésenként. Az igy kapott kevercket egy
¢jszakan at szobahdmérsékleten kevertették. A szilard anyagokat lesziirték és az olddszert redukalt nyomas
mellett eltavolitottak. A maradékot kis mennyiségii acetonban feloldottak ¢s négy oran keresztiil ~0 °C-on
allni hagytak. A kivalt csapadékot leszlirték (DCHU), az oldatot beparoltak. A maradék olajos anyagbdl nem
sikeriilt szilard teméket nyerni (1,091 g, 67 %).

NMR- DMSOg 2,70 és 2,80 (2H, dublett dublettje J=1,5 és 6,0 Hz, aCH2Asp); 3,60 és 3,62 (6H, 2
szingulett, 2xOCHa3); 3,94 (2H, dublett J=5,4 Hz, CH,Gly); 4,70 (1H, apq J=6,0 Hz, aCHAsp); 6,90-6,92
(2H, multiplett, 3-H és 5-H); 7,39 (1H, tap J=8,1 Hz, 4-H ); 7,86 (1H, dublett dublettje J=0,9 és 8,4 Hz, 6-
H); 8,54 (1H, dublett J=8,1 Hz, NHAsp); 9,08 (1H, triplett J=6,0 Hz, NHGly); 12,20 (1H, singlett, Ar-OH).

A SalGly-L-Asp eléallitasa. 1,090 g (3,22 mmol) Sal-Gly-L-Asp(OMe)OMe-t feloldottak 10 ml
metanol ¢és 9,69 ml 1 M NaOH vizes oldatanak elegyében. A keveréket szobahdémérsékleten négy 6ran
keresztill kevertették majd 3,3 ml 1 M HCl-at adagoltak hozza. A metanolt csokkentett nyomason
eltavolitottak, ¢s az igy nyert vizes oldatot jeges-vizes hiités és erdteljes keverés mellett 6,4 ml 1 M HCl-val
savanyitottdk. Ezt a vizes oldatot haromszor etilacetattal extrahaltak, a szerves fazist Gsszegylijtotték &s
MgSOs-tal szaritottak, majd az olddszer eltavolitdsa utdn szilard habhoz jutottak. (585 mg, 58 %). A
kristalyositas egy metanol — éter — petrioléter —elegybdl jart sikerrel. A kapott fehér szilar anyag
olvadaspontja 105-107 °C.

NMR- DMSOg 2,60 és 2,70 (2H, dublett dublettje J=1,5 és 6,0 Hz, CH,Asp); 3,94 (2H, dublett J=
5,7 Hz, CH,Gly); 4,56 (1H, apq J=6,0 Hz, aCHAsp); 6,86-6,92 (2H, multiplett, 3-H és 5-H); 7,39 (1H, tap
J=8,1 Hz, 4-H); 7,86 (1H, dublett dublettje J=0,9 és 8,4 Hz, 6-H); 8,37 (1H, dublett J=7,8 Hz, NHAsp); 9,06
(1H, triplett J=5,7 Hz, NHGly); 12,20 (1H, singlett, Ar-OH); 12,60 (2H, széles jel, CO,H).
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Elméletileg szamitott Ci4HisN.Os + 1/2 C4HsO, (etilacetat): C=50,85; H=5,08; N=7,91. A kapott
eredmény: C=50,22; H=5,48; N=7,93 %.

Az cloallitas soran a kovetkezd miiszercket hasznaltak: Gallenkamp olvadaspontmérd, Varian Unity
Plus 300 NMR Spectrométer, az elemanalizist egy Leco CHNS 932 miiszer segitségével végeztek.
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3.2 A pH-potenciometria

A vizes oldatban lejatszodo egyensulyra vezetd reakcidk leirasara a pH-potenciometria kivaléan
alkalmas minden olyan esetben, amikor a reakcié proton termelddésével illetve fogyasaval jar egyiitt.
Tipikusan ilyen reakcid egy tetszéleges fémion (M) altal a ligandumhoz (L) kotott proton(ok) kiszoritasa:

(4) LH M < MLEY* xH*

A fémkomplexek stabilitasi allanddjat a fémiont, a ligandumot és a protont tartalmazoé rendszerre felirhato
altalanos képzddési egyensuly alapjan definidlhatjuk, ahol p és q pozitiv egész szamok, mig r pozitiv és
negativ egész értéket egyarant felvehet.

3
®) pM+qL+rH < ML H:

A p =0 mellett a fenti képlet a ligandum sav-bazis folyamatait, mig q = 0 esetén a fémion hidrolizisét leird
egyenletté egyszerlisodik. A keresett allandokat a komponensekre felirhaté anyagmérlegek nemlineéris
egyenletrendszerének megoldasa szolgaltatja, ahol n a képz6dott asszociatumok szamat, mig p,q.r a
sztochiometriai egyUtthatokat jeloli:

Ezeket a biner rendszereket leird paramétercket ésszerli fliggetlen mérések alapjan meghatarozni. Terner

) e =1+ 30, By M LI LY,
(6) ¢y =M1+ p, B, [MIP[LI{[H]]
(7) ¢, =[L1+ D 4, B, [MIP[LI[H];

komplexek leirdsa soran a (4) egyenlet egy Ujabb taggal boviil, ami természetesen az anyagmérleg
egyenletek szamat is megnoveli.

®) pM+q L'+’ L? + 1 H & My(L)o(L)eH:

A ¢q' = 0 illetve a q*> = 0 esetben az (8) egyenlettel a biner komplexképzddésre jellemzd egyensilyi
folyamatokat jellemezhetjiik. A p = 0 mellett a ligandumok koélcsonhatasat leird képletet kaphatunk, ezen
kolesonhatas vizes oldatban azonban altalaban elhanyagolhaté mértékii.

Bizonyos esetekben az adott komplexkémiai reakcidt pontosabban leija a folyamatra jellemzd
egyensulyi allando, ezeket a komplexek stabilitasi alland6ibo] szarmaztathatjuk, melyek ko6ziil néhany a 11.
tablazatban talalhatd.

11. tablazat Néhany komplexképzddési folyamat, és az azt jellemzd szarmaztatott llando
szamitasa a stabilitasi allandokbol

Folyamat Allandé
ML + L < ML, Ig Kve= 1gBmr. — IgBume
M,LH: © M,L,H..; + H" PKoyvtetarr = 1B mprars — 1gBwmprLars
L+ ML« 2 ML Ig (Ki/K2) = 21gBme — 1gBmrs
ML!'+ ML?=ML'L?+ M Alg K = IgBwvrr - 1gBwvr: — 1B

3.3 A titralasok gyakoriati kivitelezése és kiértékelésiik

A pH-potenciometrias méréseket 25,0 °C-on (298 K) 0,20 M ionerdsség (KCI) mellett hajtottuk végre
minden esetben. Az inert atmoszférat, amely a ligos kozegben a levegd oxigéntartalmat (amely az
oxovanadium(IV)-et oxidalhatja) és szén-dioxid tartalmat (amely pH-effektust okoz) tartotta tavol a titralo
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oldaton argon gaz &atbuborékoltatasaval biztositottuk. A kiinduldsi térfogat rendszerint 25 cm® volt,
amennyiben azonban nem allt megfelel6 mennyiségli ligandum rendelkezésre kisebb térfogatban is torténtek
mérések. (Altaldban 10, de esetenként 5 cm®.) A pH mérésére két Metrohm (6.0234.100, 6.0222.100) és egy
Orion (Ross 8103BN ) elektrédot alkalmaztunk Orion 720 pH-mérd berendezéshez csatlakoztatva. A
titralasokhoz 0,2 M KOH mérdoldatot készitettiink, amelyet Metrohm 665-6s illetve Metrohm 765-0s
birettaval adagoltunk. A mérdoldat pontos koncentracidjat kaliumhidrogénftalatbol pontos beméréssel
készitett 0,0500 M oldat segitségével hataroztuk meg. Ez utobbit hasznaltuk a pH-mérés egy pontos
vezérelte automatikusan mind a g adagolasat, mind a pH olvasasat és rogzitését. A vezérlést oly modon
valasztottuk meg, hogy a titralasi pontok kozott 0,1 pH egység kiillonbség legyen, az ehhez rendelhetd
térfogatvaltozast kozvetleniil az j pont elott mért V - pH parok elsé és masodik differenciajanak
segitségével becsiilte meg a program, melyben ezen felil a minimalis és maximalis adagolast mértéke is
megvalaszthatd. Az egyensuly beallasat a beolvasott pH stabilizalédasaval ellendriztiik. Stabilnak akkor
tekintettiik a pH-t, ha adott id6 alatt 0,002 pH egységnyi, vagy kisebb valtozas tortént. A két beolvasott pH
kozotti 1dokulonbséget a kalibralasok ¢és a csak ligandumot tartalmazé titralasok soran 15 masodpercnek,
mig az VVO-iont is magiba foglalo mérések esetén 40 masodpercnek valasztottuk. Ez utdbbit az
oxovanadium(IV) kinetikailag inertebb volta indokolja. A pH stabilizdlodasara maximalisan 10 percet
vartunk, amennyiben ez az adott pontban nem kovetkezett be, abban az esetben az adott pontot a
kiértékelésbol kihagytuk. Tapasztalataink azt mutatjak, hogy egy-egy hosszabb nem egyenstlyi szakasz utan
bekovetkezd esetlegesen kinetikailag stabil szakasz leirdsa az esetek dont6 tobbségében csak igen nagy
hibaval terhelten lehetséges, ami irreverzibilis folyamatokra utal.

A pH-metrias méré rendszert minden nap legalabb két alkalommal kalibraltuk, ennek soran négy
paramétert hataroztunk meg, az Gn. Irving faktort,'> (a mért pH érték illetve tényleges pH kozotti konstans
eltérés), a vizionszorzat negativ logaritmusat — pKy-t — illetve két ekvivalenciapontot: Ep.-t (savas adghoz
rendelhetd ekvilanciapont) és Ep-t (lugos dghoz rendelhet6 ekvivalenciapont). A kalibracidt akkor fogadtuk
el, ha az pKy értéke 13,75 — 13,76 intervallumba esett, illetve ha a két ekvivalenciapont kozotti kiilonbség
maximalisan 1% volt. A ligandumok pK-inak meghatarozasara a SUPERQUAD programot hasznaltuk, mely

crer

L

A komplexek stabilitasi 4lland6éinak meghatarozasahoz a PSEQUAD'™ programot hasznaltuk fel. Bemend
adatként a mar emlitett, és természetesen a titralasi gorbék pontjain kiviil a fémionkoncentracidkat valamint
az adott titralas el6tt kalibraciéval meghatarozott Irving faktor értékeket kellett megadnunk. A szamitasok
folyaman ortogonalis illesztést alkalmaztunk, a V - pH hibaaranyt 1:1-nek allitottuk be.

A szamitasok soran az oxovanadium(IV) négy hidroxokomplexének rendelkezésiinkre allé stabilitasi
allanddjat vettitk figyelembe (lasd 1. tablazat). A két pozitiv toltésti hidrolizis részecske [(VVO(OH)]',
[(VVO)(OH),]*" stabilitasi alland6janak nagysaga a kiértékelést gyakorlatilag nem befolyasolja, hiszen az
alkalmazott koncentracidtartomanyban (1-4 mM) jelentsebb eléfordulasuk esetén (> 5% ) a rendszerbdl
kicsapodd VVO(OH), a tovabbi mérést lehetetlenné teszi. A masik két részecskének mind az dsszetétele,
mind stabilitdsi allandojanak értéke — legaldbbis jelen dolgozat szerzbjének véleménye szerint —
meglehetdsen bizonytalan. Az 1. dbran mar kordbban bemutatott VYO hidrolizis eloszlasgorbe alapjan
példaul a VVO(OH);™ részecske ESR-jelének mar a 8-10 pH tartomanyban meg kellene jelennie, de ez csak
pH 11,5 felett tapasztalhat6. Szintén sszefiiggést véliink felfedezni a VYO hidrolizise, illetve a pH-metrias
mérések soran észlelt lassti folyamatok kozott, melyre magyarazattal szolgalhat a hidroxokomplexek
oxidacidra vald érzékenysége is. Ennek értelmében a speciacié azokon a pH tartomanyokon, ahol a
hidrolizisrészecskék is megjelennek csupan maximum a tendencia leirasat szolgalhatja, nem tekinthetd
megbizhat6 eredménynek.
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A ligandumtitralasokat rendszerint 2 illetve 4 mM koncentracioban végeztik el. A fémes mérések
soran hasznalt fémion-ligandum aranyokat illetve a mérhetének (illeszthetének) bizonyult pH tartomanyokat
lasd Fuggelck 11.

3.4 Elektronspinrezonancia spektroszkopia mérések ¢és a kapott spektrumok
szimulécio’ja

crer

tapasztalataimat ismertetem.

Az “X-savi” ESR-spektrumokat tobb kiilonb6zd késziiléken vettiik fel, minden esetben 100 kHz
térmodulacié mellett. A JEOL-JES-FE 3X spektrométeren torténtek a VYO — N-p-gliikonil-aminosav
rendszerekkel kapcsolatos mérések. Ezen késziiléken a teret MnO-dal szennyezett MgO-ra kalibraltuk (g =
2,0064 A = 86,50 Gauss = 81,02x10* cm™), a fagyasztott oldatban tértént mérésekkor (T = 77 K) minden
egyes mintahoz ~5% metanolt adtunk a jobb {ivegképzddés érdekében.

Az 0sszes tobbi fagyasztott oldatban (T = 77 K) mért spektrum felvételéhez egy Bruker ESR ER 200D
X-band spektrométert hasznaltunk. A késziiléket a VIVOSO, spektruma alapjan kalibraltuk (g = 1,933 A =
182,6x10* cm™), a mintakhoz lefagyasztas elétt 4% etilénglikolt vagy dimetilszulfoxidot adtunk szintén a
jobb tivegképzddés érdekében.

A SalGly-L-Ala és SalGly-L-Asp rendszerekben mért szobahdmérsékletli spektrumokat egy JEOL
JES-RE3-X késztléken vettiik fel. A teret itt tetracianoquinodimetan litium séjara [TCNQ-Li] ( g=2,00252 )
¢s MnO-dal szennyezett MgO-ra ( a harmadik és a negyedik cslics tavolsaga 86,9 Gauss = 8,69 mT)
kalibraltuk.

Minden egyes ligandum esetén igyekeztiink optimalis fémion-ligandum arany mellett dolgozni, a
részleteket (koncentracidaranyok) lasd a 4. Eredmények és értékelésiik ciml fejezetben a konkrét rendszer
leirasanal.

A komplexképzddéssel, a ligandumtér ergsségének névekedésével az ESR paraméterek is valtoznak, g
értékek altalaban nagyobbak lesznek, mikézben a csatolasi allandok csokkenek. Mind a négy paraméter
valtozasa az my = +1/2, +3/2, +5/2 és +7/2 atmenethez tartozo csucsait az alacsonyabb terek iranyaba tolja
el. Mivel a parhuzamos csatolasi allandé nagyobb mértékben valtozik, mint a mer6leges, a rendszerben
bekovetkezd barmilyen valtozasra. a parhuzamos tartomany +7/2-hez tartozé atmenectének helye a
spektrumon a legérzékenyebb paraméter. (Nem tul szerencsésen ez a legkisebb intenzitasu is dtmenet.) A
felvett spektrumoknak a dolgozatban legtobbszor csak a parhuzamos tartomany (+3/2),+5/2, +7/2
atmenethez tartozo jeleit abrazoltam. Az altalam hasznalt, és az ESR spektroszképidban altalanosan hasznalt
—nem SI — mértékegység a Gauss 10 mT-val egyenld.

A VYO — N-p-gliikonil-aminosav rendszer szobahdmérsékleten felvett ESR-spektrumait leszamitva a
részecskéket jellem26 g (g Vagy g, g valamint csatolési élland(’) értékeket (Ao vagy Ay AH) egy, az ESR—
szobahdmeérsékletli spektrumokat Lorenz gorbével, mig a fagyasztott oldatban felvetteket minden esetben
Gauss-gorbe segitségével tudtuk pontosabban leirni. A vonalszélességek orientaciofiiggését a program
otféleképpen tudja kezelni.

1. Egyedi vonalszéleségek A Hu # A Hy axidlis spektrum esetén  AH,. = AH!

2. Egyforma vonalszéleségek A Hi = A Hyy axidlis spektrum esetén azonban AH,, I # AH ,‘LI

3. A (9) egyenlet altal megadott képlettel szamolhatdak az egyedi vonalszélességek, oc,B,x konstans

) AH, = o0 + Bxmrt yx(my)?

A harmadik kezelési méd tovabb bonthatd — axidlis spektrumoknal — az o,B,y orientaciofiiggése
alapjan: a., o'=al,B'=ply =y b., a''zal,B =By =y c., o' =al BBy =y
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A VYO spektrumok illesztésekor minden esetben a 3. kezelési mod — axidlis spektrumok esetén a 3/c — valt
be. S bar elméletileg egy tovabbi tagnak — 5x(mi)’— a (9) egyenletbe t6rténd felvétele is sziikséges a pontos
leirashoz'®, a szobah6mérsékletli spektrumoknal az illesztés hibaja minimalisat valtozott amennyiben minden
egyes vonalszélességet kiilon illesztettiink: a csokkenés mértéke nem indokolta ottel tobb — harom (a,B,%)
helyett nyolc (az Osszes vonalszélesség) paraméter hasznalatit, A 77 K-en felvett spektrumoknal
tapasztalataim szerint nincs §sszefliggés a parhuzamos és merdleges tartomany vonalszélességei kozott, az
o, Bi, o oy, By y) paraméterszettel minden egyes esetben jobb illesztés érhetd el, mint ~ AH ,j} =AH L‘h
feltételezése mellett nyolc paraméterrel. (Nem mellékesen a szamitds iddigénye a paraméterck szamanak
novekedésével n6.) A spektrumok alapjan pedig nyilvanvald, hogy sem a parhuzamos, sem pedig a
merbleges tartomany vonalszélességei nem egyformak.

VYO atlagos axialis, esetleg rombos spektrumanak illesztésekor a kovetkezd moédszer bizonyult a
legcélravezetobbnek:

1. A parhuzamos paraméterek (g, Ay, oy, By, %)) meghatarozasa csak a parhuzamos tartomany — az elsd

két illetve az utols6 harom cstics, melyeket a merbleges paraméterek nem érintenck -

figyelembevételével.

2. A merbleges paraméterek (g, A o, Bi, %1) meghatarozdsa az egész spektrum figyelembevétel,

mialatt a parhuzamos paramétereket nem valtoztatjuk.

3. Az Osszes paraméter egyiittes finomitdsa a spektrum péarhuzamos tartomanyainak megfeleld

sulyozasa mellett. Stulyozaskor az m; = —7/2 és —5/2-hez tartozé jeleket 10-30, mig az my = +3/2, +5/2

¢s +7/2-hez tartozo jeleket 20-60-szorosan vettem figyelembe a meréleges tartomanyhoz képest.

A harmadik pontban torténé tovabbi finomitas folyaman, ha egy paraméterszettel dolgozunk, a
jellemzé ESR-adatok: csatolasi allandok illetve g-értékek csak a kisérleti hiban beliil valtoznak csupan.

3.5 CD- és lathato elektrongerjesztési spektrofotometrias mérések

A lathaté elektrongerjesztési spektrumok felvételéhez a HP8452 diddasoros, Hitachi U-2000 illetve
Perkin-Elmer lamda 9 spektrofotométert alkalmaztunk. A vizsgalt hullamhossztartomany a diddasoros
késziilék mellett 350-820 nm, mig a masik két késztilékkel 400-900 nm volt. A CD-mérések két miiszerrel,
Jobin Yvon CD6 illetve JASCO 720 spektropolariméterekkel késziiltek a 350-800 illetve 400-1000 nm
tartomanyban. Rendszerint a spektrofotometrids mérésekhez 1 cm uthossza kiivettat hasznaltunk.

A CD-spektroszkopia alkalmazhatosagi kritériuma altalaban kiralis centrum megléte a ligandumban.
Cotton effektust rendszerint akkor tapasztalhatunk, ha valamely kirdlis atom kromoforhoz kotédik, akar tobb
kotésen keresztil is. Az effektus erdssége a kotések szamanak novekedésével csokken. Peptidek esetében a
terminalis karboxilatcsoport, a terminalis aminocsoport, az amidcsoport koordinacidjakor véarhatod
altalanosagban (természetesen csak ha az a-szénatom kiralis) CD-intenzitas.
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4 Eredmények és értékelésik
4.1 Az N-2-(S,R)-merkapto-propionil-glicin biner és terner VYO komplexei'?®
4.1.1 Biner komplexek

Az N-2-(§,R)-merkapto-propionil-glicin (2-mpg) mint komplexképzdé ligandum vizsgalata egy
alapvetden ,,hard” csoportba sorolhatd fémionnal elsd ranézésre talan nem tlinik teljesen logikusnak. Egy a

kozelmutltban publikalt egykristalyszerkezet®

— az oxovanadium(IV)-nek a 2-mpg-nel és 1,10-fenantrolinnal
alkotott vegyeskomplexe, amely deprotonalt amidnitrogént

H tartalmazott (lasd 7. dbra) — azonban felkeltette
CH37(‘:H7C—NH7CH27COOH érdeklfdésiinket. A vizsgalni kivant ligandum szerkezetileg a
SH glutationnal rokon, mindkét vegyiilet tridentat modon, a tiolat,

az amidnitrogén- ¢s egy karboxilatcsoporton keresztiil (is) képes
koordinalédni. A két vegytlet kozotti kiilonbség, hogy a 2-mpg

ligandum tiolatcsoportja egy szénatommal kozelebb talalhaté az amidcsoporthoz, ami kisebb, Gttagi

2-mpg

kelatgytliri kialakulasat teszi lehetdévé. Vizsgalataink soran a pH-metria, ESR- ¢és lathaté tartomanyu
elektrongerjesztési spektroszkopia kisérleti médszereket alkalmaztuk. A ligandum racém volt, ezért a CD-
spektroszkopiat nem hasznalhattuk.

A nemkoordinalodo oldallanccal rendelkezé aminosavakat (Gly, Ala lasd: 2.3.3.1) illetve aszparagint
(AspGly, GlyAsp lasd: 2.3.3.2) tartalmazd dipeptidekkel ellentétben a 2-mpg mintegy tizszeres
ligandumfelesleg mellett oldatban tartotta a VVO*" iont, csapadéklevalas a megfigyelt pH tartoméanyban
(2-11) nem kovetkezett be. Az oldat szine — kezdetben sargasbarna, majd pH 9 felett halvanypiros — erdteljes
komplexképzodésre utalt. A pH-potenciometrias mérések tébb fémcentrumot tartalmazd részecskék
jelenlétére nem utaltak. Ezt az ESR-spektrumok is alatamasztottak, jelentds intenzitascsokkenés nem
kovetkezett be. A rendszert 1:1 illetve 1:2 (M:L) 6sszetétell kiilonb6z6 protonaltsagi allapoti komplexekkel
jellemeztik. A rendszert leird modellt, a stabilitasi allanddkat valamint a spektralis jellemzdket a 12. és 13.
tablazatok tartalmazzak.

1.0

vo? [VO(2-mpgH_,)

0.8 - vo 2-mpgH_;)(2-m
VO(2- [ Pg pg)l> N
O(2- mng YOH]
0.6 -
0.4 - N
0.2 ) .
[VO(OH)3]‘

00 T T e
2 4 6 8 10
pH
11. dbra A V"VO — 2-mpg rendszerben képz6dé részecskék eloszlasgdrbéje.
(cvlVo= 4mM; ¢y ppe = 40 mM; T = 25,0 °C; I = 0,20 M)

VVO mélisrt
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12. tdbldzat A V™0 - 2-mpg rendszer komplexeinek stabilitisi alland6i és spektralis
jellemz6i. (I=0,20 M (KCI); T = 25 °C)

Részecske Ig B pK Amae [nm] (€ [M'cm™])
(2-mpg)H, 11,76 + 0,01 3,43

2-mpg)H 8,33 £0,01 8,33

VVO(2-mpg),Ha 19,4 +0,2 625 (15) 780 (28)
[VVOQ2-mpg)H]* 10,02 + 0,04 4,89 640 (11) 777 (27)
VVO(2-mpg) 5,13 0,07 4,03 ~660 ~770
[VVOQ2-mpgH.)] 1,10 0,01 6,90 506 (60) 645 (56)
[VVO(2-mpgH.1)(2-mpg)) [~ 4,57 +0,05 525 (80) ~675 (60)
[VVO(2-mpgH.))OHT> 25,80 + 0,02 528 (88) 760 (33)

A 2-4 pH tartomanyban a VVO*" akvaion mellett monodentat karboxilatkoordinaciét tartalmazo
komplexek jelennek meg [VVO(2-mpgH)]" és VIVO(2-mpgH), dsszetétellel. Az ESR-spektrumok ebben a pH

pH vo?*

VO(OH),I

3700 3800 3900 4000 4100 4200 4300

Magneses tér (Gauss)

12. dabra A VVO — 2-mpg rendszer ESR-spektrumainak a parhuzamos
tartomany +5/2 illetve +7/2 dtmenethez rendelhetd cstcsai kiilonbozé pH-

kon. (¢ =4mM; € 48 mM)

‘ MHF,
O(2-mpg) ,H,

intervallumban cgy
180-174x10*  cm™
csatolasi allanddval jellemezhetdek,

Ay =
parhuzamos

amely a pH novelésével csokkend

tendenciat mutat. Hasonld jelenség

figyelheté meg néhany karbonsav''

¢s  aminosav'?’  esetén, nagy

ligandumfelesleg mellett.
Mindazonaltal e komplexek
bazicitdssal  korrigalt  stabilitasi

alland6it (2-mpgH, + VVO* =
[VVOQ2-mpgH)]" + H' Ig K = -1,64;
2-mpgH, + [VVO(@2-mpg)]” =
VMO(2-mpgH), + H" 1g K = -2,38)
Osszevetve az egyszerl karbonsavak
megfeleld allandodival (ecetsav: Ig K
= -2,75, propansav: lg K = -2,78,
lg K = -2,76)'* az
eredmények extra kolcsénhatasra

butansav:

utalnak. Feltehetéen mindez az
amidcsoport  karboniloxigénjének
vagy a
tiolcsoportnak  a

nem  deprotonalodott
részleges —
esetleges kulsé szféras -
koordinacidjara vezethetd vissza. A
kovetkezd két deprotonalddas kozel
egy lépcsdben jatszodik le, a két pK
rendre 4,89 illetve 4,03. Az ESR-
spektralis valtozasok hiven tiikrzik
a fenti folyamatot, a VVO(2-mpg)
Osszetétell  komplexhez tartozo
+7/2-es csucs igen kis intenzitasa
figyelhet6 csak meg a pH ~4 illetve

~5 esetén felvett spektrumokon. Ez
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alatamasztja a kooperativitast, ellenben megneheziti az adott komplex ESR-paramétereinek meghatarozasat.
Az adott részecskében feltételezésiink szerint a tiolat- és a karboxilatcsoport koordindcidja mellett a
peptidcsoport karboniloxigénje is kotddhet a fémionhoz, ezaltal ugyanis két 5+7 tagi csatolt kelatgytiri jon
Iétre €s nem egy nyolctagi makrokelat. A két deprotonalédasi folyamat végén keletkezett részecske ESR-
paraméterei — a mért ¢és a becsiilt parhuzamos csatolasi allando értékek Osszehasonlitasa — alapjan (lasd 14.
tablazat) az amidnitrogén deprotonaldédasa ¢és koordindcidja valdszinlisithetd. Az amidnitrogén
deprotonalodasa mellett még vegyes hidroxokomplex 1étrejottével lehetne szamolni, de ez egyrészt a
hasonlé t6ltésti VIVO komplexek esetében 4ltalaban magasabb pH-n kévetkezik be (lasd Fiiggelék III),
masrészt nehezen lehetne magyarazni a VVO(2-mpg) komplex igen kicsiny mennyiségét. Hasonlé indokok
alapjan vethet6 el a VIVO(2-mpg), részecske képzddése a VVO(2-mpg)H.; 6sszetételli helyett. (Adott pH-n a
VMOQ2-mpg)H., + H(2-mpg) = VVO(2-mpg). reakciénak nincs pH effektusa.) A masodik ligandum
belépésére jellemz6 stabilitasi allandd joval meghaladna az els6ét — 1g(Ki/K,) érték igen magas lenne —
amire nem lenne logikus kémiai magyardzat. A biszkomplex feltételezése mellett a becsiilhetd parhuzamos
csatolasi allando is messze esne a mért értéktol. (2xS7, 2xXCOO kotésmod mellett az Ay =149,2-nek adodik, a
mért adat: 157)

13. tablazat A 2-mpg VO komplexeinek ESR-paraméterei.

Osszetétel g A, (x10*cm™) g Ay (x10*cm™)
VVOQ2-mpgH),H; 1,975 + 0,001 625 + 05 1938 + 0001 1735 + 05
[VYOQ-mpg)H]" 1,935 + 0002 177 + 1
VNO(2-mpg) 1,955 + 0,003 166 + 2
[VVOQ2-mpgH.)] 1,979 + 0,001 46,0 + 0,5 1,959 + 0,001 157,0 £ 0,5
[VYOQ-mpgH.) Q-mpe)|~ 1,984 + 0,001 465 + 05 1,968 + 0001 1460 + 05
[VVO(2-mpgH.;)OH]* 1,980 + 0,001 48,5 + 05 1,960 + 0,001 154,0 + 0,5

Az a feltételezés, miszerint az amidnitrogén koordinalodik elsdként, és csak ezt kovetden a

s

ismereteinknek is ellentmond: a glutation — VYO rendszerben a tiolatcsoport koordinaciéjanak meghatarozo

a 0 & ©
HN I - SN .07
/\io V2+NO /i Vv
B = | N
S/ ‘ ~ OH2 S ‘ OH2
VYO(2-mpg) [VVOQ2-mpgH )]

szerep jut pH 6 felett, mig az amidnitrogén protonalddasa csak ezutan és csak részlegesen kovetkezik be.
Ezen feliil nem magyarazza a kooperativitast, ¢s az adott oldatszerkezet alapjan becstilt csatolasi allandok is
magasabbak a mért értéknél.

Mint ahogy az ESR-spektrumok is alatamasztjak, a tiolatcsoport és a karboxilatcsoport elsédleges
koordinacidja kivaltja az amidnitrogén protonvesztését és koordindlodasat. A [VVO(2-mpgH.1)] részecske
kialakulasakor az amidnitrogén deprotonalddasaval és koordinacidjaval stabilis 5+5 tagu csatolt
kelatgytriirendszer jon létre. A rendszer speciacidja rendkiviil hasonit a SalGly — VVO* rendszer
closzlasgorbéjére (8. 4bra): ugyanolyan Osszetételii részecskék képzddnek, és az amidnitrogén
deprotonalodasa pH 4 és 5 kozott jatszodik le. Azonban a 2-mpg ligandumnak mind a VVO(2-mpg)
osszetételll, mind a deprotonalt amidnitrogént tartalmazé [VVO(2-mpgH.i)] komplexe kisebb stabilitasu,
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mint a SalGly megfelelé komplexei. A bazicitassal korrigalt stabilitasi allandok — 1gBvor-pKo illetve 1gfvors.
-pKa — kozotti eltérés (2-mpg: 1gBvor-pKae = -3,20, 1gBvorm-pKa = -7,23, SalGly: lgBvor-pKz = -1,11, 1gBvorn
-pKs = -5,87) t6bb mint két illetve kézel masfél nagysagrend eltérést mutat. Ugyanezen tendenciat tikrozi a
szilkséges  nagyobb
deprotonalddasahoz rendelhetd pK bar alacsonyabb (4,03), mint a SalGly esetében (4,76), a tiolatcsoport

hidrolizis = megakadalyozasahoz ligandumfelesleg is. Az  amidnitrogén

(pK = 4,89) és az amidnitrogén koordinacidjanak kooperativitdsa miatt a [VVO(2-mpg)H.i]" komplex csak
4,54-es pH-n éri el a [VVO(2-mpg)H]" és VVO(2-mpg) komplexek egyiittes mennyiségét. Ez a pH érték mar

0

(0] i O /i _

PRI A
(0]

[VYO@2-mpg) H I =[VVO(Q2-mpgH )(2-mpg)]*

nem kiilénbozik oly jelentésen a SalGly amidnitrogénjének pK értékétdl. A biszkomplex [VVO(2-mpg),.H.1)]
a [VVO(2-mpgH.1)] részecskébdl szarmaztathat6: a szabadon maradt ekvatorialis pozicidba egy masodik
ligandum tiolatcsoportja kot be. A [VVO(2-mpg),H.1)]** komplexben az amidcsoport karboniloxigénjének
axidlis pozicidban torténdé koordinalodasat is feltételezziik, de a rendelkezéstinkre allo6 adatok nem
elegendoek ennek bizonyitdsara. A mért és a feltételezett kotésmodok alapjan becsiilt csatolasi allando

értékek 6sszehasonlitasa a . tablazatban lathato.

14. tablazat A 2-mpg VVO komplexeinek feltételezhetd oldatszerkezete — vastag betlivel
jelezve a javasolt kotésmodokat — alapjan becsiilt parhuzamos csatolasi allando értékének
Osszehasonlitasa a mért értékekkel.

Osszetétel Az ekvatorialis sikban koordinal6dé donorcsoportok A A
v * 3xH,0 COO~ 179,7
2xH,0 AmidO  COO 177,7
2xH,0 2xCOO~ 176,8
VIO(2-mpgH): H:0 Amid O 2xCOO" 174,8 1735
2xAmid O 2xCOO~ 172,9
2xH,0 COO" Amid-N- 171,0 y
. } N 5-
V¥ O@2-mpg)] H0 AmidO COO Amid-N 19,1
2xH,0 COO~ R-S 166,0
H0 AmidO COO- R-S 164,0
[VYO(2-mpg)H.1]° H,0 COO~ RS Amid-N- 157,3 1570
. 3 AmidO COO  R-S  Amid-N- 155,4
[V O(2-mpg)HA]™ 2xCOO~  R-S°  Amid-N- 154,4 146,0
COO~  2xR-S~ Amid-N- 143,6
- H,0 COO- R-S" Amid-N- 157,3
[V"O@2-mpg H YOH]? 2 ’
1 COO" RS Amid-N- OH 1503 1940
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A pH 9 felett megfigyelhet$ érdekes halvanypiros szin (A = 528 nm, ¢ = 88 M cm™, SalGly: 526 nm,
(¢ =27 M cm™, hasonlé 6sszetétel mellett) a terner hidroxorészecskéhez — a [VVO(2-mpgH.)OH]*-hez —
rendelhetd. A deprotonaldédas mindkét a koordinacids szféraban még megtalalhatd, ekvatoridlis és axidlis
pozicidban 1év6 vizmolekula esetén bekovetkezhet. A deprotonalddasra jellemzd pK érték 6,90, ami inkabb
a hidroxidionnak az ekvatorialis sikban t6rténd koordinaciojara utal. (Lasd Fliggelék II1.) Ezzel ellentétben a
parhuzamos csatolasi allando csokkenése a folyamat hatdsara koriilbeliil a fele a Chasteen féle becslés
alapjan varhat6 értéknek. Mindezek alapjan mindkét eset elképzelhet6, akar egyiittesen is (lasd a két izomer

6] 0]
YV Y
0 ﬁ< _ 0 - i .
= No 2. O = N.. Q]H O
__V _ _
/\:S/ ‘ \OH2 /is/ ‘ \OH

[V¥O(mpgH YOH)]*

szerkezetet). Hasonlo jelenség — terner hidroxorészecske jon 1étre, a folyamatot pK~ 7-8 jellemzi, és hogy a
parhuzamos csatolasi allando valtozasa nem egy vizmolekula ekvatorialis hidroxilcsoportra valé cseréjének
felel meg — figyelhetdé meg a SalGly (2.3.3.3) és a Sal-L-Asp (4.3.3) ligandumoknal is. Amennyiben
figyelembe vesszikk az amidnitrogén parhuzamos csatolasi allandohoz vald hozzajarulasanak fiiggését a
donorcsoportok 6ssztoltésétd1'”, valamint azt az eshetdséget, hogy az ESR-aktiv részecske valdjaban VYO
(OH)4* (bar ez utdbbi kizardlag feltételezés, a VYO hidrolizisét bévebben lasd 2.1.1 fejezet) a becsiilt és
mért értékek kozott jo egyezés figyelhetd meg ekvatorialis hidroxilkoordindcié mellett. (Parhuzamos
csatolasi allandé hozzajarulas érték VVO(OH),> osszegképlet és négy ekvatorialisan koordinalodott
hidroxilcsoport esetén — '°-bél szamitva — 40,4x10* cm™. Az amidnitrogén hozzajarulasat a parhuzamos
csatolasi allandéhoz négy negativ donorcsoport koordinacidja mellett 39x10* cm™-nek véve — lasd 5. fejezet
— a becsiilt és a mért értékek a kovetkezok; 2-mpg: AP = 154,1, A™ = 154,0; Sal-L-Asp: A*= = 161,0,
AHmért = 161,7; SalGly: AHbecs = 161,0, AHmért = 163).

A 2-mpg biner VO komplexei — dsszefoglalas

Az N-2-merkapto-propionil-glicin rendszerben 1:10 fémion-ligandum arany mellett a VYO hidrolizise
szamottevéen mar nem érzékelhetd, [VVO(Q2-mpg)H]*, VVO(2-mpg).H,, VVO(2-mpg), [VVO(2-mpgH.))],
[VYO(2-mpg).H.]* illetve [VVO(2-mpg)H..]* dsszetétell komplexek mutathatéak ki. Az alapvetSen csak
monodentat karboxilatkoordinaciot tartalmazo [VVO(2-mpg)H]" komplex stabilitasat egyéb gyenge kotések,
példaul az amidoxigén koordinaciodja kissé megnoveli. A pH-metrias titralasok valamint az ESR-spektrumok
egyértelmlien igazoltak, hogy a tiolcsoport ¢s az amidnitrogén deprotonalédasa pH 4-5 kozott szinte egy
Iépcs6ben jatszodik le. A 2-mpg tiolatcsoportja — a karboxilatcsoport koordinacidjaval kiegészitve —
elsédleges koordinacidja révén képes horgony-donorcsoportként viselkedve az oxovanadium(l1V) indukalta
amidnitrogén-deprotonalodast elésegiteni, mely soran 5+5 tagll csatolt kelatrendszer jon 1étre. Magasabb
pH-n [VYO(2-mpg)H.1]™ egy Gjabb ligandum tiolatcsoportjanak ekvatoridlis sikban torténé koordindlédasa
révén biszkomplexszé [VVO(2-mpg).I1:]*, mig egy hidroxidion bekotésével [VVO2-mpg)H,]* dsszetétell
részecskévé alakulhat at. A pH 11-nél az amidnitrogén még mindig a koordinacids szféraban talalhato. A
képz6dott komplexek szama és Osszetétele teljesen megegyezik a VVO - SalGly rendszerben
megtalalhatdakkal, azonban stabilitasuk 1,5-2 nagysagrenddel kisebb.

A tiolcsoport pozicidja jelentdsen befolyasolja az amidnitrogén deprotonalodasat, mivel a hasonlo
kotésmod kialakitasara képes glutation esetén, ahol a tiolat és az amidnitrogén koordinacidjaval csak hattagn
kelatgytirti johet 1étre, az amidnitrogén deprotonalédasa csupan részlegesen pH 7 felett kovetkezik be.
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4.1.2 Terner komplexek

A VYO — 2-mpg biner rendszerhez négy, komplexkémiai viselkedésében eltéré kétfoghi ligandumot
valasztottunk ki azzal a céllal, hogy megvizsgaljuk, vajon hogyan befolyasoljdk a 2-mpg amidnitrogénjének
deprotonalodasat. A négy ligandum: a bpy (N-2,2°-bipiridil), a tiron (dinatrium-4,5-dihidroxi-1,3-

OH O
Q Q NaO;S OH ‘ ‘ OH O\ OH
N . HO> \<O
0 CH,
SO;Na
bpy tiron maltol oxalsav

benzoldiszulfonat), a maltol (2-metil-3-hidroxi-4-piron) és az oxalsav voltak. A bpy az 1,10-fenantrolinnal
analog ligandum, ez utobbi 2-mpg-nel alkotott vegyes komplexének egykristalyszerkezete ismert (7. abra). A
tiron a catecholok csaladjaba tartozik, mely ligandumok rendkiviil erés komplexet képeznek a VYO
fémionnal."® A maltol (mal) az igéretes inzulinuntanzé hatast vegyiilet, a biszmaltolato-oxovanadium(IV)
komplex (BMOV®™) liganduma, mig az oxalsay!**¢770"!
jatszhat a véraramba keriilt VIVO komplexalasaban. A vizsgalni kivant terner rendszerek szamos biner

a vérszérum alkotojaként esetlegesen szerepet

rendszer ismeretét megkovetelték, ezekre vonatkozo informécokat a 7% regferencidkat. A VVVO — bpy
komplexeinek stabilitasi allandoi a megfeleld ionerdsségen nem alltak rendelkezésre, ezért ezt a biner
rendszert is tanulmanyoztuk pH-metrids médszerrel. Az ESR- és lathatd spektrumokat ellendrzésképpen —
vagy Ujonnan — minden biner rendszerben felvettiik, de mivel a disszertaciéban gyakorlatilag nem kertiltek
felhasznalasra, ezért ismertetésiiktol eltekintek.

4.12.1 A VYO - N-2,2"-bipiridil rendszer

Az oxovanadium(I'V) — bpy rendszer pH-metrias titralasait ligandumfeleslegtél fliggéen pH 6-6,5-ig
Iehetett az egyensuly gyors beéllasa mellett tanulméanyozni, e¢ tartomany felett a rendszerben lassu,
vélhetdleg nem teljesen egyensulyi folyamatok indultak be, Uigymint a fémion hidrolizise, illetve a
hidrolizisrészecskék oxidacidja. A rendszerben 6t kiilonféle komplex [VVO(bpy)]*', [VVO(bpy).]*,
[VVO(bpy)OHT", [(VVO)2(bpy)(OH),]* és a [VVO(bpy).OH]" jelenlétét feltételeztiik.

15. tdbldzat A V™0 — bpy komplexeinek stabilitasi allandoi (T = 25 °C, 1= 0,2 M (KCl);), ESR-paraméterei és

spektralis jellemz6i.
Részecske Ig B g Al g A Amax [nm] (€ [M, cm™])
(x10*cm™) (x10*cm™)

[bpyH]* 4,52 +£0.01
[bpyH.]" 6,07 +0.05

1,978 65,0 1,939 174,2
VYO(bpy)* 4,91 +0,02 ’ ’ ’ ’ -
[V*O(bpy)] 1.978 624 1.944 169.4 600(13) 755(30)
[VVO(bpy)2]** 8,46 + 0,06 1,981 58,1 1,950 162,3 530(17) 715(35)
[VVO(bpy)OH]" 0,2+0,3 ¢ ¢
[(VVO)(bpy)(OH).]*"  4,35+0,09 ESR-csendes a
[VVO(bpy).OH]" 3,48 +0,06 1,978 55,2 1,946 158,3 ¢
VVO(bpy)(OH), (valészintisitett Gsszetétel) 1,978 55,2 1,940 163,7 ?
Titralasi pontok szama 130
Mlesztés [cm® KOH] 3,0x107

* A részecske megfeleld paramétereit nem lehetett kielégité moédon meghatarozni.
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1,0
0,8 -
[VO(bpy)]™*
S 06 - [VO(bpy),I** [VO(bpy),OH]"
2
22 04/ \VO* ,
[(VO),(bpy),(OH),]
0.2 - [VO(bpy)OH]*
0,0 T T T T
2 3 4 5 6

pH

13. dbra A VO — bpy rendszerben képzddd részecskék eloszlasgorbéje.

(CVIVO

Az irodalombdl ismert korabbi vizsgalat'!

= 1mM; Copy 4mM; T=250°C;1=0,20 M)

harom komplexet a mono-, a biszbipiridil- illetve a biszbipiridil-

monohidroxo-oxovanadium(IV) komplexeket feltételezte, a kozolt stabilitasi allandok nagysaga nem tér el

[VO(bpy)”* VO*

/ / H
W%
W%

[VO(pr
3,51
WM
01

5
[VO(bpy),(OH)I"

6,63
VO(bpy)(OH)
W -
[VO(OH) I
Wm

3800 3900 4000 4100 4200
Magneses tér [Gauss]

14. dbra A VYO — bpy rendszer ESR-spektrumainak a
parhuzamos tartomany +5/2 illetve +7/2 atmenethez rendelhetd
csucsai kiillonbozd pH-kon. (¢ =3 mM; Copy 9 mM)

VIVO

jelentdsen — figyelembe véve a kiilonb6zo

ionerdsséget - az altalunk
meghatarozottaktol. A harom 6
komponens ESR-paraméterei is

meghatarozhatéak voltak, a biszkomplex
adatai j6 egyezést mutattak az irodalombol
mar  ismert  értékekkel'.  Erdekes
megfigyelés volt, hogy a [VVO(bpy)]*
komplex esetén a +7/2 cstics mellett egy
vall jelentkezett. Ennck aranya a cstcs
intenzitasahoz fiiggetlen volt a pH-t6l, amit
kizarolag izomerek képzbddésével
magyarazhatunk. A monobipiridil-
oxovanadium(I'V) komplexnek két
elképzelhetd izomer szerkezete létezik, az
egyik esetben a piridinnitrogének az
ckvatoridlis sikban foglalnak helyet, mig a
masik esetben az egyik nitrogén axidlis
pozicidban helyezkedik el. Meglep6, hogy
ez utébbi komplex a dominans, a
monokomplexek ~75%-a ilyen. A pH 6
felett — wvaloszinlileg a hidrolizissel
parhuzamosan — egy Ujabb csucs jelenik
meg az ESR-spektrumokon, melyet VO
(bpy)(OH)-ként azonositottunk.
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16. tablazat A bpy VO komplexeinek feltételezett oldatszerkezete alapjin becsiilt
parhuzamos csatolasi allandé értékénck 6sszehasonlitasa a mért értékekkel.

Osszetétel Az ekvatorialis sikban koordinal6d6 donorcsoportok Ajpees Aot A mert
[VNObpy)* 3xH,0 Piridin-N 177,7 176,0 174,2
2xH;0 2xPiridin-N 172,7 1694 1693
H,0 3xPiridin-N 167,8 162,8
VIVO(bpy).J** ’ ’
[V7Opy).] 4xPiridin-N 162,8 1562 1623
3xPiridin-N OH- 160,8 155.8
VIVO(bpy) .OH]" : :
[V7O(bpy) -OH] 4xPiridin-N 162,8 1562 1984
H,0 2xPiridin-N oH 165,7 1624
VIVO(bpy)(OH), H,0 Piridin-N 2xOH" 163,7 162,1 163,7
2xPiridin-N 2xOH" 158,8 155,5

* Az éltalunk kiszdmolt 39,0 piridinnitrogén hozzdjarulassal becsiilt adatok.

A 16. tablazatban a Chasteen féle empirikus Osszefiiggés alapjan becstilt értékeket hasonlitottuk Gssze
az altalunk mért értékekkel, a monokomplexek esetén az eltérés meglehetdsen nagynak adodott. Mivel a
piridinnitrogén hozzajarulasat a csatolasi allandé értékéhez éppen a bpy biszkomplexének csatolasi allando
értékébol szamoltak ki, felmertl a kérdés, vajon a biszkomplexben az egyik piridinnitrogén nem axialis
pozicidban foglal-e helyet, ami killonosen logikusnak tiing elképzelés miutan mar a monokomplex esetén is
ez utébbi szerkezet volt a dominans. (Az els¢ és masodik ligandumnak a koordinacids szféraba torténd
belépésére jellemz6 értékek — 1g(Ki/K:) — 0Osszehasonlitasabdl is csak apré szerkezetvaltasra
kovetkeztethetiink, hiszen az 1,36 érték nem haladja meg dramaian 0,6 értéket.) Ezen feltételezés alapjan
szamolt, a piridinnitrogénre jellemz6 hozzajarulas értéke a csatolasi allandéhoz 40,7-rél 39,0-re csokkenne.
Az ezzel az értékkel becsiilt csatolasi allandok (“-gal jeldlt oszlop) a monokomplexek esetén mar joval
kozelebb esnek a mért értékekhez, ellenben a vegyes hidroxokomplex esetén az eredeti értékkel becsiilt
allando bizonyul pontosabbnak. Feltételezésiink szerint a piridinnitrogén — fémion kolesonhataskor fellép6
viszontkoordinacié mértéke figg a komplex Ossztoltésétol, ezaltal a csatolasi allando értékéhez torténd
hozzajarulas mértéke is. A piridinnitrogén parhuzamos csatolasi allandéhoz térténd hozzajarulasanak pontos
meghatarozasa tovabbi méréseket igényelne, ami tillépi a jelen dolgozat kereteit.

Az altalunk végzett mérésekkel parhuzamosan el6allitottak a [VVO(bpy).OH]" komplexet egykristaly
formajaban,'** és megallapitottak, hogy a hidroxilcsoport cisz pozicidban talalhaté a vanadiloxigénhez
képest. Frdekes ellenben, hogy a komplex kiilonbozd oldoszerekben — acetonitril, viz — felvett ESR-
spektrumanak jellemzd paraméterei'” nincsenek 6sszhangban az altalunk mért adatokkal, és kifejezetten a
nem hidrolizalt biszkomplex paramétereire emlékeztetnek, ami az oxovanadium(I'V) — hidroxidion ké&tés

......

jele is megjelent.
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4.1.2.2 A VYO -2-mpg - bpy rendszer

Az 1:4:1 VVO-2-mpg-bpy arany mellett nem tapasztaltunk csapadékkivalast, ami 6sszehasonlitva a biner
rendszerekkel (2-mpg 10-szeres felesleg, bpy pH ~ 6 felett lassu folyamat) terner komplex képzodését
valészintisiti. Az ESR-mérések igazoltdk a pH-metria eredményét, mely szerint 2-4 pH tartomanyban a bpy
komplexei dominalnak: a 2-mpg egyfogu karboxilatkoordinaciéja nem versenghet a bpy bekotésekor
kialakult kelatgytirtivel. A 15. dbra jol tikrozi, hogy az 5,5 - 9 pH tartomanyban egy dominans részecske
keletkezik, melynek a +7/2-atmenethez tartozd ESR-jele nem talalhaté meg sem a VYO — 2-mpg sem a VIVO
— bpy biner rendszerekben. Az chhez a részecskéhez tartozd parhuzamos csatolasi allandd értéke
gyakorlatilag megegyezik Kabanos®? altal [(VVO)(2-mpgH.;)(phen)]” (phen = 1,10-fenantrolin) komplex
esetén mért adatokkal. ([(VVO)(2-mpglL:)(bpy)]: g.= 1,982; A= 49,4x10* cm™; g=1,959; A= 150,5x10*
e, [(VVO)Y2-mpgH.:)(phen)] : gi= 1,987; A= 52,1x10" cm™; g=1,956; A= 151,1x10* cm™.) Ez utébbi
rontgenszerkezete (7 4éabra) ismert, igy a VYO — 2-mpg-bpy rendszerben képz6dott terner komplex
kotésmadjat (ekvatorialis sik: COOr, S, N, piridin-N, axidlis pozicid: piridin-N) ismertnek tekinthetjiik. A
pH-metrids mérések soran egy gyakorlatilag azonos Osszetételli — [VVO(2-mpgl.)(bpy)]” — komplex
feltételezésével a titralasi gorbék jo kozelitéssel leirhatoak voltak, az illesztési hiba a terner komplex nélkiili
illesztés kevesebb, mint 10%-ara esett vissza (1,08x107 cm®). Az illesztést tovabbi két részecske
feltételezésével — [VVOQ2-mpgH)(bpy)]*, 1gB = 15,07 + 0,07; VVO(2-mpg)(bpy), 1gB = 10,85 + 0,11 —
tovabb javult (6,27x10° cm® ). Utébbiak mennyisége a titralasi gorbékhez tartozéd eloszlasgérbéken sehol
sem érte el 15%-ot, ezaltal e részecskék stabilitasi allanddja és 1étezése meglehetosen bizonytalan. A
megfeleld 2-5 pH tartoméanyban az ESR-mérések soran nem tapasztaltunk semmilyen 1j, a biner
rendszerekben méar megismert — elsésorban a VVO-bpy rendszerben eldforduld — részecskéktdl jelentds
mértékben eltérd ESR-paraméterkészlettel rendelkezé komplexet. Ez a megfigyelés maximum azon terner

[VO(mpgH )T pH pH
/
[VO(bpy)* VO*
VO-mpg 1:12 6,03 \\‘ / 2,03
VO(mpda. ) mpa)l- W,%
5,51

[VO(bFW)Q] 2,99

VO H Ybov)- 6,08
VO(mogH.)bpy) Nwmsa
Wae 3,48
W,OZ W,04
9,01
4,54
9,65 [VO(mpgH ,)(bpy)I"

W183 W,03
Wm [VO(mpgH ) 551
/
VO-mpg 1:12 12,08 /

- , VO-mpg 1:12 6,03
[VOURpgH )(OH)I VO(mpgh )(mpa)l*
3800 3900 4000 4100 4200 3800 3900 4000 4100 4200
Magneses tér [Gauss] Magneses tér [Gauss]

15, dabra A VVO — 2-mpg — bpy rendszer ESR-spektrumainak a parhuzamos tartomény +5/2 illetve +7/2 atmenethez

rendelhetd csiicsai kiilonboz6 pH-kon. (¢ = 4mM; Come 16 mM,; Copy 4 mM)
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1,0 - B
[VO(mpgH_;)(bpy)]
0,8 - [(VO),(bpy)x(OH),}*7
[VO(mpgH)(bpy)I*
2 067 [(VO)OH)s
£ VO(mpgH)(bpy)(OH) . 7™
22 0,4 - [VO(mpgH_;)OH]~ t‘l:--{':’
02
0,0 T T 7 B -"'l--"‘
2 4 6 8 10
[VO(mpgH)]* [VO(bpy),l** pH [VO(OH)]

16. dbra A VO — mpg — bpy rendszerben képz6d6 részecskék eloszlasgorbéje.
(c,..=4mM;c =16 mM;c_ =4 mM;T=250°C;1=10,20 M)

komplexek képzddésének feltételezését teszi lehetdvé ebben a pH tartomanyban, ahol az oxovanadium bpy
komplexeihez a 2-mpg-nek maximum a karboxilatcsoportja koordinalodik, hiszen ez nem valtoztatja meg
jelentdsen — ellentétben a tiolatkoordindciéval — a parhuzamos csatoldsi allando értékét. A stabilitasi
allandokbol nyerhetd adatok is ezt a tipusu koordinaciot valdszintsitik, a [VVO(bpy)]*" + 2-mpgl, = [VVO
(bpy)(2-mpgH)]" + H" reakcié egyensulyi allanddja -1,61-nek adédik, mely az egyfogu
karboxilatkoordinaciora jellemz6 bazicitassal korrigalt stabilitasi allandé nagysagrendjébe esik. A [VIVO
(bpy)(2-mpgH)]* pK értéke (4,22) pedig jo egyezésben van a [VVO(bpy)]*" pK értékével (~4,3). A lugos
tartomanyban, pH 9 felett — az ESR-spektrumok alapjan egyértelmiien kijelenthetjiik — a hidroxilcsoport
kiszoritja a bpy ligandumot a koordinacids szférabol, [VVO(2-mpgH.)(OH)]* vegyes hidroxokomplex
keletkezik, amely mar a biner VYO — 2-mpg rendszerben is megfigyelhetd volt.
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41.2.3 A VYO -2-mpg - tiron rendszer

Az 1:4:1 VVO-2-mpg-tiron (tir) rendszerek esetén lasst folyamatok a titralasok kivitelezését mar nem
zavartdk meg, igy azok a teljes pH tartomanyban elvégezhetdek voltak. A catechol tipust vegytiletek igen
erds kolcsonhatas kialakitasara képesek az oxovanddium(IV) ionnal.'® A VVO*:2-mpg:tiron 1:8:1
Osszetételll rendszerben pH 7-ig ¢ komplexek dominalnak, a 2-mpg komplexei csak annak koszonhetden
képzddnek, hogy példaul a

2V™0O(tiron) + 2-mpgH = VVO(tiron), + [VVO(2-mpgH.,)] +2H"
reakcid kedvezményezett: a tiron biszkomplexének kialakulasa Iehetévé teszi a 2-mpg koordinacidjat is. A
titralasi gorbék akar terner komplex feltételezése nélkiil is viszonylag elfogadhatdan leirhatonak bizonyultak
(illesztési paraméter: 1,2x107), ami j6l mutatja a tiron és a bpy kozotti alapvetd kiilonbséget. Az extra

Iugfogyaszté folyamatok mértékébdl a terner komplexek nem til jelentds koncentracidjara
1,0
vo**
0,8
[VO(tir]* .
- [VO(mpgH.1)I" [VO(mpg)(tlr) A
2 997 [VO(mpg),H. I
g
2 04 VOOH)T
> [VO(mpgH_,)OH]”
0,2 1
0,0 T - V = T d
2 4 6 8 B
pH [(VO)(OH)5]

17. dbra A VYV O-mpg-tiron (tir) 1:8:1 rendszerben képz8dé részecskék eloszlasgorbéje
¢ =4mM Cove 32mMc, =4mMT=250°CI=020M

VIVO

kovetkeztethettink. E folyamat — a titralasi gorbe €s a terner komplex nélkiili szamitott gorbe kozotti eltérés
— killonbsége pH 6 felett valik szignifikanssa, és a 8-8,5 pH tartomanyban éri el a maximumot. Az extra
lagfogyas leirhatd egy [VVO(2-mpg)(tir)H. > osszetételll részecskével, az illesztési paraméter 3,89x107
cm’-re esik vissza.

Az ESR-spektrumokon a 9,09 pH tartomanyban a 2-mpg-t tartalmazé illetve nem tartalmazé oldat
ESR-spektrumai kozotti kiilonbség nem tGl nagy. A terner rendszerben Ay = 154,7x10* cm’, mig
AVVO(tir),) = 155,9x10* em™, mindkét spektrum jellemz&en rombos torzulast mutat. Mindezt két médon
magyarazhatjuk: vagy a terner komplex spektruma nem kiilonbozik jelentds mértékben a tiron
biszkomplexének spektrumatdl, vagy a terner komplex dimerizaciéo folytan ESR-csendessé valik.
Amennyiben Osszehasonlitjuk az adott spektrum parhuzamos csatolasi allandojat a kiilonbozo
oldatszerkezetek alapjan becsiilt értékekkel (17. tablazat) latszik, hogy [V'VO(2-mpgH.:) (phen) tipusu terner
komplex (7. dbra) esetén — a 2-mpg donorcsoportjai a karboxilat, a deprotonalt amidnitrogén és a tiolat
valamint a tiron két fenolatcsoportja koziil az egyik ekvatoridlisan a masik fenolat axialisan koordinalédna —
a kiilonbség valoban nagyobb az elfogadhaté mértéknél. Az ESR-aktiv terner részecske képzddése esetén
ennek alapjan feltételezhetd, hogy a tiolatcsoport koordinalodik axialis pozicioban.
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17, tablazat A [VVO(Q2-mpgH . )(tiron)]> komplex feltételezett oldatszerkezete alapjan
becsiilt parhuzamos csatolasi dlland6 érték, a mért adat: 154,7 x10* cm™.

Az ekvatoridlis sikban koordindlodo donorcsoportok A (x10* cm™)

S amid-N- 2xAr-O° 146,1
COO- S amid-N- Ar-O- 150,2
COO- amid-N- 2xAr-0~ 156,9

Amennyiben elfogadjuk az amidnitrogénnek a parhuzamos csatolasi allandéhoz vald hozzajarulasanak
fiiggését a komplex Ossztoltését6l'® — amely esetleg bizonyos mértékig a tiolatcsoportra is igaz lehet — a
([(VVO)(2-mpgH.;)(phen)]-hez (lasd 7. 4bra) hasonlé koordinicié sem teljesen elképzelhetetlen.
Valoszintileg a tiolatcsoport axidlis koordinacioja esetén — mivel a peptidecsoport merev térszerkezetii —
fesziilés alakulna ki a kelatgytiriikben, a komplex ellenben dimerizaciéval — példaul a tiolatcsoportnak egy
masik vanadiumkomplex axialis pozicidba torténd kotddésével és viszont, vagy egyéb mas moédon —
stabilizadlodhatna. A pH-metrids titralasi gorbéket dinuklearis komplex feltételezésével is hasonld nagysagi

L0
0 ﬂo/

0 } : ]
R ot @ L A
N | o [VYO(@2-mpgH )(tir)] V<

_ SO3 S o
e |

0 503 SO3

0o—
] s§40 [(V™0), 2-mpglL ) (i), ]

SO3 o |

hibaval (4,76x107 cm®) lehet leirni, bar a pH-metria inkabb a mononuklearis részecskét valoszintsiti. Az
ESR-spektrumok kettds integralasaval kapott, a rendszerben 1év6 parositatlan elektronok mennyiségével
aranyos — a kettds integralas folytan meglehetdsen nagy kisérleti €s szamitasi hibaval terhelt — intenzitas
érték bar pH 6,5 felett szignifikans csokkenésnek indul, a csokkenés mértéke ellenben a varhaténal
valamivel kisebb. Mindez akar a mintakészités soran torténd higulassal és a VYO ohatatlanul bekovetkezd
részleges oxidaciojaval és/vagy hidrolizisével is magyarazhat6, igy ezen ESR-eredmények inkabb az
egymagvl komplexek képzodését timasztjak ala.
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4124 A VYO -2-mpg — maltol (mal) terner rendszer

A pH-metrias titralasait terner komplex feltételezése nélkiil nem lehetséges tudtuk leirni (illesztési
paraméter: 2,58x107 cm?®). [VVO(2-mpgH.;)(mal)]* komplex feltételezésével az illesztés hibaja 8,1x107
cm’-re esett vissza, melyet egy VVO(2-mpgH)(mal) komplexnek a pH-metrids modellbe valé bevételével
(IgB = 18,31+0,06) tovabb lehetett javitani (5,41x10° cm’). A rendszer ESR-spektrumainak részletes
elemzése nem tudott megbizhatd informacidval szolgalni sem a fent emlitett részecskék 1étezése ellen, sem
mellett. A biner VYO — 2-mpg rendszerben a [VYO(2-mpgll)]* részecskére a g = 1,959 és A = 157,0 ESR-
paraméterek jellemzoek. A terner rendszerben (cvio= 4mM; Crmps = 24 MM, Coart = 4 mM) a 7,5-9 pH

1,0 -
0.8 1 VO(mpgH)(mal)
B V02+ ,
g 06 VO(mal)]* [VO(mpg),H.4|*" [VO(mpgH.;)(mal)]
E ol [VO(mpgH.4)]” [(VOXOH)s]
2, 04+ [VO(mal),] y -
[VO(mpgH.)ORL. |
0,0 T T - ':;::-.,_ [

2 4 6 8 10 y
[Vo(mp%k’g [(VO)o(mal)20H;]  pH  [VO(mal),OH]”  [VO(OH);]
18. abra A — 2-mpg-maltol (mal) rendszerben képzddo részecskék eloszlasgorbéje.
(cvivo= 4mM; Copg = 24 MM Cinare =4 mM; T = 25,0°C; 1= 0,20 M)

tartomanyban felvett spektrumokon legjobb illesztéskor a gy = 1,953 A, = 157,0 paramétercket kaptuk. A
deprotonalt amidnitrogént tartalmazé részecske ESR-paraméterei valdszinlileg kismértékben kiilonboznek

csak a [VVO(2-mpgH.)] spektrumétél — esetleg hasonldan a tiron rendszerhez — jelen esetben is
feltételezhetd a dimerizacid.

4.1.2.5 A VYO -2-mpg - oxalsav(ox) terner rendszer

A terner rendszer pH-metrias titralasait terner komplex feltételezése nélkiil is szinte tokéletesen le
lehetett irni (illesztési paraméter: 8,68x10~ cm?®). [VVO(2-mpgH)(ox)] komplex feltételezésével az illesztés
hibaja 6,1x107 cm’-re esett vissza. Az eddigi harom rendszer alapjan tipikusnak tekinthetd [VYO(2-mpgH.;)
(0x)]" részecske figyelembe vétele a modellben gyakorlatilag nem javitotta a titralasi gorbék leirdsat
(5,99x107 cm?). Hasonldan a pH-metrids eredményekhez az ESR-spektrumok részletes elemzése sem utalt
deprotonalt amidnitrogént tartalmazé oxalat — 2-mpg terner komplex képzddésére.
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4.1.2.6 A VY0 -2-mpg - B ligandum terner rendszerek 6sszehasonlitdsa

A négy vizsgalt terner rendszer koziil egyediil a bpy esetében sikeriilt egy [VVO(2-mpglL)(bpy)]
Osszetételll amidnitrogént tartalmazo komplexet egyértelmiien jellemezni, oldatszerkezetét meghatarozni. A
masik harom rendszer ko6ziil a tiron és a maltol esetében a pH-metrias mérések alapjan valdszinlisithetd
hasonlo6 6sszetételii komplexek 1étezése (esetleg dimer formaban), de az ESR-mérések mindezt nem tudtak
egyértelmlien alatdmasztani. A negyedik ligandum, az oxalsav esetén a pH-metrids mérések nem utaltak
hasonlé 0Osszetételi komplex szamottevd mértékii képzodésére. Ez utobbi modszer alapjan szamitott
stabilitdsi allanddkat a 18. tablazat tartalmazza. Annak ¢rdekében, hogy ezen adatok kénnyebben ¢&s
kvantitativabban is értelmezheték legyenek, kiszamitottuk a ligandumcserére (VVOA+ VVOB = VIVOAB
+V™0) jellemz6é egyenstlyi allandékat is. Ha a VO mind az 6t koordindcidra alkalmas pozicidjat
egyenértékiinek tekinjiik, ebben az esetben a fenti reakciéra jellemzé statisztikus érték logaritmusa -0,9. Ha
nem is tudjuk meghatarozni a pontos statisztikai ¢rtéket, annyi azonban mindennemil elhanyagolas és
bonyolult szamitas nélkiil is kijelenthetd, hogy egy feltétleniil negativ értékrdl kell, hogy szé legyen, mivel a
masodik ligandum altal felhasznalhaté szabad poziciok szama az els6 ligandum altal mar korlatozodott.

.....

(I= 0,2 M (KCI); T = 25 °C)

Részecske g B lg K (VVOB + [VVO(2-mpgH_1)] = VVOB(2-mpgH.;) +
VIVOZ+

[VVOQ2-mpgHL)(bpy)]” 6,14 % 0,01 0,13

[VVOQ2-mpglL )(ti)]* 14,06 % 0,05 3,51

[VVOQ2-mpglL)(ma)> 6,84 % 0,02 2,77

[VVOQ2-mpgH.)(0x)]" 3,2 0,3 13,79

A bpy terner komplexe esetén tapasztalhatd pozitiv 0,13 érték azt mutatja, hogy a bpy koordinacidja
kedvezdbbé teszi a vanadium indukalt amidnitrogén-deprotonalodast a 2-mpg ligandum esetében. Mindez a
bpy j6 m-akceptor tulajdonsdgara vezethetd vissza, melynek koévetkeztében a vanadium atom
viszontkoordinacidja 1ép fel, csokkentve ezaltal az elektronslirliséget a kozponti fémion kortl. A masik
harom ligandum esetén a ligandumcserére jellemzd egyenstlyi allandé értékének jelentds eltérése a
statisztikustol tobb okra vezethetd vissza. A ligandumok negativ t6ltésli oxigéndonorok, melyek jo o-donor
tulajdonsaguk révén jelentdsen megnovelik a kozponti fémion elektronsiiriiségét, csokkentve az
amidnitrogén deprotonalddasanak ¢s koordindlédasanak valdszinliségét. Jol mutatja mindezt, hogy csak az
egy negativ toltéssel rendelkezd maltolat esetén kapjuk a legkevésbé negativ értéket.

A bpy-vel ellentétben a tobbi harom ligandum esetén a monokomplexben mindkét koordinalédé
csoport az eckvatoridlis poziciot foglalja el (a bpy monokomplexének 75%-a axialis-ekvatorialis
elrendez6désll), mint ahogyan a [VVO(2-mpgll)]" komplex esetén is mindhdrom csoport az ekvatorialis
sikban koordinalédik, tehat a ligandumcsere csak térbeli atrendezédés aran kovetkezhet be: az egyik
ligandum legkedvezbb koordinacidjanak megvaltoztatasara kényszertil, mivel valamely donorcsoport
feltétleniil axialis pozicioba keriil.

Az N-2-mercapto-propionil-glicin terner komplexei — dsszefoglalas

A VYO — 2-merkaptopropionil-glicin — B ligandum terner rendszerek (B ligandum: N-2,2’-bipipiridil,
tiron, maltol, oxalsav) viselkedése alapjan megallapithatjuk, hogy a to6ltéssel nem rendelkez6, ¢s fémion
viszontkoordinacidjat lehetévé tevd 2,2’-bipiridil ligandum eldsegitette a 2-mpg haromfogt ligandumként
torténd koordinacidjat (a terner komplex, a [VVO(2-mpgH.:)(bpy)] koncentracidja a teljes pH tartomanyban
nagyobb, mint a [VYO(2-mpgll;)] részecskéé) és ezaltal az amidnitrogén deprotonalodasat; a VIVOABH.,
Osszetételll részecske meghatarozé az 5-9 pH tartomanyban. Az adott komplexben a karboxilat, a deprotonalt
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amidnitrogén, a tiolatcsoport, valamint az N-2,2’-bipiridil egyik aromas nitrogénje koordinadlodik az
ckvatoridlis sikban, mig a masik aromas nitrogén az axidlis pozicidban foglal helyet. A tiron és maltol B
ligandumok esetében a pH-metrias mérések alapjan VVOABH., terner komplexek keletkezése
valészinlisithetd, ezt azonban ESR-spekroszképiaval nem sikeriilt minden kétséget kizaréan alatdmasztani.
Oxalsav B ligandumot tartalmazé rendszerben a pH-metrias mérések is inkabb a VIVOABH.; terner komplex
hidnyat tdmasztjak ala. A pH-metrias mérésekbdl szamitott stabilitasi allandok alapjan megallapithatjuk,
hogy a harom toltéssel rendelkezd oxigén donorcsoportokat tartalmazd B ligandummal kialakithaté
deprotonalt amidnitrogént tartalmazé vegyes komplex képzédése nem kedvezményezett.
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4.2 Az N-p-glikonil-aminosavak VVO komplexei %

Az N-p-gliikkonil-aminosavak — N-p-glitkonil-glicin (GLUGly), N-p-gliikonil-L-alanin (GLU-L-a.-Ala),
N-p-glikkonil-B-alanin ~ (GLU-B-Ala), N-p-glikkonil-L-serin ~ (GLU-L-Ser),  N-p-gliikonil-L-metionin
(GLU-L-Met) — VYO komplexeinek vizsgalata soran az alkoholdtoknak, mint potencidlis horgony-
donorcsoportoknak a hatasossagat kivantuk tanulményozni, abbol a szempontbdl, hogy eldonthessiik — a
Cuonhoz* illetve dimetil-Sn™-hoz* hasonléan — vajon a VVO jelenlétében is deprotonalodik-e és
koordinalédik-e a fémionhoz az amidnitrogén. Mind az &t vizsgalt ligandum koordinacidés kémiai
szempontbdl harom kiilénbozd tipusu potencialis donorcsoporttal rendelkezik: egy karboxil- és egy
amidcsoporttal illetve a cukorrész 6t alkoholos hidroxilcsoportjaval. A vizsgalt 2-11,5 pH tartomanyban az
emlitett csoportok koztl kizarolag a karboxilcsoport deprotonalddik, az amidesoport illetve az alkoholos

O S PO
NN NH—R—COOH

C/
| R-
H—C—OH 1 GLUGly -CH,-
- | - 2 GLU-B-Ala  -CHy-CH,-
HO (‘: H 3 GLU-0-L-Ala  -C*H(-CHj)-
-C*H(-CH,-OH)-
H—C—OH .
| 4GLU-L-Ser _*[y(CH,-CH,-S-CHy)-
5 GLU-L-Met
H—(‘:—OH
CH,OH

hidroxilcsoportok pK értékei 12 felett talalhatoak. Az 6t vizsgalt ligandum csak az aminosav oldallancban
tér el egymastdl. A glicin, valamint az o- és -alanin esetében az “oldallanc” koordinacidja nyilvanvaldan
amidnitrogének miatt ezen vegyiiletek komplexeinek CD-spektrumat osszehasonlitva értékes informaciot
nyerhetiink az amidnitrogén koordindcidban betoltott szerepérél. A szerin €s metionin aminosavrész
oldallancai koziil inkdbb az elobbinek lehet aktiv szerepe az alkoholos hirdoxilcsoport esetleges
koordinacidja révén a fémion megkotésében.

A harom pH-potenciometridsan vizsgalt ligandum (GLUG]ly, GLU-B-Ala, GLU-L-Ser) protonalédasi
alland6éi nem térnek el lényegesen a kordbban madas ionerdsségen (0,10 M NaClO.) meghatarozott
allandoktol.* A GLU-B-Ala pK-ja kozel egy egységgel nagyobb, mint az a—szarmazékoké, a jelenség oka,
hogy a B-aminosavszarmazék amidesoportjanak negativ induktiv hatasa az egy szénatommal megnovekedett
tavolsag miatt kevésbé hat a karboxilatcsoportra, és az amidcsoport ¢s a karboxilcsoport kozotti
hidrogénkotés is kisebb valdszinliséggel johet 1étre.

A potenciometrias mérések soran az o—aminosavszarmazékok esetében VO jelenlétében még 1:1
fémion-ligandum arédny mellett sem észleltiink csapadékkivalast, kizarélag a GLU-B-Ala - VVO(IV) 1:1
arany esetében utalt a lathatdé tartomanyu elektongerjesztési spektroszkdpia alapvonalemelkedése a
hidroxidcsapadék megjelenésére. (A megfeleld pH-metridas pontokat az értékelésb6l természetesen
elhagytuk.) A 2-4,5 pH tartomanyban mindharom ligandum esetében [V'VOL]" 6sszetételli komplex
képzodését feltételeztiik. Ezen komplexben az egyszerli karboxilatkoordinacid 1étrejotte tinik logikusnak,
ellenben ha 6sszehasonlitjuk a bazicitassal korrigalt stabilitasi allandokat (GLUGly: -1,57, Glu--Ala: -2,23,
Glu-L-Ser: -0,91) az egyszer{i karbonsavakéval (ecetsav: -2,75, propansav: -2,78, butansav: -2,76)'* akkor
megallapithatd, hogy egyéb kolcsonhatassal, az amidoxigén ¢s esetlegesen a mnemdeprotonalt
hidroxilcsoportok koordinacidjaval is szamolni kell. A szerinrész stabilitasnéveld hatdsa azt bizonyitja, hogy
az aminosavrész oldalancan 1év6 alkoholos hidroxilcsoport valamilyen szinten részt vesz a koordinacoban.
A spektroszkopias vizsgalatok is a fenti folyamatot tiikrézik, az a-aminosavak VYO komplexeinek kicsiny
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GLU-p-Ala
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19. dbra V'O — N-p-glitkonil-aminosavak CD-spektrumai, pH ~ 4.
(CVIVO - 3mM’ CN—d—Glu.konil—aminosav - 15 mM)

jelintenzitast spektrumaihoz hasonlé CD-effektus mérhetd mind az 6t vizsgalt ligandum esetében. A
szobahémérsékletli mintdk ESR-spektruma a 2-4,5 pH tartomanyban gyakorlatilag megegyezett az VVVO
pentaakva komplexének ESR-szinképével, minddsszesen a folyékony nitrogén hoémérsékleten felvett
spektrumok esetében a csatolasi allandé értékének csdkkendse utalt a koordinacié bekovetkeztére. Ez a
viselkedésmod megfelel az egyfogu karboxilatkoordinacié esetén tapasztaltaknak."'*'?” A parhuzamos
csatolasi allandé értéke a karboxilcsoport koordinacidjat kiegészité egyéb donorcsoportok — amidoxigén,
nem deprotonalt alkoholos hidroxilcsoport(ok) — részleges, vagy kiils6 szféras koordinacidjara utal.

A pH-metrias titralasok mutatjak, hogy a 4-5 pH tartomanyban két extra lugfogyas tapasztalhatd
fémiononként. A folyamatok kozel egy Iépcsében jatszodnak le, és a rajuk jellemz6 pH érték fligg a rendszer
osszkoncentraciojatol: (VVOLH.,), Osszetételli komplex keletkezik. A pH-metrids mérések kiértékelése
soran dimerek ([(VVO)L:H4]%) jelenlétét feltételeztik, a (VVO)LoI, illetve [(VVO)LoHs] részecskék

1,0 -

0,8 -

0,6

VYO moltért

0,2

0,0 T ‘ = T T T

4 6
[(VO)oLoH.,] pH  [(VO)OH)s]"

20. ébra A V"' O — N-p-glitkonil-glicin (GLUGIy) rendszerben képz6d6 részecskék
eloszlasgorbéje. (¢ v, = 1mM; ¢ =5mM; T =25,0°C;1=0,20 M (KCl))

GLU-Gly
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beillesztése a modellbe kismértékben csokkentette az illesztés hibdjat. A harom kilonbozé ligandum
esetében az oldallancok kozotti eltérés alapvetden nem befolyasolta a folyamatokat, mindésszesen a szerin
hidroxilcsoportja okozott stabilitisnévekedést. Ezen oldallanc hasonlé hatdsa a Cu" szerintartalmd
dipeptidkomplexeinél is megfigyelhetd.'”

A csapadékmentes kozeg, valamint mind a CD-, mind az ESR-spektrumokon bekévetkezo valtozasok
a koordinacios szféra jelentds atalakulasarol tanuskodnak, ami a ligandum részér6l csak az amidnitrogének
¢s/vagy az alkololos hidroxilcsoport(ok) deprotonalodasan keresztiil képzelhetd el. Mint korabban lathattuk
—2.3.3.1 fejezet — a koordinal6do oldalancot tartalmazo dipeptidek esetében az aminocsoport nem megfeleld
horgony-donorcsoport a peptidamid-nitrogén protonvesztéssel egybekotott koordinacidja szamara. A SalGly
esetében — 2.3.3.3 fejezet — a fenolat és a peptidamid-nitrogén koordinacidja két kiilon 1épcsdben jatszodik
le (pKom = 3,19; pKau=4,76). A hidroxilcsoportok deprotonalddasa egyszerii cukrok esetében pH > 7 esetén
kovetkezhet csak be.'* A glikolsav és a tejsav esetében az alkoholos hidroxilcsoport protonvesztése mar
pH ~ 4 koriil megtorténik.”*® Jelen esetben azonban a karboxilatcsoport nincs a megfelelé geometriai
pozicidban, hogy stabil 6ttagn kelatgytirii johessen 1étre. Mindezek alapjan az amidnitrogén és egy alkoholos
hidroxilcsoport egylittes koordinacidja feltételezhetd, mely folyamat soran két ekvivalens proton szabadul
fel kozel egyetlen 1épcsdben.

19. tablazat A VVO(IV) N-p-glitkonil-aminosavakkal alkotott komplexeinek stabilitasi
allandoi. (T = 25 °C; 1= 0,2 M (KCl))

GLUGly GLU-B-Ala Glu-L-Ser
Lg K 3,32 £0,01 4,14+ 0,02 3,10+£0,02
lg B
[(VVO)L]T" 1,75+£0,02 1,91 £0,06 2,19+ 0,05
(VVO),L.H., -1,37+ 0,06 -1,19+ 0,06 -1,37+ 0,20
[(VVO).LHs] -5.57+ 0,06 -5,48 £ 0,06 -5,08 £ 0,20
[(VVO),LH.4]* -10,17 £ 0,06 -10,17 £ 0,04 -9,21 £ 0,05
[(VVO)LHos] -16,67 £ 0,05 -16,52 £ 0,05 -15,11 £ 0,06
[(VVO),L,H]* -25,01 £0,05 -24.43 £0,04 -22.84+ 0,11
[(VVO)LH.]* -24,.80 £ 0,07 -23,98 +£ 0,03 -23,74 £ 0,10
Ig K
VVO* + HL < -1,57 -2,23 -0,91
[(VVO)L] +H'
pK((V"O),L,H.,) 4,20 4,29 3,71
pK([(VVO).LHs]) 4,60 4,69 4,13
pK([(VVO),L.H.4]") 6,50 6,35 5,90
pK([(VVO).LH.5]H) 8,34 7,91 7,73
Titralasi pontok 321 448 176
szama
Mlesztési paraméter 0,017 0,017 0,016

(cm’)

A 6t ligandum VO komplexeinek pH ~ 5 felvett spektrumait (1asd 21. dbra) két tipusba sorolhatjuk.
Azon ligandumok esetében, ahol az aminosavrészben az amidcsoport aszimmetrikus szénatomhoz kotédik
(GLU-a-L-Ala, GLU-L-Ser, GLU-L-Met) igen intenziv CD-jelet mérhetiink, melyek intenzitasa ugyan
ligandumonként eltérd, de alakja egyforma. A masik két ligandum — amelyek aminosav része nem tartalmaz
asszimetriacentrumot (GLUGly, GLU-B-Ala) — oxovanadiumkomplexeinek adott pH-n mért CD-
effektusanak intenzitdsa bar nagysagrenddel kisebb, de szignifikansnak tekinthetd. Ezen viselkedésnek
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21. d@bra V™0 — N-d-gliikonil-aminosavak CD-spektrumai, pH ~ 3
(¢, =3mMec —15mM)

N-d-Glukonil-aminosav

minddssze egyféle magyarazata lehetséges: az amidnitrogén deprotonalddasa és koordinacidja okozza az
igen intenziv CD-spektrumot az optikailag aktiv aminosavrészt tartalmazo ligandumok esetében, mig a
cukorrész sem tekinthetd elhanyagolhatéonak a koordinacios folyamatokban, ellenkezd esetben nem
tapasztalnank CD-effektust a masik két ligandum esetében. Stabil 5+5 vagy 5+6 csatolt kelatgylrli
kialakulasara egy alkoholos hidroxilcsoport protonvesztésével nyilik lehetdség. A hidroxilcsoportok a
karboxilcsoport elsddleges koordinacidja utdn megfeleld horgony-donorcsoportnak bizonyultak az
amidnitrogén oxovanadium(IV) indukalta deprotonaldédasédhoz ¢s koordinalodasahoz. Az alkoholatcsoport és
a peptidnitrogén protonvesztése jo kozelitéssel egy 1épcsében jatszodik le.

A 4,5-10 pH tartomanyban a mintdk ESR-csendesnek bizonyultak, ami erds antiferromagneses
kolcsonhatasra utal a VO centrumok kozott. Ezt kizardlag oligomer komplexek képzOdésével
magyarazhatjuk, ami jé egyezésben van a pH-potenciometridas modszerrel —meghatarozott
komplexosszetételekkel. A komplex szerkezetére egyszerli kémiai és geometriai elvek alapjan probaltunk
kovetkeztetni. Az ers antiferromagneses kolcsonhatasbol a VVO centrumok kis tdvolsagara lehet
kovetkeztetni, a méréseink egy karboxilcsoport, egy deprotonalt amidnitrogén és egy alkoholos
hidroxilcsoport koordinacidjat valoszintsitik. A harom csoport koziil kémiai megfontolasok — vizes oldatban

137 _

leginkabb erre van példa alapjan leginkabb az alkoholathidas dimer kialakulasa a legvaldszinlbb,

[(VO),(LH.) |

hasonlé koordinaciét feltételeztek a Cu" azonos osszetételli komplexe esetében is.*

Amennyiben
feltételezziik, hogy egy tovdbbi nem deprotonalt alkoholos hidroxilcsoport koordinaldédik az axialis
poziciéban akkor geometriai okokra visszavezethetden a szerkezet csak ugy képzelheté el, ha a
vanadiloxigének azonos irdnyultsaguak. A tovabbi atalakulasokat a vanadium(I'V) koordinacids szférajaban
mind a CD-, mind a 14thaté tartomanyu elektrongerjesztési spektrofotometrias mérések igazoltak. A 6-9 pH

tartomanyon a pH-metrids mérések sordn az egyensuly igen nehezen, vagy egyaltalan nem allt be. A
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22. dbra V"' O — N-p-gliikonil-aminosavak CD-spektrumai, pH > 11.
=3 mM;c =15 mM)

(CVIVO N-d-Glukonil-aminosav

protonvesztések mint lassu folyamatok feltételezése mellett a hidrolizis, vagy a komplexek részleges

oxidacidja is feltételezhetd. Mindezen zavard tényezdk természetesen mind a komplexek stabilitasi

allandoinak hibajaban, mind a modellvalasztas bizonytalansdgaban megjelennek. A kisérletileg mért és

szamitott gorbék kozotti eltérés a megszokottnal nagyobb hibaja is e szakasz meglehetésen bizonytalan

voltara vezethet$ vissza. Mivel az ESR-mérések az 4,5-10 pH tartomanyban nem mutattak aktivitast, a dimer

szerkezet megtartasa mellett bekdvetkezé deprotonalddasi folyamatokként az esetlegesen axidlisan mar

koordinalédott alkoholos hidroxilcsoportok protonvesztését javasoljuk. A titralasi gorbék pH 10 feletti

szakaszan egy Ujabb ckvivalens lugfogyas tapasztalhatd fémiononként, ami a fent emlitett dimer szerkezet

széteséschez kell, hogy vezessen, mivel a donoratomok tovabbi deprotonalédasa mar nem képzelhetd el, és a

koordinacids szféra telitettsége révén ujabb donorcsoport koordinacidja sem lehetséges. A dimer szerkezet

megszlintét az ESR-intenzitas visszatérése kivaldan mutatja.

20. tdbliazat A GLUGly VYO komplexeinek feltételezett oldatszerkezete alapjan becsiilt parhuzamos

csatolasi allando értékének 6sszehasonlitasa a mért értékekkel, és rokon rendszerek kisérleti adataival.

Osszetétel Az ekvatorialis sikban koordinalddé donorcsoportok AP A
3xH,0 COO~ 179,7
VIVO L + >
Vo 2xIL0  Amid-O  COO- 177,7 174
COO~ OH™ Amid-N-  R-O° 1537
[VYO(LH.4) T COO~ Amid-N-  2xR-O~ 150,4

OH Amid-N- 2xR-O~ 146,3 /45

Amid-N- 3xR-O- 143,0

4xR-O~  141,3
[VVO(LH.9)]* OH- 3xR-O 1447
H:0 3xR-O-  151,6
Ligandum
D-ribose 4xR-O" 149
D-galacturonic acid 4xR-O 150

A lathaté tartomanyl spektrofotometrids meérések soran megfigyelt izobesztikus pont alapjan

egyértelmt, hogy kizardlag két komplex talalhatd a 10-11 pH tartomanyban. A pH 11 felett felvett CD-
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spektrumok szintén két csoportba sorolhatéak a korabban mar emlitett kategéridk szerint: a kiralis
szénatomot aminosav oldallancukban nem tartalmaz6 ligandumok — a GLUG]Iy és a GLU--Ala — VVO(IV)
komplexei majdnem azonos CD-effektust mutatnak, ami joval kisebb mértékben ugyan, de jellemzden eltér
a masik harom ligandum CD-spektrumatdél. A két csoport eltérd optikai viselkedésébdl arra
kovetkeztethettink, hogy az amidnitrogén tovabbra is a koordinadcids szféraban talalhato. A ligandumok
azonos cukorrészének alkoholatkoordinacidja okozta — szitkségképpen azonos — hatas a CD-effektusban a
két csoport kozott tapasztalhatd kiilonbséget jelentdsen lecsokkenti.

cukorkomplexek megfelelé paramétereivel is alatdmasztotta, hogy nem kizardlag alkoholatcsoportok
koordinalédnak a 11 feletti pH tartomanyban. Amennyiben 0Osszehasonlitjuk a feltételezhetd
oldatszerkezetek alapjan szamolt ESR-csatolasi allandokat a mért értékkel, a legjobb egyezést a deprotonalt
amidnitrogén, a két alkoholat illetve a hidroxidion ekvatorialis sikban torténd koordinacidjanak
feltételezésével kaphatjuk. Ebben az esetben a karboxilatcsoport valosziniileg kiszorul az ekvatoridlis sikbol,
vagy akar a koordinacios szférabol is. Amennyiben figyelembe vesszilk, hogy az amidnitrogén hozzéajarulasa
a parhuzamos csatolasi dllandéhoz fiigg a koordinalédé donorcsoportok dsszt6ltését'® (lasd 5. fejezet:
négy negativ t61tés esetén kb. 39x10* cm™) jobb egyezést kapunk, ha a hidroxidion koordinacidja helyett egy
tovabbi alkoholos hidroxilcsoport koordinacidjat tételezzik fel.

A VYO — N-p-gliikonil-aminosavak — ésszefoglalas

Az N-p-glikkonil-aminosav — VO rendszerekben a spektrofotometrids mérések egyediil a B-alanin
szarmaz¢k 1:1 fémion-ligandum ardnyu oldata esetén utaltak csapadékkivalasra. A pH-metrias mérések
alapjan az oxovanadium(IV) hidrolizise 1:5 fémion-ligandum arany mellet mar elhanyagolhaté mértékl. A
pH-metrias titralasok mutatjak, hogy a 4-5 pH tartomanyban két extra lugfogyas tapasztalhaté fémiononként,
amely kozel egy 1épcsdben jatszodik le, és a folyamatra jellemz6 pH fligg a rendszer 6sszkoncentracidjatol:
(VVOLHL,), 6sszetételll komplex keletkezik. A csapadékmentes kdzeg, valamint mind a CD-, mind az ESR-
spektrumokon bekovetkezd valtozasok a koordinacids szféra jelentds atalakuldsardl tantiskodnak, ami a
ligandum részérél csak az amidnitrogének és/vagy az alkoholos hidroxilesoport(ok) deprotonaldédasan
keresztlll képzelhet6 el. A komplexképzddést az adott pH-n CD-spektroszkopiaval kovetve egyértelmiien
kimutaté kiilonbség van az oldallanccal rendelkezd, tehat az amidnitrogénhez kozvetlentl kirdlis
szénatommal kapcsolddd, illetve oldallanc nélkiili aminosavrészt tartalmazo ligandumok viselkedése kozott.
E megfigyelés és a pH-potenciometrids titralasok soran a harom vizsgalt ligandum ko6zott tapasztalt nem
szamottevd kiilonbség bizonyitja, hogy a deprotonalt amidnitrogén koordinalodik a kézponti fémionhoz. Az
alkoholatcsoport koordinacidja — valdszintlileg a cukorrész tovabbi nemdeprotonalt alkoholcsoportjaival, és
természetesen a karboxilatcsoport koordinaciojaval kiegészitve — hathatésan elésegiti az oxovanadium(I'V)
indukalta amidnitrogén deprotonalddast. Az alkoholos hidroxilcsoport és az amidnitrogén protonvesztése
jelen esetben is kozel egy 1épcsében jatszodik le, mikézben ESR-csendes komplexek, feltehetéen dimerek
képzédnek. A harom kiilonbozé oldallancot, glicin-, B-alanin- és szerinrészt tartalmazo ligandumokat
Osszehasonlitva a szerin oldallanc enyhe stabilitasndveld hatasat kivéve nem talaltunk viselkedésiik kozott
jelentds eltérést. A GLU-B-Ala altal képzett eggyel nagyobb tagszamu kelatgylrli nincs hatdssal az

1138 &5 a dimetil-

oxovanadium(I'V) inkukalta amidnitrogén deprotonalédasanak pK értékére, akarcsak a Cu
Sn" rendszerekben®. A pH tovabbi emelésével tovabbi alkoholatcsoport koordinalédik egy-egy VVO-
ionhoz a dimer szerkezet megtartdsa mellett, mig a pH 10 felett lejatszodo Gjabb protonvesztési folyamat
kovetkeztében a dimer egység — amely mar telitett koordinacids szféraji volt — ESR-aktiv monomer

részecskékre esik szét.
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4.3 A szalicilsav-szarmozékok VYO komplexei
4.31 A SalH,GlyGly és a SalH,GlyGlyGly*

Az N-[(2-hidroxifenil-)metil-]glicil-glicin (SalH,GlyGly) és az N-[(2-hidroxifenil-)metil-]glicil-glicil-
glicin (SalH,GlyGlyGly) esetében azt vizsgaltuk, hogy az oxovanadium(IV)ion képes-¢ az egy extra

CH,—NH—CH,—C——NH—CH,—COOH

SalH GlyGly

1 i

CH,~— NH—CH,—C—NH—CH, — C—NH—CH,—COOH
SalH GlyGlyGly

OH

fenolatcsoporttal ~ “meger6sitett”  di-  illetve  tripeptid  ligandumok  amidnitrogénjének  illetve
amidnitrogénjeinek deprotonalodasat és koordinalddasat indukalni. Mindkét ligandum harom, a 2-12 pH
tartomanyban disszocialdodé protonnal rendelkezik: a karboxilcsoport, a fenolos hidroxilcsoport valamint a
szekunder aminocsoport vesz részt sav-bazis folyamatokban. A ligandumok titralasa soran a pH emelésével
az elsé deprotonaldodasi Iépesék — SalH.GlyGly: pK = 3,13; SalH,GlyGlyGly: pK = 3,23 — minden
valodszintiség szerint a karboxilcsoporthoz kothetok. (SalGly: pKcoo- = 3,37; GlyGly: pKcoo- = 3,177
GlyGlyGly: pKcoo- .= 3,32) A masodik illetve harmadik deprotonalédasi 1épcesé — SalH,GlyGly: pK, =
7,57; pKs = 10,06; SalH.GlyGlyGly: pK, = 7,39, pKs = 9,99 — nem rendelhet$ egyértemtien a fenolat- vagy
az aminocsoportokhoz. Rokon vegyliletekben mindkét csoport nagyjabol azonos pK-val deprotonalodik:
SalGly: pKao = 8,16; GlyGly: pKy= 8,13; GlyGlyGly pKyx= 7,937. Deprotonalodasuk minden

1,0 - [VOL]

[VOL,J*

(Ve

0,8 -

0,6

VVO mélisrt

[VOLH,J**

pH
23. dbra AVYO - SalH GlyGlyGly rendszerben képz6dé részecskek eloszlasgorbéje.
=1mM; ¢ =4mM; T =25,0°C; 1=0,20 M (KCl))

(CVIVO SalH2GlyGlyGly

60



Ervedmények és értékelésiik — A SalH.GlyGly és a SalH:-GlyGlyGly

valészinliség szerint atfedo, feltételezhetben mikrofolyamatokkal is szdmolni kell. A fenolat és a protonalt
aminocsoport kozott valdszintileg hidrogénkotés alakul ki, ami szintén befolyassal van a sav-bazis
folyamatokra. A két ligandum proton és VVO*" komplexeinek stabilitasi 4llandéi a . tablazatban talalhatoak.

21. tdblizat A SalH,GlyGly és a SalH,GlyGlyGly protonalodasi allandéi illetve VVO-
komplexeinek stabilitasi allandéi (T = 25 °C; [=0,.2 M (KC1)).

SalH,GlyGly SalH,GlyGlyGly

lgp
Hs;L 20,76 £ 0,02 20,61 £ 0,02
H,L 17,63 £0,01 17,38 £ 0,02
HL 10,06+ 0,01 9,99 + 0,01
pK
Hs L- 3,13 3,23
H.L 7,57 7,39
HL 10,06 9,99
Lgp Model I Model II
[(VVO)LH,]* 19,2+ 0,5 19,2+0,5 19,1+0,5
(VVO)L 11,60+ 0,03 11,60 £0,02 11,18 £0,03
[(VVO)LH. 6,17+ 0,03 6,18 £ 0,02 -
[(VVO)LH. " -2,09 £ 0,06 - -
[(VMO)L.]» 18,47+ 0,06 18,55+ 0,05 18,29 £ 0,06
[(VVO)LH. ] - 11,06 £ 0,05
LgK
VYO* + HbL <> -6,03 -6,03 -6,20
(VVO)L +2 H*
pK((VYO)L) 5,43 5,42 -
pK([(VVO)LH.1]) 8,26 - -
pK((VVO)L.T") - 7,49 -
Ig Ku 11,60 11,60 11,18
Ig K, 6,87 6,95 7,11
lg (Ki/K3) 4,73 4,65 4,07
Titralasi pontok 242 242 219
szama
Illesztési paraméter 5,76-107 437103 6,87-107

(cm’)

A VVO-t tartalmazo rendszerekben minimalisan kétszeres ligandumfelesleg mellett mindkét esetben
pH~8-ig lehetett a pH-metrias méréseket értelmezni. E pH felett lassi, nem egyensulyi folyamatok
jatszodnak le, amelyet a komplexek hidrolizise illetve/és oxidacidjaként értelmezhetiink: az
closzlasgorbéken (lasd 23. és 24. abra) lathatd szaggatott gorbeszakaszok igy csak tendencia jelleglinek
tekinthetéek. A meglehetésen kis szazalékban képz6dé VVOLH, komplex stabilitasi allanddjat igen nagy
bizonytalansaggal sikertilt csak spektrofotometrias mérés segitségével meghatarozni. E komplexben mindkét
ligandum a karboxilat csoportjan keresztiil koordinalédik: 6sszehasonlitva a bazicitassal korrigalt stabilitasi
allandot (-1,5) egyéb egyszert karbonsavak megfeleld paramétereivel (ecetsav : —2,75, propansav : -2,78,
buténsav : -2,76)'* hasonl6an az egyszerli dipeptidekhez (GlyGly, GlyAla) egy karbonilcsoport esetleges
extra koordinacigjat feltételezhetjiik.
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[VOLH. I
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24. agbra AV™VO - SalH_GlyGly rendszerben képz6d6 részecskek eloszlasgorbéje
[VVOLH | illetve [V'OL H ] komplex feltételezése esetén.
= ImM; ¢ =4 mM; T =250 °C;1=0,20 M (KC))

(CVIVO ? TSalH2GlyGly

[VVOLH]" 6sszetételli komplexeket nem sikeriilt az aldbbi rendszerekben kimutatni sem pH-
potenciometrias, sem ESR-modszerrel: a fenolat- és az aminocsoport koordinacidja egy 1épésben kovetkezik
be. A VVOL 6sszetételil részecskékben e csoportok mellett szereplé egyéb donorcsoportok koordinacidjat
részben csak feltételezni tudjuk. A 1g(Ki/K;) mindkét ligandumra (SalH,GlyGly: 4,73; SalH.GlyGlyGly:
4,65) vonatkozo6 igen magas értcke alapjan — amely a masodik ligandum a koordinacids szféraba vald joval
nehezebb belépését bizonyitja az elsd ligandumhoz képest — a karboxilatcsoport koordinacidja elsé latasra
bizonyitottnak tlinhet. Azonban a biszkomplexben a két ligandum koétésmodja nem azonos, ami szintén
magyarazhatja a 1g(Ki/K,) magas értékét. A két ligandum VOL komplexe mind az ESR-paramétereikben
(SalH.GlyGly: A=169; SalH.GlyGlyGly: A=172), mind a bazicitassal korrigalt stabilitasi allanddkban,
(SalH.GlyGly: -6,03; SalH,GlyGlyGly: -6,20) valamint a 1g(Ki/K;)-ben is — ha nem is tilzottan nagy, de
szignifikans — ktlonbséget mutat. Mindez a fenolat és a szekunder aminocsoport koordinaciéja mellett
esetleg fellépd egyéb koordindlédé donor csoportoknak a nagyobb mértékil jelenlétére utal a SalH.GlyGly
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pH=7,5

3800 3900 4000

Magneses tér (Gauss)
25. dbra A VVO - SalH GlyGly rendszer ESR-
spektrumainak a parhuzamos tartomany m = +3/2, +5/2

illetve +7/2 atmenethez rendelhetd atmenetei kiillonbozo
fém-ligandum arany mellett. (¢ =4 mM)

3700 4100

QP

0=l .. NH o. Il .. NH
— V\ . — V\
HyO | o= HyO J OH»
-00C 00C
SalH GlyGly SalH GlyGlyGly

VOL

megfeleld komplexében. A  dipeptidszarmazék

esetén vagy a karboxilcsoport koordinacidjanak

nagyobb szerepét és/vagy a  peptidcsoport
karboniloxigénjének extra koordinaciéjat
tételezhetjiik fel. Az ESR-spektrumok
szimulaci6jabol meghatarozott parhuzamos
csatolasi  allandok ¢és a  becsiilt  értékek

Osszehasonlitasa alapjan (lasd 23. tablazat) az
amidcsoport karboniloxigénje ¢és a
karboxilatcsoport koziil az egyik — térszerkezeti
okokra visszavezethetGen valoszinlileg az utobbi —
axialis pozicidban talalhatd. A SalH.GlyGlyGly
esetén az ESR-adatokbdl levonhato kovetkeztetések
alapjan a karboxilatcsoport vagy nem, vagy az

axialis pozicidban koordinalédik a fémionhoz.

vVo L pH=7,5 +3/2  +1/2 A2 5
P O
1:10
bt [ ]
1:5
0 [ J
[ J
®
1:2.5 -
[
e\
[ ]
1%
3100 3200 3300 3400 3500 3600

Magneses tér (Gauss)

26. dbra A VYO - SalH GlyGly rendszer ESR-spektrumainak meréleges tartomanya kiilsnbdz6 fémion-ligandum

arany mellett. (¢ =4 mM)
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A két ligandum VVOL gsszetételli komplexeire jellemzd apro szerkezeti kiilonbség elbrevetiti az
eltéré viselkedést az 5-8 pH tartomanyban. A tripeptid analég esetében bekovetkezik az amidnitrogén
deprotonaldodasa, és VIVOLH, §sszetételti komplex valik dominanssa pH ~ 6 koriil, ezen a pH-n a tetrapeptid
amidnitrogénjének deprotonalédasa a pH-metrids mérések alapjan nem jatszodik le. Az ESR-paraméterek
(g; Ay meglepd hasonldsaga a két rendszerben a fent emlitett pH tartomanyban elészor a pH-metrias
modellek hitelessége felol ébresztett kétséget. A részletes ESR-vizsgalat elvégzése azonban (ligandumfliggés
a VYO — SalH,GlyGly rendszerben pH 7,5-nél) feltarta, hogy a két részecske — VVOLH.;, VIVOL, — ESR-
paraméterei a parhuzamos tartomanyban gyakorlatilag megegyeznek, a merdleges tartomanyban azonban

7 0
0 O H>0... [ 2+.. 0 = 0

E — YV o~ \ SNC
HNT |

N
. OH SalH GlyGly ~ [VOLH T NH@ 0

jelentdsen eltérnek (lasd. 25. és 26. abra). A pH-metria és az ESR-spektroszkopias modszerrel a két
ligandum kozott detektalhaté kiilonbség valamint a deprotonalddasra jellemzé pH bizonyitja az
amidnitrogén protonvesztését. Amennyiben feltételezzik, hogy nem az amidnitrogén deprotonalédott, csak a
vegyes hidroxokomplex képzodésével szamolhatnank: ennek azonban mindkét ligandum komplexei esetén
be kellene kovetkeznie.

22. tdblazat A SalH,GlyGly és SalH,GlyGlyGly VVO komplexeinek ESR-paraméterei.

Osszetétel  Ligandum g A (x10*cm™) g Ay (x10%cm™)
VVOLTH SalH.GG 1,977 + 0,002 66 * 1 1,935 + 0,002 179 + 1
2
SalH.GGG 1,976 + 0,002 66 * 1 1,935 + 0,002 179 + 1
VVOL SalH.GG 1,976 + 0,002 59 +1 1,943 + 0,002 169 + 1
SalH.GGG 1,977 + 0,001 61,0 + 0,5 1,942 + 0,001 172,0 + 0,5
VVOLH,, SalH.GG 1,982 + 0,001 55,5 £ 05 1,953 + 0,001 163,5 0,5
SalH,GGG - - - -
VIVOL SalH.GG 1,976 + 0,002 54 + 1 1,951 + 0,002 163 + 1
2
SalH.GGG 1,976 + 0,001 545 £ 05 1,950 + 0,001 163,0 + 0,5
5 SalH.GG 1,978 + 0,001 49 =+ 1,955 =+ 0,002 158 + 1
. SalH.-GGG 1,984 + 0,001 52 + 1,960 =+ 0,002 159 + 1

A két ligandum biszkomplexeinek ESR-paraméterei a hibahataron beliil megegyeztek, amibdl az
azonos szerkezetre kovetkeztethettiink. Ha Osszehasonlitjuk a mért, és az elméletileg becstilt csatolasi

e - e

o= Il . NH o.. I, .NH
T,V V<
HN" | ™ OH, [VOL J* 07 | TOH
NH

e,
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allando értékeket, akkor megallapithatjuk, hogy mindkét részecske ([VVOLHL T, [VVOL,]*) esetén a négy
feltételezhetéen koordinalédd donorcsoport ([VIVOL2)*: 2XAr-07, 2XNamino; [VVOLHA]: Ar-O7, Namino, N™
amid, COO") koziil egy nem az ekvatoridlis sikban kell, hogy elhelyezkedjen, ellentétes esetben a becsiilt és a
mért érték kozotti eltérés a becslés hibahatarat durvan meghaladna. A biszkomplex esetében feltételezhetéen
az aminocsoport, mig a deprotonalt amidnitrogént tartalmazé komplex esetén — geometriai okok miatt —
inkabb a fenolatcsoport axidlis koordinacidja tliinik kedvezébbnek, ambar nem zarhatoak ki teljesen egyéb
lehetdségek sem.

23. tablazat A SalH.GlyGly és SalH,GlyGlyGly VYO komplexeinek feltételezett szerkezete alapjan becsiilt pArhuzamos
csatolasi allandé értékénck 6sszehasonlitisa a mért értékekkel.

Osszetétel Az ckvatoridlis sikban koordinal6dé donorcsoportok AP At

SalH,.GlyGly SalH,GlyGlyGly

vroLmp IXH: - COO: 179,7 170 170
2xH,0 Amid O COO 1777
[VFOL]  2xH,0 NH-  ArO 1703
H:0 Amid O NH-  Ar-O 168,3 169 172.0
H,0 COO- -NH- Ar-O" 167,3
AmidO COO- -NH-  Ar-O 165.4
H,0 COO- -NH-  ArO 1673
H,0 COO- -NH- Amid-N- 165,5
[VFOLH.I"  g,0 COoO" Ar-0-  Amid-N- 164,3 1635 -
H-0 NH-  Ar-O°  Amid-N- 161,6
COO" -NH- Ar-O°  Amid-N- 158,7
H,0 2x-NH-  Ar-0" 164,7
[VVOL.]* H0 -NH- 2x Ar-O" 163,5 163 163
2x-NH- 2% Ar-O- 157,9
CO0- -NH- Amid-N-  OH- 158,5
] 157 158
[VYOLH coo Ar-O°  Amid-N- OH- 157,3
NH-  Ar-O  2xAmid-N- 153,0
COO- -NH- 2xAmid-N- 156,8
NH-  Ar-O  AmidN° OH- 1544
[VTOLL J* 2x-NH-  Ar-O OH- 1577

—NH- 2x Ar-O" OH- 156,5

A két ligandum kozotti 1ényeges kiilonbség ravilagit a karboxilatcsoport fontos szerepére, hiszen a
SalH,GlyGly esetében, ahol az amidcsoport két mar koordinaldédott donor csoport kozott talalhatd oly
moédon, hogy koordinalasaval 6+5+5 tagl csatolt kelatrendszer johet 1étre, az amidnitrogén deprotonalédasa
bekovetkezik. A tetrapeptid analdg esetében, hidba van az egyik oldalon megfeleld, a tripeptid analéghoz
hasonlé horgony a karboxilatcsoport nagyobb tavolsdga folytan nincs Ilehetdség az amidnitrogén
deprotonalddasara és koordinacidjara.

A pH 8 felett lgjatszodo tovabbi spektralis valtozasok értelmezése a pH-metrids mérések hianyaban
meglehetdsen bizonytalan. Mindkét rendszerben egy-egy tovabbi ESR-aktiv komplex figyelhetd meg a
spektrumokon, melyek intenzitasa az erdteljes hidrolizis kovetkeztében kisebb az alacsonyabb pH-n
mérteknél. A VVO — SalH,GlyGLy rendszer esetében a pH-metria még egy tovabbi lugfogyaszto folyamat
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27. dbra A V'O — SalH GlyGlyGly rendszerben a [VYOLH ], [VYOLH ]* illetve
[VVOLH " osszetételii részecske feltételezett eloszlasgorbéje, a [VVOLH | esetén

.....

log B =-53;log B =73
[VOLH-2]2— [VOL2H-1]3-
fc =RmM-¢ =3 mMM:- T=250°C-T=020M (KCI

kezdetét mutatja a pH <8 tartomanyban, de ez betudhatd az esetleges oxidacidos- vagy a nem egyensulyi
hidrolizisfolyamatok miatt el6allo hibaknak is. A SalH.GlyGly ligandum esetében minden tovabbi
feltételezheté Nigfogyasztd folyamatnak — [VVOLH.]* vagy [VVOL.H.]* - terner hidroxokomplex
kialakulasahoz kell vezetnie, hiszen nem all rendelkezésre tovabbi deprotonaldédasra alkalmas csoport. A
[VVOL,H.i]* 0Osszetétell részecskében az amidnitrogén koordinalédasa véleményiink szerint nem
lehetséges. A SalH.GlyGlyGly ligandum esetében [V'VOL:I.i]* 6sszetételii terner hidroxokomplex szintén
létrejohet, de nem zarhaté ki [VVOLHL,]* sztochiometriaji két deprotonalt amidnitrogént tartalmazo
komplex kialakuldsa sem. A [VVOLH. ] dsszetételt a kiilonb6z6 stabilitasi allandok feltételezésével torténd
szimulaciok alapjan kizarhatjuk, hiszen kelléen nagy stabilitas esetén nem a megfelelé pH tartomanyban
képzbdne, ellenkez6 esetben pedig képzodésére nem is lenne lehetdség. A 27. dbra jol tikrozi, hogy a masik
két feltételezhetd osszetételll komplex — [VVOLH,]* illetve [VVOL,H]* — kialakulasara még pH 11 felett
is lehetdség van. A pH-metrids mérések illesztése a tripeptid analég esetén akkor adott alacsonyabb
hibanégyzet 6sszeget, ha a [VVOL,H.1]* és nem a [VYOLH.]* részecskét vontuk be a modellbe (lasd .
tablazat). Ennek azonban ellentmond, hogy az azonos §sszetételii részecskére a tetrapeptid analdg esetében
nem sikeriilt stabilitasi allandot meghatarozni, az azonos illesztett pH tartomanyok ellenére sem. A két
ligandum e komplexének stabilitasa pedig a kétésmod azonossaga kovetkeztében meglehetdsen hasonld kell,
hogy legyen. A parhuzamos csatolasi allandé mért és szamitott értékei kozotti 6sszehasonlitas alapjan sem
tudtunk egyértelmii osszetételt és kotésmodot hozzarendelni a megfeleld spektrumokhoz.

A SalH,GlyGly és a SalH,GlyGlyGly VYO komplexei - dsszefoglalas

A SalH,GlyGly és SalH.GlyGlyGly ligandumok VYO komplexeit kétszeres, vagy annal nagyobb
ligandumfelesleg mellett a 2-8 pH tartomanyban tudtuk pH-potenciometrias médon tanulmanyozni. Az adott
pH tartoméanyban [VIYOLH,]*', VVOL, [VVOL,J* komplexek mindkét rendszerben képzddnek. A [VVOLH]
komplex hianya a fenolat- ¢s az aminocsoport kooperativ deprotonadlodasat és koordinaciojat igazolja. A
logK/K> érték mindkét komplexképzd esetén egyértelmiien jelzi, hogy a masodik ligandum belépése a
koordinacids szféraba gatolt. Ezt a biszkomplexben koordinalédé ligandumok eltérd kotésmodjaval, vagy a
karboxilcsoport és esetlegesen egy vagy két karbonilcsoport koordinaciéjaval magyarazhatjuk. A VVOL
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komplexben a fenolat- és az aminocsoport koordinacidja mellett fellépd extra donorcsoportok szama, ahogy
azt a kiilonb6z6 ligandumok esetén mért parhuzamos csatolasi allandok kis kiilonbsége jelzi, a SalH,GlyGly
komplexben valoszinlileg nagyobb. Kizarélag a tripeptid analdég esetén lehetett amidnitrogént tartalmazé
[VYOLH.i]™ 6sszetétell részecskét kimutatni; az amidnitrogén deprotonaldédasa pK = 5,43-mal kovetkezik
be. A Salll,GlyGly [V'YOLH. ] és [VVOL,] részecskéinek ESR-szinképe kozott csak a spektrum merbleges
tartomanyan észleltiink kiilonbséget. A mért és a Chasteen féle empirikus Osszefliggés'® alapjan becsiilt
csatolasi alland6 értékeinek Osszehasonlitasa alapjdn a négy Iehetséges donorcsoportbél mind a
biszkomplexben, mind a [VI'YOLH.;]™ 6sszetételli deprotonalt amidnitrogént tartalmazo komplexben vagy egy
fenolat- vagy egy aminocsoport axidlis pozicidban koordinalodik. A két ligandum ko6zott megfigyelhet
kulonbség igazolja, hogy a karboxilatcsoport megfeleld pozicioban torténd koordinacidja — amely csak a
SalH,GlyGly ligandum esetén képes az amidnitrogénnel, valamint a fenolat- és az aminocsoporttal 6+5+5
tagl csatolt kelatgylirlirendszert képezni — fontos az oxovanadium(IV)ion indukéalta amidnitrogén-
deprotonalddas szempontjabol. A lugos pH tartomanyban mindkét ligandummal tortént mérések soran
tovabbi részecskéket detektaltunk az ESR-spektroszkopia segitségével, osszetételikket ¢&s  igy
oldatszerkezetiiket nem tudtuk pontosan meghatarozni. A stabilitasi allandé becslésével a tripeptidszarmazék
VVOLH.; osszetételli komplexének képzOdése kizarhatd, azonban [VVOLHL,J* illetve [VVOLH; T~
sztochiometria mindkét ligandum komplexe esetén Iehetséges. A parhuzamos csatolasi allandot
Osszehasonlitva a mért értékekkel inkdbb a meglévd részecskék (VVOL,, VVOLH.) hidroxo-
vegyeskomplexeinek 1étezése, semmint az amidnitrogén(ek) deprotonalddasa valdszintisitheto.
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4.3.2 A szalicil-glicil-L-alanin (SalGly-L-Ala)®

A SalGly pszeudodipeptid tripeptid analdgjat vizsgaltuk azzal a céllal, hogy megallapithassuk, vajon a
dipeptidhez hasonloan itt is bekovetkezik-e az amidnitrogén(ek) protonvesztése és koordinacidja, vagy a
hidrolizis jelen esetben mar megakadalyozza ¢ folyamatok lejatszodasat. (Az amidnitrogének szamanak

novelése azok pK értékeinek emelkedésével jar egyéb fémionok esetében’**)

ﬁ
C—NH—CH,—C—NH-—CH-—COOH
CH, SalGly-L-Ala

OH

A szalicil-glicil-L-alanin a 2-12 pH tartomanyban két deprotonalodasra késztethetd, mivel egy fenolos
hidroxil- ¢és egy karboxilcsoporttal rendelkezik. A két deprotonalédas jol elkiiloniil egymastol, a
mig a magasabbat a fenolatcsoporthoz rendelhetjitk. A ligandum pK értékeit a SalGly megfeleld allandéival
Osszehasonlitva megallapithatd, hogy a karboxilatcsoport pK-ja tokéletesen megegyezik a két esetben, mig a
fenolaté 0,35 logaritmus egységgel kisebb. Ez utébbi azzal magyarazhatd, hogy a karboxilcsoport
deprotonalodasaval kialakulé negativ toltés a tripeptidanaldég esetében nagyobb tavolsagra talalhato a
fenolatcsoporttol. A meghatarozott proton illetve VYO komplexek stabilitasi allandéi a 24. tablazatban
talalhatoak.

24. tablazat A szalicil-glicil-L-alanin proton és VO komplexeinek stabilitasi allandéi (T =25 °C; 1= 0,2 M (KC)).

Igp pK

H.L 11,18+ 0,02 3,37
[HL] 7,81 +£0,01 7,81

Modell I Modell I Modell 111

lgp pK lgp pK lgp pK
[(VMO)LH]" 9,99 +£ 0,12 3,56 991+0,15 3,43 9,72+ 0,25 3,24
(VVO)L 6,43 £ 0,04 5,37 6,48 + 0,04 6,48 £ 0,05
[(VVO)LH 4T 1,06 £ 0,09 5,37 - -
[(VYO).L-H -] - 520+ 0,14 -
[(VVO)LH L]* 4,31 £ 0,05 - -4,27+£0,05 -4,26 £0,06
2pKamia 10,74 10,75 10,74
Titralasi pontok szama 363 363 363
Mllesztési paraméter (cm’)  0,0047 0,0051 0,0065

A pH-potenciometrids mérések kiértékelése soran 1:1 osszetételli komplexek feltételezésével a
titralasi gorbék kielégitéen — bar az 5-7 pH tartomanyban meglehetdsen nagy hibaval terhelten — leirhaténak
bizonyultak, biszkomplexekre — [VIVOL,Hx]®™® — nem tudtunk stabilitasi 4lland6t meghatarozni. A 2-3,5 pH
tartomanyban a V™VO akvakomplexén kiviil [VVOLH]" osszetételi, az ESR-paraméterck alapjan
valészinlileg elsdsorban karboxilatkoordinaciét tartalmazd komplex képzddik. Hasonléan a kordbban
targyalt ligandumokhoz (2-mpg, SalH,GlyGly) a bazicitassal korrigalt stabilitasi alland6 (H.L + VVO*" =
(VVO)LH]" + H") értékének (Ilg K = -1,20) egyszerli karbonsavak'® megfeleld értékeivel torténd
Osszehasonlitasabol a karboxilcsoport koordinacidjat kiegészitd egyéb stabilitasnoveld kolcsonhatasok
meglétére kovetkeztethetiink. Ezen kolcsonhatas lehet egy — esetlegesen mindkét — karbonilcsoport
koordinacidja. A pH-metridss mérések alapjan a SalGly ligandumhoz hasonldan feltételezhetd, hogy a
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28. dbra A VO — SalGly-1-Ala rendszerben képz8ditt részecskék eloszlasgdrbéje az 1. modell alapjan.

=1mM; ¢

C
( VIVO SalGly-L-Ala

=4 mM; T=25,0°C; 1=0,20 M (KCl))

ligandum koordinalédasa a fémionhoz részben a fenolatcsoport iranyabol kezdddik, mikdzben a
karboxilcsoport protonalt marad: a V™OLH komplex pK-ja (3,3-3,5) Osszemérhetd a ligandum

pH
2,50
voO*
> 3,02
VOLH
3,52
4,62
VOL

5,10

5,78

6,04
6,68

3650

3800
Magneses tér (Gauss)

3950 4100 4250

29. dbra A VYO - Sal-Gly-L-Ala rendszer ESR-
spektrumainak a parhuzamos tartomany +3/2, +5/2
illetve +7/2 atmenethez rendelhetd csticsai killonbozo
pH-kon (¢ ,~=4.5mMc 9 mM)

SalGly-L-Ala=

karboxilcsoportjanak pK értékével (3,37). Az ESR-
spektrumok nem nyUjtanak egyértelmli tdmpontot a
kérdés nem
figyelhetoek meg pH 3 koril, ennek megallapitasat az

megvalaszolasara. Izomerek példaul
alacsony koncentracid €s a nem tul jelentds spektralis
Ellenben az adott pH-n
szobahOmérsékleten felvett ESR-spektrumon jelentds
(13%)
részecske  1s

eltérés is megneheziti.

mennyiségt, alacsony csatolasi allanddval

rendelkez6 megfigyelhetd, ami a
fenolatcsoport koordinacidjat valdszintlisiti. A 2-4 pH
tartomanyban a CD-spektrumok nem tul jelentds
Vo
komplexeinek hasonlé pH tartomanyban mért CD-
emlékeztet

intenzitdst —mutatnak, ez az aminosavak

spektrumara ¢s a karboxilatcsoport
monodentat koordindcidjaval van Osszhangban. A
felvett ESR-
spektrumokon a 3,5-4 pH tartomanyban jelentds
valtozasok kezd6dnek el -

megfelelden a VVOL részecske kialakulasaval — a

folyékony nitrogén homérsékletén

az eloszlasgorbének

megfeleld folyamat azonban nincs szignifikans hatassal
a  CD-spektrumokra. Mindez a
ckvatoridlis sikban lejatszodd koordinacidjat igazolja,

fenolatcsoport

hiszen ez a csatolasi allandok értékének csokkenéséhez
vezet. Mivel a fenolatoxigén kornyezetében nem
talalhaté kiralis szénatom, koordinacidjaval jelentds

Cotton-effektus nem varhato. Az osszetételbdl addéddan
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30. @abra A VYO - SalGly-L-Ala rendszerben a 3-7,5 pH tartoményban szobahémérsékleten mért illetve illesztett
ESR-spektrumok. (¢, =1 mM; ¢ =4 mM)

SalGly-L-Ala

a karboxilatcsoport koordinacidja is feltételezhetd, ambar a két csoport — mivel igen tavol esik egymastol —
csak egy Un. “makro” kelatgylirlit tartalmaz6 komplexet képezhet. S bar ez elébbi sem teljesen kizarhatd
elképzeléstink szerint, valésziniibbnek tartjuk hogy egy, esetleg mindkét amid karboniloxigénjének
koordinacidjaval a makrokelat mérete lecsokkenhet. Ha Osszehasonlitjuk a VVOL komplex csatolasi
allandoit a szalicilsav monokomplexének megfeleld paramétereivel megallapithatd, hogy mig az A,
hibahataron beliil megegyezik, addig az A a szalicilsavkomplex esetében kozel harom egységgel kisebb.'*
Ez a karboxilatcsoport esetleges axidlis koordinacidjara, vagy a koordinacids szféran kiviil torténéd
elhelyezkedésére utalhat,

25. tablazat A SalGly-L-Ala — VYO komplexeinek ESR-paraméterei.
Osszetétel g1 AL (x10*cm™) g Ay (x10*cm™?) 2 Ay (x10*cm™)

[VVOLH|"

- - 1,934 + 0,002 17942 - -
VYOL  1975+0,0001 64,0+ 1 1,936 + 0,001 176 + 1 1,9658 £ 0,0003 99,9 +0,2
[VYOLH.| ; - 1,946 + 0,002 165+ 1 - -

[VFOLH.I™ 1 981 + 0,002 51,841 1,957+0,001  159,0+0,5 1,9765+0,0002  85,7+0,2

A pH novelésével két ckvivalens extra lugfogyds tapasztalhaté fémiononként, bar a folyamat
sebessége joval lassabb, mint egyéb esetekben, az egyensuly beallasahoz akar 3-7 percre is sziikség lehet. A
folyamatra harom kiilonbozé modellt is felallitottunk: az els6ben monomer [VYOLH.]-t, a méasodikban
dimer [(VVO)L.H.]*-t, mig a harmadikban egyszeresen deprotonalt részecskét nem feltételeztiink. A
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31. dbra Az VOLH  Osszetételli részecske moltortie a  kiilonbézé pH-metrids modellek, valamint

szobahdmérsékleten és fagyasztott oldatban mért ESR-spektumok alapjan kalkulalva, illetve a CD-spektrumok 621
nm-en mért intenzitasa a pH fiiggvényében.

(pH-metria, ESR(25 °C): ¢ =1 mM; CouGy LA 4mM; CD, ESR(77K): ¢ =45 mM; ¢
(Az ESR esetén csak a ESR-aktiv részecskéket Iehetett figyelembe venni.)

=9 mM)

SalGly-L-Ala

titralasi gorbéket a monomer [VVOLH.1] részecske feltételezésével lehetett a legjobban lefrni. Ezen modell
helyessége esetén kb. 30% V™WOLH. részecske megjelenését kellett volna tapasztalnunk a
szobahdmérsékletli ESR-spektrumon pH 5,4 koriil. Az adott minta ESR-jele azonban kielégitden leirhato a
VMOL és a [VYOLH,)* részecske spektrumaival. (30. dbra) A valamivel rosszabb illesztési paraméter
esetlegesen egy kis (maximum 5) szazalékban jelen 1évé harmadik részecske jelenlétére utalhat. A
cseppfolyods nitrogén hémérsékletén felvett ESR-spektrum hasonld képet mutat: a két dominans jel (VVOL,
[VYOLH.,]*) kozott 7,5 %-ban a [VYOLH.] jele is megfigyelhets. Mindezek alapjan tulajdonképpen egyik
modell sem lehet tokéletesen helyes: a [VYOLH.;]” komplex valésziniileg képzoédik, de joval kisebb
koncentraciéban, mint az I. modell szerint. A képz6dd komplexek stabilitdsa nem megfeleléen nagy, az

735 _8:0:9:5
. ’ >y 10,86
0.5 6.58 /‘A\ ,
0.4 1
. 0.3
Z 021
g
2
w 0.1 1
<
0 2,96
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32. abra VO — SalGly-L-Ala rendszer CD-spektrumai kiilénb6z6 pH-kon.
(CVIVO: 4’5 mM; CSalGly—L—Ala =9 mM)
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egyensulyi szamitasok szerint kismértékben fém-hidroxokomplexek — [(VVO).(OH),])*" illetve [(V'VO)(OH)
s|” részecskék — is talalhatdak az oldatban. E zavard folyamatok nehezitik a titralasok pontos kicrtékelését,
az egyensulyi folyamatok pontos leirasat. A VO hidrolizisének pontatlan ismerete — illetve a lassu,
valészinlileg esetenként nem is egyenstlyi folyamatok — miatt az eloszlasgérbén a hidrolizisrészecskék a pH
5 feletti tartomanyban alulreprezentaltak. Erre utalnak a nem karakterisztikus elektrongerjesztési
spektrumok, a CD-intenzitas varatlan novekedése a pH 6-8 tartomanyban, a pH-metrids titralas soran
tapasztalt lassu folyamatok, illetve az ESR-spekrumok felvételekor tapasztalt (szobahémérsékletii mintdknal
> 50%, fagyasztott mintdkndl kisebb mértékil) intenzitascsokkenés a pH > 5 mintdk esetén. (A
szobahdmérsékletli mintaknal az intenzitdscsokkenést valdsziniileg azok részleges oxidacidja is okozta.)
Elképzelheté ESR- és CD-inaktiv vegyes hidroxokomplexek képzddése is. A protonvesztési folyamatok
befejeztével minden kétséget kizardlag az oldatban az ESR-aktiv részecskék kozott 100%-ban képzodik a
[VVOLH,,]* 6sszetételli részecske. Az amidnitrogének protonvesztését az adott részecskére mind az ESR-,
mind a CD-spektrumok igazoljak. A folyamatra a szobahomérsékletli spektrumokbdl szamitott atlagos amid
pK (5,31 pK/2, ahol K a VVOA = VYOAH., + 2H" folyamat egyenstlyi alland6ja) egyezésben van a pH-
metrias eredményekkel (ZpK/2 = 5,37). A részecskére jellemzd ESR-paraméterek markansan eltérnek a
SalGly ligandumnal észlelt [VYOLH.]™ részecske megfeleld értékeitl: a ligandumtér erbsségének
novekedésével — eggyel tobb amidnitrogén koordinaciojaval — parhuzamosan a csatolasi allandé értéke
csokken, mig a g értéke novekszik. A CD-spektrumokon az 5-7 pH tartomanyban tapasztalt jelentds
intenzitasndvekedés az alanin rész amidnitrogénjének koordinaciojaval hozhato dsszefiiggésbe.

26. tablazar A SalGly-L-Ala VYO komplexeinek feltételezett szerkezete alapjan becsiilt
parhuzamos csatolasi alland6 értékénck 6sszehasonlitasa a mért értékekkel.

Osszetétel Az ekvatorialis sikban koordinal6d6 donorcsoportok A Amet
v - 3xH,0 CoO- 179.8
[V OLH] 2xH,0 AmidO COO- 1778 1765
2xH,0 Amid O Ar-O- 173,7
2xH,0 COO~  Ar-O- 172,7
VVOL H,0 2xAmid O Ar-O- 171,7 1730
HO0 AmidO COO Ar-O 170,7
2xAmid O Ar-O 168,7
Voo H,0 COO~ Ar-O-  Amid-N- 164,0
[V OLH ] AmidO COO- Ar-O- Amid-N- 162,00 1650
[VVOLIL]* COO"  Ar-O- 2xAmid-N- 1553 159,0

A SalGly-L-Ala — VYO komplexei — dsszefoglalds

Ezen rendszerben a kétszeres ligandumfelesleg mellett végzett titralasok soran mar nem tapasztaltuk a VYO
(OH), csapadék levalasat, mindazonaltal az 5-7 pH tartomanyban lezajlé lassi folyamatok alapjan a
hidrolizis nem teljesen mértékben elhanyagolhaté. A pH-potenciometrias mérések kiértékelése soran 1:1
Osszetételll komplexek feltételezésével a titralasi gorbék kielégitden — bar a mar emlitett pH tartomanyban
meglehetdsen nagy hibaval terhelten — leirhatéak, biszkomplexekre nem tudtunk stabilitasi allandét
A 24 pH VOLH komplexben hasonléan a SalGly
pszeudodipeptidhez mind a monodentat karboxilat-, mind a monodentat fenolatkoordinacié elképzelhetd —

meghatarozni. tartomanyban  képz6do

esetleg az amidcsoport karboniloxigén koordinacidjaval kiegészitve — mialatt a masik csoport még protonalt.
A kovetkezd deprotonalddasi 1épesével kialakuld VVOL részecskében a fenolat- és karboxilatkoordinacid
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mellett valészintlileg az amidoxigén(ek) szerepe sem teljesen elhanyagolhaté. Az 5-6 pH tartomanyban
lezajlo folyamatokat pH-metrias, szobah&émérsékleten 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-deprotonalddasi folyamatok lezajlanak, egy [VYOLH.,]™ részecskét eredményezve. A
részecske fagyasztott oldatban felvett ESR-spektruma markansan kiilonbozik a SalGly egy deprotonalt
amidnitrogént tartalmazé komplexének ESR-szinképétél. A parhuzamos csatolasi allandok kozotti
kilonbség visszavezethetd még egy amidnitrogénnek az ekvatorialis sikban torténd koordinacidjara. Ezzel
els6ként sikeriilt vizes oldatban két deprotonalt amidnitrogént tartalmazé VYO komplexet kimutatni, amely
jelentds mennyiségben képzddik. Az amidnitrogének protonvesztése ¢s koordinacidja az dsszes alkalmazott
modszer szerint az Cu" ionnal megszokott 1épcsdzetes folyamatok helyett kozel egy 1épcs6ben jatszodik le, a
folyamatra a szobahomérsckleten felvett spektrumokbol szamitott atlagos amid pK érték 5,31, ami jo
egyezésben van a pH-metrids eredményekkel (XpK/2 = 5,37). Mindezt a fenolat és a karboxilatcsoport
egylittes elsddleges koordinacidja teszi lehetévé. A kooperativitas — bar ezen esetben valdszintileg kisebb
mértékii — a Ni" ionnal szdmos esetben tapasztalhaté geometriavaltissal és spinparosodassal nem
magyarazhatd. A VVOLH.; 6sszetételli részecske mennyisége bizonytalan, a pH-metria alapjan 30%-ban, a
fagyasztott oldatban felvett ESR-spektrumok szerint ~8%-ban, mig a szobahomérsékletii spektrumok alapjan
egyaltalan nem képzddik. Ezen bizonytalansdg miatt az egyszeresen deprotonalt részecske egyedi CD-
spektruma, igy az amidnitrogének deprotonalddasi sorrendje eddigi eredményeink alapjan nem hatarozhato
meg.
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4.3.3 A szalicil-L-aszparaginsav és a szalicil-glicil-L-aszparaginsav
(Sal-L-Asp) (SalGly-L-Asp)

A két vegytlet kozos tulajdonsaga az aszparagin oldallanc, és az irodalombdl ismert SalGly illetve a
vizsgalt SalGly-L-Ala ligandumoktél legalabbis koordindciés kémiai szempontbdl csak egy-egy
karboxilcsoportban tér el. Tanulmanyoztuk, hogy ezen kiilonbség hogyan befolyasolja a VVO-kotd
képességiiket, illetve az extra karboxilcsoport milyen hatassal van az amidnitrogén deprotonalédasara és

koordinal6désara.
0O 0O 0O
!—NHfCHfCOOH \CNHCHZC—NHCHCOOH
)
OH ‘COOH OH ‘COOH
Sal-L-Asp SalGly-L-Asp

Mindkét ligandum a vizsgalt pH tartoméanyban harom proton leadasara képes: két folyamat még a
savas pH tartomanyban lejatszodik, ezeket a karboxilcsoportokhoz rendelhetjik. Béar az atfedd
egyensulyokat pontosabban mikroallandokkal jellemezhetnénk, az aszparaginsav példaja alapjan annyit igy
is kijelenthetlink, hogy az alacsonyabb pK értékeket (2,93, 2,90) alapvetéen a C-terminalis, mig a magasabb
értékeket (4,50, 4,49) a lancvégi karboxilcsoporthoz rendelhetjiik. A vizsgalt ligandumok e két pK értéke
szinte megegyezik, bar mindkettd jelentdsen kiilonbozik az aszparaginsav megfeleld értékeit6l. A protonalt
aminocsoport hianydban a molekula 6ssztoltése negativabb, valamint hidrogénkotés nem johet 1étre az
amino- ¢és a karboxilatcsoportok kozott. A ligandumok harmadik protonvesztése a fenolatcsoporthoz
rendelhetd, a két ligandum megfelelo pK értékei kozotti kiillonbség meglehetdsen nagy (ApK=0,4)
figyelembe véve, hogy a karboxilcsoportok pK értékei szinte megegyeznek. Hasonlé kiilonbség van azonban
a SalGly és a SalGly-L-Ala ligandumok fenolcsoportjaihoz rendelhetd pK értékek kozott is (ApK=0,35),
ahol a karboxilcsoportok pK értékei pedig szintén megegyeznek. A mar deprotonalddott karboxilatcsoportok
negativ toltése(i) a tripeptidek esetében tavolabb helyezkednek el a fenolatcsoporttol, igy annak pK értéke
alacsonyabb, mig a protonalt és ezaltal toltésnélkiili fenolos hidroxilcsoport tavolsdga nincs hatdssal a
karboxilcsoport(ok) savassagara. Ha a két tripeptid illetve a két dipeptid fenolos hidroxilcsoportjanak savi
disszociacids allandéit hasonlitjuk 6ssze, az aszparaginsavra torténd csere mindkét esetben ~0,1 névekedést
okoz a pK értékben.

A VVO-et tartalmazé titralasok kiértékelése soran a kovetkezd részecskéket feltételeztiik mindkét
esetben: [(VYO)LH:], (VVO)LH, [(VVO)LT, [(VVO)LH 4]* [(VVO)LH-;])". A ligandumok proton és VYO
komplexeinek stabilitasi allandoit a . tablazat tartalmazza.

A SalGly-L-Asp V™OLH, 6sszetételli komplexének oldatszerkezetében egy karboxilcsoport
koordinacidja tételezhetd fel, melyet a VIVOLH, és az N-acetil-aszparaginsav (NacAsp) bazicitassal korrigalt
stabilitasi allanddinak hasonld értéke alapjan jelenthetiink ki, bar hasonld érték vonatkozik a SalGly-L-Ala
VYOLH komplexére is.

LH; +VVO* = VVOLH, + H', IlgK = -1,3
(az NacAsp-ra nézve: LH, + VVO* = VVOLH + H, 1Ig K = -1,41'%®, SalGly-L-Ala: 1g K = -1,2-1,4 lasd
. tdblazat) Mindez azonban valamivel kisebb, mint példaul az egyszer(i karbonsavak hasonlé allando6i.'”* Ez —
bar a meghatarozott stabilitdsi allandé hibdja meglehetdsen nagy — a peptid karbonilcsoportjanak,
esetlegesen a nem deprotonalt karboxilcsoportnak a koordinicidban vald részleges, kiilsd szféras
részvételére utalhat. A Sal-L-Asp ligandum esetében a megfeleld érték csupan -0,72, ami még a SalGly-nel
valé Osszevetés esetén is (-1,29) stabilabb komplex jelenlétét jelzi, ami az oldallancon talalhato
karboxilcsoportnak a koordinacidban torténd részvételre utal. A di- és tripeptidek kozotti kiilonbség a
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fenolatcsoport esetleges szerepét sugalljak. A nem deprotonalt fenolos hidroxilcsoport részleges, esetleg
kiils6 szféras koordinacidja valdszinlibbnek tlinik, mint a protonvesztéssel egylitt jard tényleges koordinacid
— mikozben a karboxilcsoportok protonalva maradnak — hiszen sem a spektrofotometrias, sem az ESR-
mérések nem tdmasztottdk ald. Mivel az adott részecske nem tul jelentds koncentracidoban képzddik, a
spektroszkopias mérések alapjan a fenolét elsddleges koordinacidja sem zarhato ki egyértelmiien..

27. tablazat A szalicil-L-aszparaginsav ¢és szalicil-glicil-L-aszparaginsav ligandumok proton
valamint VYO komplexeinek stabilitasi allandéi (T = 25 °C; I= 0,20 M (KCD)).

Sal-L-Asp Sal-Gly-L-Asp

lgp pK lgp pK
H;L 15,81 + 2,93 15,33 £ 0,04 2,90
[H.L]~ 12,88 + 4,50 12,44 £ 0,02 4,49
[HL]* 8,38 + 8,38 7,94 + 0,01 7,94
[(VVO)LH,]" 15,09 + 3,21 14,0+ 0,4 3,0
(VVO)LH 11,88 + 4,00 11,00+ 0,10 3,57
[(VVO)LT 7,88 £ 4,79 7,43 £ 0,04 6,9
[(VVO)LH 4 & 3,09+ 8,09 0,5 5,0
[(VVO)LH -]* -5,00 + - -4,50 £ 0,08 -
Titralasi pontok 345 389
szdma
[lesztési paraméter  0,0027 0,0092

(cm?)
" Becsiilt érték.

A spektralis viselkedés is Osszhangban van a egyensulyi adatokbol kovetkezd eredményekkel, az
ESR-mérések (37. abra) soran a 2-3 pH tartomanyban a —7/2 csucsnal mindgsszesen egy kis eltolodas illetve

10 - [VOLH_,]*
Vo™
VOLH_,]*
0.8 - [ 2]
S 06 -
5
5 L
S04 \ - IVO(OH)I
[VOLH,] [(VO)(OH)s]
0.2 - """" 3
0.0 T \ \ - -\.--"\'
2 4 6 8 10

33. abra A VO — Sal-L-Asp rendszerben képzddott részecskék eloszlasgorbéje.
=1mM; ¢ =4 mM; T=25,0°C; 1=0,20 M (KCl))

(CVIVO Sal-L-Asp
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34. abra A VVO — SalGly-L-Asp rendszerben képzdditt részecskék eloszlasgorbéje.
=1mM; ¢ =4 mM; T=25,0°C;1=0,20 M (KCl))

C
( VIVO SalGly-L-Asp

+7/2-nél egy vall figyelheté6 meg mindkét ligandum esetében. A cirkularis dikroizmus vizsgalatok (35. 1ll.
36. abra) a mar emlitett pH tartomanyban igen alacsony intenzitast, azaz kis optikai aktivitasti komplexek
jelenlétét mutatjak, ez megfelel az optikailag aktiv aminosavak hasonlé pH tartomanyban kapott
eredményeivel, ahol szintén csak egy karboxilatcsoport koordinacidja valdsziniisithetd.

28. tablazat A Sal-L-Asp és SalGly-L-Alp VO komplexeinek ESR-paraméterei.

Osszetétel  Ligandum g A (x10*ecm™) g Ay (x10*cm™)

VVOLH Sal-L-Asp 1,975 + 0,001 65,8 + 1,5 1,935 + 0,002 1779 + 1,5

’ SalGly-L-Asp 1,975 + 0,001 66,0 + 1,5 1,935 + 0,002 178,0 + 1,5

VVOLTH Sal-L-Asp 1,974 + 0,001 63,8 + 1,5 1,936 + 0,002 176,0 + 1,5

SalGly-L-Asp 1,975 + 0,001 64,0 + 1,5 1,937 + 0,001 176,2 + 1,5

VVOL Sal-L-Asp 1,975 + 0,001 61,9 + 1,0 1,938 + 0,002 174,0 + 1,0

SalGly-L-Asp 1,975 + 0,001 62,0 + 1,0 1,939 + 0,001 173,3 + 1,0

VVOLT Sal-L-Asp 1,976 + 0,002 55,7 + 1,0 1,947 + 0,002 1652 + 1,0
1

SalGly-L-Asp 1,947 =+ 0,003 164 + 1,5

VVOLH Sal-L-Asp 1,977 + 0,001 524 + 1,0 1,952 + 0,002 161,8 + 1,0
2

SalGly-L-Asp 1,981 + 0,001 52,0 + 0,5 1,958 + 0,001 159,2 + 0,5

A VYOLH komplexnél mindkét esetben két tipusti koordinacié tételezhetd fel: a két karboxilcsoport
illetve egy karboxilatcsoport ¢s a fenolatcsoport koordinacidja. A bazicitassal korrigalt stabilitasi allandok
Osszehasonlitasa alapjan (SalGly-L-Asp: -4,33; Sal-L-Asp: -3,93; 2xCOO™: NacAsp: -4,91; 1xCOO" 1xAr-
O~ SalGly: -4,48; SalGly-L-Ala: -4,75) mivel mindkét ligandum esetében a megfeleld érték joval
meghaladja az N-acetil-aszparaginsavra szamitott értéket, a fenolatcsoport koordinaciojat valdszintisithetjiik.
Mindazonaltal a di- ¢és tripeptid analog esetében a C-termindlis aminosav aszparaginsavra torténd cseréje a
bazicitassal korrigalt stabilitasi allandé novekedését eredményezte, ami arra utal, hogy a lancvégi
karboxilatcsoport részt vesz a koordindcidban. Ennek alapjan nem zarhato ki a két karboxilcsoport
koordinacidja sem, lehetséges példaul kotési izomerek képzodése. Az elektrongerjesztési spektrumokon
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35. abra V™0 — Sal-L-Asp rendszer CD-spektrumai, kiilénb6zd savas pH-kon.
(CVIVO: 3mM’ CSal—L—Ala - 8 mM)
0,25 oH
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£ 0,00 I A
8,
g 0,057 3,59
-0,10 - 4,01
-0,15 -
4,44
-0,20 + e
'0,25 T T ’9\ T T 1
400 500 600 700 800 900 1000
A (nm)

36. dbra V™0 — SalGly-L-Asp rendszer CD-spektrumai, kiilénb6zé savas pH-kon.
=3mM; ¢ =45mM)

C
( VIVO SalGly-L-Ala

bekovetkezo jelentds valtozas az UV-kozeli tartomanyban (A=350-400 nm) — ami a fenolatkoordinaci6
jellemz6 velejardja — a SalGly-L-Asp ligandum esetében a fenolatcsoport protonvesztését timasztja ald. Az
aszparaginsav-oldallanc karboxilatcsoportja protonaltan esetleg a kiils6 szféraban vesz részt a
koordinacidéban. Az intenzitasndvekedés azonban a kovetkezd deprotondlodasi 1épcsdvel is tovabb
folytatodik — bar kisebb mértékben — amibdl szintén a kotési izomerek megjelenésére kovetkeztethetiink.
Egyéb spektralis vizsgalatok — ESR, CD — sem adnak tokéletes betekintést a lezajlé folyamatokba: a pH 3-4
kozott maximalis koncentraciot elérd részecske ESR-paraméterei nem hatarozhatéak meg pontosan a tobb
egyszerre jelen 1évo részecske miatt, annyi azonban megallapithato, hogy a parhuzamos csatolasi allandok a
két rendszerben egyformak és kozelit6leg megegyeznek a SalGly-L-Ala VVOL komplexének megfeleld
allandojaval. A CD-spektrumokon a VIYOLH komplex megjelenésével még nem figyelheté meg jelentds
intenzitdsndvekedés, a lényegi valtozas csak a kovetkezd deprotonaldodasi 1épesével, a VIYOL komplexek
kialakulasaval parhuzamosan jatszodik le. A negativ Cotton-effektus alakja — Amw= ~805 nm-nél (Sal-L-
Asp) illetve Ama= ~755 nm-nél (SalGly-L-Asp) — az N-acetil-aszparaginsav VVOL,H, komplexeinek negativ
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VIO — Zal-L-Asp VIO - Zal Gly-L-Asp
pH pH
LNl Tl
2,03
2,00
252
2.81
2,84
3,26
3,32 M\\f
3,59
4,01
3,70 M \J/«w*
4,44 \M
4,01
4,872
3800 2800 4000 4100 4200 3800 3900 4000 4100 4200
Magneses ter [Gauss] Magneses tér [Gauss]

37 dbra A VYO —Sal-T-Asp illatve VIO — SalGly-1-A sp rendszersk ESR-spektrumainalk a parhuzamos tartomany
+5/2 illetve +7/2 dtmenether rendelhetd catcsal kilénbézd savas pH-kon

(oyMo=3 MM, Cgay psp = 8 MM, 5T =3 MM, Cagipt-asp = %5 )

Cotton-effektusara emlékeztet'®

, ahol az aszparaginsav két karboxilatcsoportja koordinalodik. A CD- és
lathato elektrongerjesztési spekiroszkopias mérések alapjan arra kovetkeztethetlink, hogy a masodik
karboxilatcsoport koordinacidja javarészt csak a fenolatcsoport elsddleges koordinacidja utan kovetkezik be
mindkét esetben.

A VVOL komplexben mindkét esetben a fenolat és a két karboxilcsoport koordinicioja erdsen
valdszintisithetd. A Sal-L-Asp esetében a VIVOLH, komplex pK értéke (3,21) gyakorlatilag megegyezik a
SalGly VYOLH komplexének pK értékével (3,19), valamint a VVOL komplex pK-ja (4,79) a SalGly VVOL

komplexének pK értékével (4,76). Mindez igen erds szerkezeti rokonsagra utal. Feltételezésiink szerint a

% NH
- [VVOL] Sal-L-Asp

Sal-L-Asp VVOLH, (x=2,1,0) komplexekben a fenolat (vagy fenolos hidroxilcsoport) és a karboxilatcsoport
koordinacidja mellett az amidcsoport oxigénjének koordinacidja is szerepet jatszik, ezaltal az ckvatorialis
sikban szerkezeti okok miatt az aszparagin oldallanc karboxilatcsoportja mar nem képes koordinalédni, a pK
4,00-val deprotonal6édé csoport valdsziniileg az axialis pozicidban foglal helyet. A SalGly-L-Asp esetében
hasonlé 6sszehasonlitast téve megfigyelheté, hogy a V'VOLH, komplex pK-ja alacsonyabb (3,0), mint a
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SalGly-L-Ala komplex VVOLH komplexének pK-ja (3,55), valamint az amidnitrogének deprotonalédasara
jellemzé pH 0Osszehasonlitasa (SalGly-L-Asp: 5,37; SalGly-L-Ala: 5,97) alapjan a részecskék eltérd
szerkezetére kovetkeztethetiink. A karboxilcsoportoknak a  dipeptidszarmozékkal —&sszehasonlitva
alacsonyabb pH-n bekovetkezé deprotonalddasa és koordinacidja az cekvatorialis sikban bekovetkezo
koordinacidjat valoszintisiti. A VYOL komplexek parhuzamos csatolasi 4llanddja a tovabbi koordinaci6

- [VVOLH | Sal-L-Asp

kovetkeztében kisebb, mint a VIVOLH komplexeké, de a ligandumok k6zotti kiilonbség nem okoz 1ényeges
eltérést, ezt a Sal-L-Asp ligandum esetén fellépd, a peptidcsoport karboniloxigénjének extra
koordinacidjaval, illetve a karboxilatcsoport axidlis koordinacidja okozta hatassal magyarazhatjuk. A CD-
spektrumokon azonban jelentds kiilonbséget figyelhetiink meg: a maximalis elnyeléshez tartozé hullamhossz
a SalGly-L-Asp esetén ~750 nm, mig a dipeptidszarmozékot tartalmazé rendszerben ~ 810 nm, ami
alatamasztja a két komplex eltérd kotésmodjat.

A VVOLH.; 6sszetételll részecskében az eddig koordinalodott fenolat- illetve két karboxilcsoport

VV0-Sal-L-Asp VV0-SalGly-L-Asp

pH pH
4,02 4,92

4,30 532
4,68 W
5,56
5,05
547 5,89

6,34 6,67
7,36 7,59
7, 8,07
8,97 8,67
11,78
9,60
11,00

3800 3900 4000 4100 4200 3800 3900 4000 4100 4200
Magneses tér [Gauss] Magneses tér [Gauss]

38. ara A VVO — Sal-L-Asp illetve VVO — SalGly-L-Asp rendszerek ESR-spektrumainak a parhuzamos tartomany
+5/2 illetve +7/2 atmenethez rendelhetd cstcsai kiilonb6zd, az amidnitrogének deprotonalédasanak kezdetétol
figyelembe vett pH-kon (¢, =3 mM; ¢ =8mM;c =3 mM;c =4,5 mM).

Sal-L-Asp SalGly-L-Asp
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mellett vagy egy amidnitrogén deprotonalédasat €s koordindlodasat, vagy terner hidroxokomplex
kialakulasat kell feltételezniink. A deprotonalddasra jellemzo pK értékek (Sal-L-Asp: 4,79 illetve SalGly-L-
Asp: 5,85) az elobbi folyamatra utalnak, hiszen a hidrolizis hasonlé toltésti és koordinacids foku komplexek
esetében daltalaban pK > 7-nél kovetkezik be. A Sal-L-Asp amidnitrogénjének deprotonalédasa szinte
ugyanazon a pH-n kovetkezik be, mint a SalGly ligandum protonvesztése (4,76), ami — mint mar korabban
emlitettik — a két komplex kozotti szerkezeti azonossag egyik bizonyitéka. Az ESR-spektrumokbol
szimulacioval kapott csatolasi allandé értéke kisérleti hiban beliil megegyezik a SalGly VVOLIH.; 6sszetételi
komplexének megfeleld allanddjaval. E rendszerben az amidnitrogén koordinaldédasanak hatasara a CD-
spektrumok intenzitdsa tovabb nd — valdsziniileg az elnyelés intenzitdsnovekedésének koszonhetéen — a
spektrum jellege azonban alapvetden nem valtozik meg. Ebbol kovetkezik, hogy az aszparaginsav-oldallanc
karboxilatcsoportja tovabbra is valtozatlan helyen, az axialis pozicidéban foglal helyet.

A tripeptid analogok kozott azonban jelentds eltérés figyelhetd meg, a SalGly-L-Asp esetén az

\
Hz* [VOLH |- SalGly-L-Asp
0 / \ \

amidnitrogének deprotonalodasa (IgBvor-1gBvorn. / 2) 5,97 pH-n kovetkezik be, mig a SalGly-L-Ala
esetében ez az érték 5,37. Az eltérés magyarazata a VIVOL Gsszetételli komplexek szerkezetében fellelhetd
jelentds kiilonbségben keresendd. Mig a SalGly-L-Ala esetén megvalosulhat a Ar-O-, 2xamid-O, COO™ >
Ar-O7, amid-O, amid-N-, COO~ deprotonalodasi folyamat, addig a SalGly-L-Asp esetében a Ar-O-, amid-0O,
2x COO™ = Ar-O, amid-O, amid-N", COO" folyamat hatdsara az eddig ekvatorialis pozicidban talalhato
karboxilatcsoport ki kell hogy szoruljon az ekvatorialis sikbdl, ¢s mindez késlelteti a folyamat lejatszodasat.

29. tablazat A szalicil-glicil-L-aszparagin — VYO pH-metris titralasok kiértékelése

kiilénbszé 4llandé értéken tartott VIVOLH , stabilitdsi 4llandé mellett.

Mesztés 9,77 9,56 9,15 8,72 7,98 6,96 6,20
x103%cm?

Igfp sd 1gB sd lgpf sd Igp sd 1gB sd Igf sd Igp sd
VYOLH: 14,1 0,1 140 0,1 140 01 140 0,1 13,8 02 138 02 139 0,1
VYOLH 11,00 0,03 11,00 0,03 11,00 0,03 11,02 0,03 11,02 0,03 11,06 0,02 11,13 0,02
VVOL 7,45 0,01 7,44 0,01 7,43 0,01 743 0,01 7,41 0,01 740 0,01 741 0,01

VVOLH, - 0,0 0,5 0,75 1,0 1,25 1,52 0,02
VVYOLH., -4,45 0,03 -4,47 0,03 -4,50 0,03 -4,50 0,02 -4,57 0,02 -4,60 0,02 -4,65 0,02
pKvorm 3,1 3,0 3,0 3,0 2.8 2,7 2.8
pKvorn 3,54 3,55 3,57 3,58 3,61 3,65 3,71
pKvor - 7,44 6,93 6,68 6,41 6,15 5,89
pKvorni - 4,47 5,00 5,25 5,57 5,85 6,17
PKamia 5,95 5,96 5,97 5,97 5,99 6,00 6,03
(atlag)

Max (%) 0 2 5 9 16 26 41
VYOLH,

A VYOLH.: komplex mennyiségére a kiilonboz8 alkalmazott modszerek nem adtak egyontetil
eredményt. A pH-metrids mérések kiértékelése soran a legjobb illesztéshez tartozé modell (. tablazat utolsé
oszlop) esetén a VVOLH. komplex mennyisége 40%-nak adddott, ugyanakkor a fagyasztott nitrogén
hémérsékletén felvett ESR-spektrumok alapjan mennyiségét maximum 5-10%-ra lehetett becsiilni. A
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pH
4,94 VOL

5,83 Mért spektrum

Linearis kombinacié

7,50 VOLH_,

2900 3400 3900

Magneses tér [Gauss]

39. d@bra A VWO — SalGly-L-Asp rendszernck a VOL illetve VOLH | dsszetételhez tartozd
szobahomérsékletii ESR-spektruma, illetve a kettd linearis konbinacidjaval illesztett spektrum pH
=5,83-on. (¢, ,~ 1 mM;c =4mM)

SalGly-L-Asp

kulonbség a hémérsékletvaltozassal — a fagyasztott oldat kortilbeliil a 0--5°C-nak megfeleld egyenstilyi
allapotot tilkrozi — magyardzhatonak tiint, azonban az amidnitrogén koordinacidja jelentds spektralis
valtozassal jar a szobahOmérsékleten felvett ESR-spektrumokon is. Ez utébbi modszerrel kivantuk
pH-metrias méréseinket ellendrizni. A 5-7,5 pH tartomanyban felvett spektrumok azonban teljes mértékben
leirhatok két részecskével, ami a VVOLH,; részecske minimdlis el6fordulasat bizonyitja. Dimerizaciora
utald intenzitascsokkent nem tapasztaltunk, igy ezt a kémiailag szintén nem logikus folyamatot elvethetjiik.
A szobahémérsékletli ESR-spektrumokbol szamithaté amidnitrogénekre jellemzo pH érték (IgBvor-1gBvorn. /
2) 5,98-nak adédott, ami igen jo egyezésben van a pH-metria eredményével. A pH-metria ,,mithibaja”
valdszinlileg a reakci6 lassu voltara vezethetd vissza. A VIVOLH.; komplexnek a 27. tablazatban megadott

0,2 -
0,1 A
0.0 ~
-0,1 -
-0,2 -
-0,3 1
-0,4 -
-0,5 -

'0,6 T T T T T 1
400 500 600 700 800 900 1000
A (nm)

40. dbra V™ O — Sal-L-Asp rendszer CD-spektrumai, kiilonb6z8 pH-kon.
=3mM; ¢ =8 mM)

Ae (em'M™)

C
( VIVO Sal-L-Ala
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41. dbra V™0 - SalGly-L-Asp rendszer CD-spektrumai, kiilsnb6z6 pH-kon.
=3mM; ¢ =4,5 mM)

C
( VIVO SalGly-L-Al

stabilitasi allandéjat a cseppfolyods nitrogén hémérsékletén felvett ESR-spektrumok alapjan becsiiltik
meg. A 29. tablazat értékei jol mutatjak, hogy az egyéb komplexek stabilitasi allanddinak értékei igen kis
mértékben fiiggnek a VIVOLH.7; stabilitasi allandé értékétél, amennyiben az nem nagyobb, mint 0,75.
Mindez arra vezethetd vissza, hogy az eloszlasgorbéken megjelend maximum 10 szdzalékban jelenlévo
részecske elenyész6 mennyiségli liggal egyenértékii, és igy nem befolyasolja jelentdsen a kiértékelést. A
pH-metrias mérések soran tapasztalt lassti folyamat nem feltétlentil az amidnitrogének deprotonalédasahoz
rendelhet6, a titralasi koriilmények kozott — a kiértékelés szerint — kismértékben ugyan, de a (V'VO),(OH)s
részecske is megjelent, ami a hidrolizis zavard voltara utalhat.

[VOLH_|* Sal-L-Asp

A VYVOLH, komplexek oldatszerkezete a két ligandum esetén alapveten kiilénboz6, amely a
ligandumok kozotti lényeges eltérésbdl egyértelmlien adddik. A dipeptidanalég esetén nincs még egy
deprotonalodasra és koordinaciéra alkalmas amidnitrogén, igy a VVOLH. osszetétel csak terner
hidroxokomplex kialakulasaval magyarazhaté. A pK ennck megfeleléen 8,09, ami az ekvatorialis sikban
koordinalt vizmolekula protonvesztésére utal. Ez megfelel annak a képnek, miszerint az axialis poziciét az
oldallancon talalhaté karboxilatcsoport foglalta el. A SalGly VIYOLH.; komplexének részleges hidrolizise
7,57 pK-val kovetkezik be, a két rendszer kozotti kiilonbség az aszparaginsav analog esetén a komplex
negativabb ssztoltésével és valdsziniileg az oldallancon talalhaté karboxilatcsoportnak az axialis pozicidbol
torténd kiszorulasaval magyarazhatd. A ekvatoridlis pozicidban lezajlé deprotonalodas feltételezése
kémiailag logikusabbnak tlinhet, de az ESR-spektrum szimulaci6jabdl kapott parhuzamos csatolasi allandé
értéke csak kismértékben valtozik a terner hidroxo komplex képzdédésének hatasara, igy hasonldéan a SalGly
megfeleld komplexéhez itt is axidlis pozicidban bekodvetkezd protonvesztés tlinik valdszinlinek az ESR-
spektrumok alapjan is. A CD-spektrumok mindezt alatamasztjak, ugyanis az oldallancon talalhato
karboxilatcsoportnak az ekvatorialis pozicidobdl torténd kiszorulasa a spektrum jellegének €s intenzitasanak
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jelentds megvaltozasaval jar. A pH ~9-en felvett spektrumon a ~790 nm-en tapasztalhaté “CD-couplet” a
SalGly-L-Ala VVOLH.; komplexének spektrumahoz hasonlit.

30. tdblazat A Sal-L-Asp és SalGly-L-Asp VVO komplexeinek feltételezett szerkezete
alapjan becsiilt parhuzamos csatolasi allandé értékének Gsszehasonlitasa a mért értékekkel.

Osszetétel Az ekvatorialis sikban koordinal6do donorcsoportok A At
Sal-L-Asp  SalGly-L-Asp
3xH,0 COO- 179.7
yvoLy, 2<H:0 AmidO COO- 177,7 1780 177.9
3xH,0 Ar-O” 175,8
2xH,0 Amid O Ar-O” 173.9
2xH,0 2xCO0~ 176,8
vorg HO AmidO 2xCOO 1748 1760 176,2
2xH,0 COO~ Ar-O 1729
H0 AmidO COO~ Ar-O 171,0
2xH,0 COO Ar-O 172.9
ywor HO AmidO COO™  Ar-O- 1710 1740 1733
H,0 2xCOO~ Ar-O” 170,0
Amid O 2xCOO~ Ar-O- 168.0
H>0 COO~ Ar-O0  Amid-N- 1643 165,0
[VVOLH.]* Amid O COO~ Ar-O° Amid-N- 162,3 164
2xCOO~  Ar-O°  Amid-N- 161,3
[VFOLH-F" H,0 COO Ar-O°  Amid-N 164,3
H>0 COO~ Ar-O0  Amid-N- 1573 161,7
COO™  Ar-O° 2xAmid-N- 155,6 159,2

A Sal-L-Asp és SalGly-L-Asp VYO komplexei - dsszefoglalas

A Sal-L-Asp — és SalGly-L-Asp — VO rendszerekben kivitelezett titralisi gorbéket a kovetkezd
osszetételll komplexeket tartalmazé modell segitségével illesztettiik mindkét esetben: [(VVO)LH.]', (VIVO)
LH, [(VVO)LYT, [((VVO)LH .1]*, [(VVO)LH-]*. A [(VVO)LH:]", (VVYO)LH protonalt komplexekben a két
karboxilcsoport illetve a fenolcsoport koziil kettdnek illetve egynek még protonalt allapotban kell lennie.
Ahogyan az aszparaginsav-oldallancot nem tartalmazé analégok (SalGly, SalGly-L-Ala) esetében, itt sem
Iehet egyértelmiien megallapitani a koordinacié a molekula melyik — a karboxilat, vagy a fenolat — “végérdl”
kezdodik-e meg. Az elektrongerjesztési spektrumok intenzitasa — a SalGly-L-Ala ligandumnal — 370 nm-en a
VVOLH 6sszetételli komplex képzOdésével parhuzamosan kezd drasztikusan emelkedni. A CD-intenzitds
ellenben mindkét ligandumnal csak a VVOL komplex megjelenésével egyszerre valik szignifikdnssa és a
gorbe alakja mindkét esetben az N-acetil-aszparaginsav CD-spektrumaira emlékeztet. Ezek a kisérleti
megfigyelések a fenolatcsoport elsddleges deprotonalodasara utalnak, amelyet az aszparaginsav-oldallanc
karboxilatcsoportjanak koordinaldédasa kovet.

A képzbdott Sal-L-Asp és SalGly VIVOL komplexek hasonlatossaga — hasonld pK értékek és egyezd
ESR-spektrumok — az extra karboxilatcsoport maximum axidlis koordinacidjat bizonyitjak. A tripeptid
analogok esetén a nagyobb kiillonbségek — kiillonbozd pK értékek és helyenként kiilonbozé ESR-spektrumok
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— eltérd koordinaciés modra utalnak. Az oldallancon talalhaté karboxilatcsoport ekvatorialis koordinacidja
magyarazatot adhat minderre. A kiilonbség okai valdszinlileg geometriaiak, a Sal-L-Asp esetén mindharom
csoport egyszerre nem lehet az ekvatorialis sikban.

A VYO indukalt amidnitrogén-deprotonalodas mindkét ligandumnal — ahogy az aszparaginsav-
oldallanc nélkiili szarmazékoknal is — bekoévetkezik, mindazonaltal az extra karboxilatkoordinacié
kulonbozoképpen hat a folyamatra. A dipeptidanaldg axialis koordinaciéjanak nincs hatdsa az amidnitrogén
deprotonalodasanak pK értékére (4,79) az a SalGly liganduméval (4,76) gyakorlatilag megegyezik. A CD-
spektrumok intenzitdsa a folyamattal parhuzamosan ndé kozel valtozatlan alak mellett, ami az axialis
karboxilatkoordinacié fennmaradasat igazolja. Az ebben a rendszerben bekovetkezd terner hidroxorészecske
képzodésével azonban a spektrum alakja megvaltozik, intenzitasa lecsokken, a karboxilatcsoport kikeriil a
koordinacids szférabol.

A tripeptidanalég amidnitrogénjeinek deprotonalédasakor — mivel a VVOL komplexben a
karboxilatcsoportok az ekvatoridlis sikban helyezkedtek el — a SalGly-L-Ala tipusi VYOLH., komplexek
képzbddéséhez a donor csoportok atrendezddése szitkséges. Az amidnitrogének kooperativ deprotonaloédasara
jellemzé pH érték igy 0,6 egységgel magasabban van, mint a SalGly-L-Ala esetében. Mindkét
tripeptidanalogot tekintve az egyszeresen deprotonalt szarmazékbdl képzddott mennyiség pontos
meghatarozasa meglehetdsen nehéz, az alkalmazott kisérleti technikak kiilonb6zé mennyiséget adak meg,
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5 Osszefoglalas

Munkank soran tobb mint tiz ligandumot vizsgaltunk oxovanadium(IV)-k6t6 képesség illetve a
fémion altal indukalt amidnitrogén koordindlodas szempontjabdl vizes oldatban. Az egyes rendszerek
jellemzéséhez pH-potenciometria, ESR-, lathatd elektrongerjesztési valamint amely esetekben lehetséges
volt CD- spektrometrias médszereket alkalmaztunk.

A ligandumokat, amelyek terminalis karboxilcsoportot tartalmaztak, alapvetden négy csoportba
sorolhatjuk:

1. tiolcsoportot tartalmazé ligandum (2-mpg),
2. tobb alifas hidroxilcsoportot tartalmazo vegytiletek (N-p-gliikonil-aminosavak),
3. bidentat — amino- illetve fenolat- — koordinacié kialakitasara képes komplexképzok (SalH.GlyGly,
SalH,GlyGlyGly),
4. fenolos hidroxilcsoport tartalmazé ligandumok,
a., két amidnitrogént tartalmazo vegytletek: (SalGly-L-Ala, SalGly-L-Asp),
b., Asp tartalmti ligandumok (Sal-L-Asp, SalGly-L-Asp).

Az amidnitrogén deprotonalodasat és koordindlodasat a SalH,GlyGlyGly ligandum kivételével
minden rendszerben — legalabb két fliggetlen modszerrel, pH-metria valamint ESR- és/vagy CD-
spektroszkopiai  modszerekkel — sikeriilt alatdmasztani. Vizsgalataink szerint az amidnitogén
deprotonaldddsa az egy nitrogént tartalmazo ligandumok — 2-mpg, Sal-L-Asp, N-p-gliikonil-aminosavak
illetve az irodalombol ismert SalGly — esetén a 4-5 pH tartomanyban jatszodik le. A GLU-L-Ser ligandum
esetén a Cu" jonnal tapasztaltakhoz hasonléan a szerin oldallancnak stabilitdsngveld hatasa van: az
amidnitrogén pK értéke ezaltal fél pH egységgel csokken. A két amidnitrogént illetve az egy amid ¢s egy
aminocsoportot tartalmazé ligandumok - SalH,GlyGly, SalGly-L-Ala — esetén az amidnitrogén
deprotonalodasa mar kortlbelil egy pH egységgel késobb jatszédik le, a SalGly-L-Asp ligandum esetén
pedig az aszparagin karboxilcsoportjanak extra ekvatorialis koordinacidja még egy fél pH egységgel noveli
meg az amidcsoportok pK értékét.

31. tabldazat A tanulmanyozott amidnitrogént tartalmazo komplexek néhany jellemzéje.

Ligandum Komplex Donorcsoportok pKama  Toltés/VVO  VVOpK, — Igfwe
2-mpg VNOLH: S, Nuwa ,COO- 4,0 (4,54) - 3,20
GLUGly (VVOYLoHs  R-O7, Nawd, COO™ (OH) 4,46" - -
GLU-B-Ala  (VNORL:Hs R-O, Namc, COO-, (OH) 4,49 - -
GLU-L-Ser  (VMO¥L:Hi R-O, Numa, COO-, (OH) 3,92 I -
SalGly'?® VYOLH, Ar-O7, Namia , COO™ 4,76 1- 1,11
Sal-L-Asp VYOLH, Ar-O7, Namid , COO~ 4,79 1- 0,50
Sall,GlyGly  VYOLH, Ar-O7, Naminos Namia ,COO™ 5,43 1- 6,03¢
SalGly-L-Ala  VVOLH, Ar-O7, Namid s Namia ,COO™ 5,37¢ 2- 1,38
SalGly-L-Asp VVOLH:  Ar-O-, Namc, Namd,COO- 5,974 3 0,51

* A tiolcsoport ¢és az amidnitrogén kooperativ deprotonaloédasa miatt a jobb Gsszehasonithatosag
kedvéért azt a pH-t tiintettem fel, ahol [VYOLH] + [VIVOL] = [VYOLH,].

* pKa + pKs- 1gBa

¢ A (VVO),LH, és a (VVO),LH 5 pK értékeinek atlaga.

¢ A két amidnitrogén kozel azonos pH-n deprotonalodik: TpK/2.
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Az egyes ligandumok tanulmdnyozdsa alapjdan a kévetkezd megdllapitasok tehetdek:

— Az N-2-merkaptopropionil-glicin rendszerben 1:10 fémion-ligandum ardny mellett a VVO
hidrolizise szamottevéen mar nem érzékelhetd: [VVO(2-mpg)H]", VVO(2-mpg), [VVO(2-mpgH..)], [VVVO
(2-mpgH.))(mpg) ] illetve [VVO(2-mpg)H,]* dsszetételli komplexek mutathatéak ki. Az alapvetben csak
monodentat karboxilatkoordinaciét tartalmazé VVO(2-mpg)H komplex stabilitisat egyéb gyenge kotések,
példaul az amidoxigén koordinaciodja kissé megnoveli. A pH-metrias titralasok valamint az ESR-spektrumok
egyértelmtlien igazoltak, hogy a 2-mpg tiolatcsoportja — a karboxilcsoport koordinacidjaval kiegészitve —
elsédleges koordinacidja révén képes horgony-donorcsoportként viselkedve az oxovanadium indukalta
amidnitrogén deprotonalodast elosegiteni. A tiolcsoport és az amidnitrogén deprotonalodasa kozel egy
Iépesében jatszodik le, mely soran 5+5 tagn csatolt kelatrendszer jon létre. Ezen [VVOQ2-mpg)H.i]°
Osszetételll részecske egy jabb ligandum tiolatcsoportjanak ekvatorialis sikban torténd koordinaldédasa
révén biszkomplexszé [(VVOL.IH1)]*, mig egy hidroxidion bekotésével [VIVOLHL]* Osszetétell
részecskévé alakulhat at. A pH 11-nél az amidnitrogén még mindig a koordinacids szféraban talalhato. A
képzodott komplexek szama, és sztochiometridja teljesen megegyezik a VYO — SalGly rendszerben
megtalalhatdakkal, azonban stabilitasuk 1,5-2 nagysagrenddel kisebb. A tiolcsoport pozicidja jelentdsen
befolyasolja az amidnitrogén deprotonalddasat, mivel a hasonld kotésmod kialakitasara képes glutation
esetén, ahol a tiolat és az amidnitrogén koordinacidjaval csupan hattagtu kelatgylirli johet 1étre, az
amidnitrogén deprotonalddasa csupéan részlegesen pH 7 felett kovetkezik be. A 2-mpg — VIVO — B ligandum
terner rendszerek (B ligandum: N-2,2-bipipiridil, tiron, maltol, oxalsav) viselkedése alapjan
megallapithatjuk, hogy a toltéssel nem rendelkezé és fémion viszontkoordinacidjat lehetdvé tevd N-
2,2’-bipiridil ligandum el8segitette az amidnitrogén deprotonalodasat; a VVOABH.; Osszetételll terner
részecske meghatarozdo a 5-9 pH tartomanyban. Az adott komplexben a karboxilat, a deprotonalt
amidnitrogén, a tiolatcsoport, valamint az N-2,2’-bipiridil egyik aromas nitrogénje koordinadlodik az
ckvatoridlis sikban, mig a masik aromas nitrogén az axidlis pozicidban foglal helyet. A tiron és maltol B
ligandumok esetében a pH-metrids mérések alapjan VVOABH. terner komplexek keletkezése
valdszinlisithetd, ezt azonban ESR-spekroszkdpiaval nem sikeriilt kétséget kizaréan alatamasztani. Oxalsav
B ligandumot tartalmazo rendszerben a pH-metrias mérések is inkabb a VIVOABH,; terner komplex hianyat
tamasztjak ald. A pH-metrids mérésekbdl szamitott stabilitasi allandok alapjan megallapithatjuk, hogy a
harom toltéssel rendelkezd oxigén donorcsoportokat tartalmazé B ligandum — 2-mpg deprotonalt
amidnitrogént tartalmazé vegyes komplex képzdédése nem kedvezményezett. A bpy ligandum tovabbi elénye
a masik harom B ligandumhoz képest, hogy monokomplexének dominans izomerében a ligandum egyik
nitrogénje az axialis poziciot foglalja el, nem gatolva ezzel a 2-mpg ckvatoridlis sikjaban torténd tridentat
koordinacigjat.

— Az N-p-gliikonil-aminosav — VO rendszerekben a spektrofotometrias mérések egyediil a B-alanin
szarmaz¢k 1:1 fémion-ligandum ardnyll oldata esetén utaltak csapadékkivalasra. A pH-metrias mérések
alapjan az oxovanadium(IV) hidrolizise 1:5 fémion-ligandum arany mellet mar elhanyagolhaté mértékl. A
pH-metrias titralasok mutatjak, hogy a 4-5 pH tartomanyban két extra lugfogyas tapasztalhaté fémiononként,
amely kozel egy 1épcsdben jatszodik le, és a folyamatra jellemz6 pH fligg a rendszer 6sszkoncentracidjatol:
(VVOLHL,), 0sszetételli komplex keletkezik. A csapadékmentes k6ézeg valamint mind a CD-, mind az ESR-
spektrumokon bekovetkezd valtozasok a koordinacids szféra jelentds atalakuldsardl tantiskodnak, ami a
ligandum részérél csak az amidnitrogének és/vagy az alkoholos hidroxilesoport(ok) deprotonaldédasan
keresztlll képzelhet6 el. A komplexképzddést az adott pH-n CD-spektroszkopiaval kovetve egyértelmiien
kimutaté kiilonbség van az oldallanccal rendelkezd, tehat az amidnitrogénhez kozvetlentl kirdlis
szénatommal kapcsolddd, illetve oldallanc nélkiili aminosavrészt tartalmazo ligandumok viselkedése kozott.
E megfigyelés és a pH-potenciometrias titralasok soran a harom vizsgalt ligandum kozott tapasztalt nem
szamottevd kiilonbség bizonyitja, hogy a deprotonalt amidnitrogén koordinalodik a kézponti fémionhoz. Az
alkoholatcsoport koordinacidja — valdszinlileg a cukorrész tovabbi nem deprotonalt alkoholcsoportjaival, és
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természetesen a karboxilatcsoport koordinaciojaval kiegészitve — hathatésan elésegiti az oxovanadium(I'V)
indukalta amidnitrogén deprotonalddast. Az alkoholos hidroxilcsoport és az amidnitrogén protonvesztése
jelen esetben is kozel egy 1épcsében jatszodik le, mikézben ESR-csendes komplexek, feltehetéen dimerek
képzédnek. A harom kiilonbozé oldallancot, glicin-, B-alanin- és szerinrészt tartalmazo ligandumokat
Osszehasonlitva a szerin oldallanc enyhe stabilitdsnoveld hatasat kivéve viselkedésiik kozott nem talaltunk
jelentds eltérést. A GLU-B-Ala altal képzett eggyel nagyobb tagszamu kelatgylrii nincs hatdssal az
19 ¢s a dimetil-Sn' rendszerekben'® is
megfigyelhetd az adott ligandum esetében. A pH tovabbi emelésével tovabbi alkoholatcsoport koordinalédik

egy-egy V"VO-ionhoz a dimer szerkezet megtartdsa mellett, mig a pH 10 felett lejatsz6dd ujabb

amidnitrogén deprotonalédasanak pK értékére, ahogy ez a Cu'ion

protonvesztési folyamat kovetkeztében a dimer egység — amely mar telitett koordinacids szféraju volt —
ESR-aktiv monomer részecskékre esik szét.

— A SalH,GlyGly és SalH,GlyGlyGly ligandumok VYO komplexeit kétszeres, vagy annal nagyobb
ligandumfelesleg mellett a 2-8 pH tartomanyban tudtuk pH-potenciometrias médon tanulmanyozni. Az adott
pH tartomanyban VVOLH,, VVOL, VVOL, komplexek mindkét rendszerben képz6édnek. A VVOLH
komplex hianya a fenolat- ¢s az aminocsoport kooperativ deprotonadlodasat és koordinaciojat igazolja. A
logKi/K> érték mindkét komplexképzd esetén egyértelmiien jelzi, hogy a masodik ligandum belépése a
koordinacids szféraba gatolt. Ezt a biszkomplexben koordinalodd liganduk eltéré kotésmodjaval, vagy a
karboxilcsoport és esetlegesen egy vagy két karbonilcsoport koordinacidjaval magyarazhatjuk. Ezen extra
donorcsoportok szama, ahogy azt a parhuzamos csatolasi allandok kis kiilonbsége jelzi, a SalH,GlyGly
esetén valoszinlileg nagyobb. Kizarélag a tripeptid analég esetén lehetett amidnitrogént tartalmazé V'VOLH,,
Osszetételll részecskét kimutatni. Az amidnitrogén deprotonalddasa pK = 5,43-mal kovetkezik be. A
Salll,GlyGly VYOLH., és V"™OL, részecskéinek ESR-szinképe kozott csak a spektrum merSleges
tartomanyéan érzékeltiink kiilonbséget. A mért és a Chasteen féle empirikus Osszefiliggés'® alapjan becsiilt
csatolasi alland6 értékeinek Osszehasonlitasa alapjdn a négy Iehetséges donorcsoportbél mind a
biszkomplexben, mind a VVOLIH; dsszetételli deprotonalt amidnitrogént tartalmazo komplexben vagy egy
fenolat-, vagy egy aminocsoport axialis pozicidban koordinalodik. A két ligandum ko6zott megfigyelhetd
kulonbség igazolja, hogy a karboxilatcsoport megfeleld pozicioban torténd koordinacidja — amely csak a
SalH.GlyGly ligandum esetén képes az amidnitrogénnel valamint a fenolat- és az aminocsoporttal 6+5+5
tagl csatolt kelatgylirirendszert képezni — fontos az oxovanadium(IV)ion indukalta amidnitrogén
deprotonalddas szempontjabol. A lugos pH tartomanyban mindkét ligandummal tortént mérések soran
tovabbi részecskéket detektaltunk az ESR-spektroszkopia segitségével, osszetételikket ¢&s  igy
oldatszerkezetiiket nem tudtuk pontosan meghatarozni. A stabilitasi allandé becslésével a tripeptidszarmazék
VVOLH.; osszetételli komplexének képzOdése kizarhatd, azonban [VVOLHL,J* illetve [VVOLH; T~
sztochiometria mindkét ligandum komplexe esetén Iehetséges. A parhuzamos csatolasi allandot
Osszehasonlitva a mért értékekkel inkdbb a meglévd részecskék (VVOL,, VVOLH.) hidroxo-
vegyeskomplexeinek kialakulasa, semmint az amidnitrogén(ek) deprotonalddasa valdsziniisithetd.

- A V'O - SalGly-L-Ala rendszerben a kétszeres ligandumfelesleg mellett végzett titralasok soran
mar nem tapasztaltuk a VVO(OH), csapadék levalasat, mindazonaltal az 5-7 pH tartomanyban lezajlo lassu
folyamatok a hidrolizis nem teljesen elhanyagolhatd mértékére utalnak. A pH-potenciometrias mérések
kiértékelése soran 1:1 Osszetételli komplexek feltételezésével a titralasi gorbék kielégitéen — bar a mar
emlitett pH tartomanyban meglehetdsen nagy hibaval terhelten — leirhatéak, biszkomplexekre nem tudtunk
stabilitasi 4llandot meghatarozni. A 2-4 pH tartomanyban képz6dé VVOLH komplexben hasonldan a SalGly
pszeudodipeptidhez mind a monodentat karboxilat-, mind a monodentat fenolatkoordinacié elképzelhetd —
esetleg az amidoxigén koordinacidjaval kiegészitve — mialatt a masik csoport még protonalt. A kovetkez6
deprotonalodasi 1épcsével kialakulé VVOL részecskében a fenolat- és karboxilatkoordindcié mellett
valészinlileg az amidoxigén(ek) szerepe sem teljesen elhanyagolhaté. Az 5-6 pH tartomanyban lezajlé
folyamatokat pH-metrias, szobahdmérsékleten illetve fagyasztott oldatban mért ESR-, CD- valamint lathato
elektrongerjesztési spektroszkopias modszerekkel nyomon kovetve a kovetkezé megallapitasokat tehetjiik.
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Ebben a pH tartomanyban a nem teljesen elhanyagolhaté hidrolizis mellett az oxovanadium altal indukalt
amidnitrogén deprotonalddasi folyamatok lezajlanak, egy VIVOLH.» részecskét eredményezve. A részecske
fagyasztott oldatban felvett ESR-spektruma markansan kiilonbozik a SalGly egy deprotonalt amidnitrogént
tartalmazé komplexének ESR-szinképétél. A parhuzamos csatolasi allandok kozotti  kiillonbség
visszavezethetd még egy amidnitrogénnek az ekvatorilis sikban torténd koordinacidjara. Ezzel els6ként
sikeriilt vizes oldatban két deprotonalt amidnitrogént tartalmazé VYO komplexet kimutatni, amely jelent6s
mennyiségben képzodik. Az amidnitrogének protonvesztése és koordinacidja az 6sszes alkalmazott modszer
szerint az Cu" ionndl megszokott 1épcsdzetes folyamatok helyett kozel egy lépcs6ben jatszodik le, a
folyamatra a szobahomérsékletli spektrumokbol szamitott atlagos amid pK érték 5,31, ami jo egyezésben
van a pH-metrids eredményekkel (ZpK/2 = 5,37). Mindezt a fenolat- és a karboxilatcsoport egytittes
elsédleges koordinaciodja teszi lehetévé. A kooperativitas — bar ezen esetben valoszintileg kisebb mértékli — a
Ni' ionndl szamos esetben tapasztalhaté geometriavaltassal és spinparosodassal nem magyardzhato. A
VMOLH,, 6sszetételli részecske mennyisége bizonytalan, a pH-metria alapjan 30%-ban, a fagyasztott
oldatban felvett ESR-spektrumok szerint ~8%-ban, mig a szobahdmérsékletli spektrumok alapjan egyaltalan
nem képzddik. Ezen bizonytalansag miatt az egyszeresen deprotonalt részecske egyedi CD-spekruma, igy az
amidnitrogének deprotonalddasi sorrendje eddigi eredményeink alapjan pontosan nem hatarozhat meg.

— A Sal-L-Asp — és SalGly-L-Asp — VO rendszerekben kivitelezett titralasi gorbéket a kovetkezd
osszetételll komplexeket tartalmazé modell segitségével illesztettiik mindkét esetben: [(VIVO)LH.], (VIVO)
LH, [(VVO)L], [(VVYO)LH 4]* [(VVO)LH-]". A [(VO)LH:]', (V'VO)LH protonalt komplexekben a két
karboxilcsoport illetve a fenolos hidroxilcsoport koziil kettdnek illetve egynek még protonalt allapotban kell
lennie. Ahogyan az aszparaginsav-oldallancot nem tartalmazo analégok (SalGly, SalGly-L-Ala) esetében, itt
sem lehet egyértelmiien megallapitani a koordinacié a molekula melyik — a karboxilat, vagy a fenolat —
“yégérol” kezdddik. Az elektrongerjesztési spektrumok intenzitasa — a SalGly-L-Ala ligandumnal — 370 nm-
en a VVOLH osszetételi komplex képzddésével parhuzamosan kezd drasztikusan emelkedni. A CD-
intenzitds ellenben mindkét ligandumnal csak a VVOL komplex megjelenésével egyszerre valik
szignifikanssd ¢és a gorbe alakja mindkét esetben az N-acetil-aszparaginsav CD-spektrumaira emlékeztet.
Ezek a kisérleti megfigyelések a fenolatcsoport elsddleges deprotondlodasara utalnak, amelyet az
aszparaginsav-oldallanc karboxilatcsoportjanak koordinaloédasa kovet.

A képzbdott Sal-L-Asp és SalGly VIVOL komplexek hasonlatossaga — hasonld pK értékek és egyezd
ESR-spektrumok — az extra karboxilatcsoport maximum axidlis koordinacidjat bizonyitjak. A tripeptid
analogok esetén a nagyobb kiilonbségek — kiilonbozé pK-k és helyenként kiillonb6zé ESR-spektrumok — az
eltéré koordinaciés modra utalnak. Az oldallancon talalhatd karboxilatcsoport ekvatoridlis koordinacidja
magyarazatot adhat minderre. A kiilonbség okai valdszinlileg geometriaiak, a Sal-L-Asp esetén mindharom
csoport egyszerre nem lehet az ekvatorialis sikban.

A VYO indukalt amidnitrogén-deprotondlodas mindkét ligandumnal — ahogy az aszparaginsav-
oldallanc nélkiili szarmazékoknal is — bekoévetkezik, mindazonaltal az extra karboxilatkoordinacié
kulonbozoképpen hat a folyamatra. A dipeptidanaldg axialis koordinaciéjanak nincs hatdsa az amidnitrogén
deprotonalodasanak pK értékére (4,79) az a SalGly liganduméval (4,76) gyakorlatilag megegyezik. A CD-
spektrumok intenzitdsa a folyamattal parhuzamosan ndé kozel valtozatlan alak mellett, ami az axialis
karboxilatkoordinacié fennmaradasat igazolja. Az ebben a rendszerben bekovetkezd terner hidroxorészecske
képzodésével azonban a spektrum alakja megvaltozik, intenzitasa lecsokken, a karboxilatcsoport kikeriil a
koordinacids szférabol.

A tripeptidanalég amidnitrogénjeinek deprotonalédasakor — mivel a VVOL komplexben a
karboxilatcsoportok az ekvatoridlis sikban helyezkedtek el — a SalGly-L-Ala tipusi VYOLH., komplexek
képzodéséhez a donorcsoportok atrendezddése sziikséges. Az amidnitrogének kooperativ deprotonaloédasara
jellemzd pH érték igy 0,6 egységgel magasabban van, mint a SalGly-L-Ala esetében. Mindkét
tripeptidanalogot tekintve az egyszeresen deprotonalt szarmazékbdl képzddott mennyiség pontos
meghatarozasa meglehetdsen nehéz, az alkalmazott kisérleti technikak kiillonb6z6 mennyiséget adnak meg.
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Egyéb kovetkeztetések:

A SalH,GlyGly, a SalH,GlyGlyGly ¢és a SalGly-L-Ala rendszerekben kapott eredmények alapjan
valészinlisitjiik, hogy az oxovanadium(lV) indukalta amidnitrogén-deprotonalddas savas pH tartomanyban
jellemzéen olyan rendszerekben johet 1étre, ahol a kozponti fémionhoz elsédlegesen mar két vagy t6bb
horgony-donorcsoport koordinalodott, ezaltal az amidnitrogén(ek) koordinacidjaval harom (vagy négy)
egységbol allo csatolt kelatrendszer jon 1étre, és ahol minden amidnitrogén legalabb két kelatgytirti része. E
megallapitast alatimaszthatja egyrészt az a megfigyelés, hogy egyetlen ligandum esetén sem képz6dostt VIVO
(LH..)> két deprotonalt amidnitrogént tartalmazd biszkomplex, amelyhez elegendének kellene lennie
egyetlen horgony-donorcsoportnak is, masrészt az, hogy a szilard komplexek rontgendiffrakcios
szerkezetvizsgalata soran is csak ilyen tipust amidnitrogént talaltak. Az allitas igazolasara tovabbi kisérletek
elvégzése sziikséges.

A karboxilatcsoport mellett a horgony szerepét bet6ltd donorcsoportokat (fenolat, tiolat,
alkoholat+alkoholos hidroxilcsoportok) osszehasonlitva megallapithatjuk, hogy a fenolatot tartalmazo
ligandum (SalGly) stabilabb kélesonhatast képes kialakitani a V'VO-ionnal, mint a tiolat (2-mpg) és az
alkoholatcsoportot (példaul GluGly) tartalmazo vegyiiletek, ezaltal erésebb horgonyként viselkedve jobban
elosegiti a fémion hidrolizisének megakadalyozasat. Erre a karboxilat- (Gly-L-Asp, L-AspGly) illetve
aminocsoportot (GlyGly) tartalmazo ligandumok nem képesek. Az amidnitrogén deprotonalddasanak pK
értéke azonban inkabb a tiolat < alkoholat < fenolat sorrendben noévekszik. Az oxovanadium(IV) altal
preferalt oxigénkoordinacié révén a vanadiumatom kornyezetében megnovekedett toltéssiirliség az
amidnitrogén deprotonalddasara gatld hatassal van.

A megallapitott szerkezetek alapjan lehet6ség nyilik az amidnitrogén parhuzamos csatolasi allandohoz
valé hozzajarulas értékének pontosabb becsléscéhez.

32. tabldzat A deprotonalt amidnitrogént tartalmazé VYO komplexek javasolt szerkezetek
segitségével becsiilt amidnitrogén csatolasi dllandé hozzajarulasa.

Aﬁmid Toltés* Ligandum Komplex 6sszetétel  Ekvatorialis koordinacio g A
35,6 3- 2-mpg-bpy [VVOL'L2H. ] COO" N misS Narom 1,959  150,5
36,7 3- 2-mpg [VVOLH, T COO~, N 4, S, H, O 1,959 157,0
37,0 3- SalH,GlyGly [VVOLHAT COO™,N amid, Namin, Ar-O~ 1,953 163,5
35,5
373 3-(45)  SalGly-L-Asp [VVOLH.] COO N misAr-O-ILO. 1,947 164
39,3 COO "N amia, Ar-O 7, Oxeart.
38 3- SalGly-L-Ala [VVOLH, T COO™,N amiae,Ar-O7,H2O. 1,946 165
40 COO",N amig, A1-O7, Oxcart.
38,0 3-(4-) SalAsp [VVOLHL I COO", N amig,Ar-O7, H,O 1,947 165,2
39 4- GluGly [VVOLHLJ> Nwme,R-O, R-O°R-O 1,961 1449
35,6 N ami, R-O7, R-O~ OH "~
38,9 4- SalGly-L-Ala [VVOLH.]> COO Nume, Nam Ar-0-, 1,957 159
39,0 4-(5-)  SalGly-L-Asp [VVOLIL"  COO Nt NamgAr-O-, 1958 1592
39,5 4— 2-mpg [VVOL,H, - COO™ N amia,S™, S~ 1,968 146,0
40,7 4— 2-mpg [VIVOLH.]* COO™, N amia,S, OH™ 1,960 154.,0
33,7
41,7- 4(-5) SalAsp [VVOLH..J* COO N, Ar-0, OH 1,952 1618
34,7

* Az ekvatorialis sikban koordindlédott donorcsoportok dssztoltése (zarojelben a ligandum 6ssztoltése ha ez az elézd
értéktdl kiillonbozik).



Osszefoglalds

A hozzéjarulas értéke viszonylag tag hatarok — 35,5-40,0x10cm™ — kozétt mozog, és hasonléan az
irodalomban koézoltekhez jellemzden fligg a vanadium kornyezetének Ossztoltésétdl. Egy negativ toltésli
komplexeknél 35,5-38x10*cm™, mig a minusz két vagy még nagyobb toltés esetén a 38-40 x10“cm™
tartomanyba esik. A 7. tablazatban k6z6lt adatokkal valé Osszehasonlitas alapjan megallapithato, hogy az

altalunk megallapitott értékek a komplexek toltését is figyelembe véve elfogadhatd egyezésben vannak az
irodalomban kozoltekkel.
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Oxovanadium promoted amide nitrogen deprotonation
(Summary)

The most important questions about the interaction of oligopeptides with the most common bivalent
metal ions (e.g. Cu", Ni', Pd", Co", Zn") have been answered in the 70s-80s. Perhaps, the most important
conclusion of these works was that a primary anchor donor is necessary for the metal ion promoted amide
nitrogen deprotonation. The interest of bioinorganic chemists towards oxovanadium(IV) started to grow
only in the 90s, and, for this reason, this ion was left out from most of the studies. Therefore, the field of
oxovanadium(IV) — peptide interactions — in particular, the V'VO promoted deprotonation of amide nitrogens
remained largely unexplored.

In the case of the di- and tripeptides with noncoordinating side chains the VYO hydroxide precipitates
from the solution. Some complexes with deprotonated amide nitrogen of dipeptides can only be detected at
very high ligand excess and pH > 7.5 by using CD and EPR spectroscopies. It was also shown, that amine
group (as opposed to other metal ions, like as Cu", Ni", Co", Pd") is not a suitable anchor for the
oxovanadium(IV) promoted amide nitrogen deprotonation. The first X-ray structures of complexes
containing deprotonated amide nitrogen were published in the beginning of the 90s. The first single crystal
structures of some ternary complexes with biologically relevant ligands — simple dipeptides — were
published in 1998. The article with the first pieces of evidence of VO promoted amide nitrogen
deprotonation in aqueous solution at about pH 4.5 was presented in the same year. The ligand was
salicylglycine, in which the phenolate seemed to be the anchor.

During our work we aimed at collecting data on the V'VO-amide nitrogen interactions. Accordingly,
the goals of our studies were:

— Searching for ligands, suitable of keeping VYO in aqueous solution, preventing from the hydrolysis

of VIVO via the active contribution of the coordination of the amide nitrogen(s).

— Studying the effect of the second ligand on the amide nitrogen deprotonation in ternary systems.

(e.g., VO + two ligands).

— Determining the stability constant and the species distribution of the VIVO complexes of the ligands

chosen.

— Characterising the VIVO complexes formed in our system by using a range of complementary

experimental techniques.

— Based on the stoichiometry, the stability constants and the spectral behaviour, determining the

binding mode of the VIO species, especially those containing deprotonated amide nitrogen(s).

The oxovanadium(IV) binding capability in aqueous solution and the metal ion induced amide
nitrogen deprotonation in a range of ligands (more than ten) was examined by pH-metry, EPR-, VIS- and
when applicable CD-spectroscopic methods.

All ligands studied contain terminal carboxylic group and can classified in four major groups:

1. A dipeptide derivative containing thiolate group: N-(S,R)-2-mercapto-propionyl-glycine: 2-mpg.
2. Pseudodipeptides containing more than one aliphatic hydroxyl groups, N-p-Gluconilamino acids:
GLUG]ly, GLU-L-Ser, GLU-B-Ala, GLU-a-L-Ala, GLU-Met.
3. Reduced Schiff-base derivatives of GlyGly and GlyGlyGly with salicylaldehide: SalH,GlyGly,
SalH.GlyGlyGly.
4. Peptide derivatives of salicylic acid
a, Pseudotripeptides: SalGly-L-Ala, SalGly-L-Asp.
b, Oligopeptides with aspartic acid moiety: Sal-L-Asp, SalGly-L-Asp.
Ternary systems with VVO-2-mpg-B were also studied, where the B stands for: 2,2’-bypidil, tiron,
maltol and oxalic acid.
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The acid-base properties and the stability constants of the VYO complexes of the ligands were studied
by pH-potentiometry at 25 °C-on 0.20 M ionic strength (KCI). The titration were carried out with computer
controlled system. The results were evaluated by using the suites of computer programs of PSEQUAD and
SUPERQUAD.

The EPR spectra were usually recorded at liquid nitrogen temperature. The spectra were simulated
and EPR parameters were determined with a suitable computer program. The binding mode of the
complexes were determined by comparing of the observed and estimated parallel coupling constants of the
suggested structure, using an empirical equation published by Chasteen. When it was possible, the
information obtained from the CD and UV-VIS spectra were also utilised.

The conclusions obtained from the various systems can be summarised as follows:

1. In the 2-mpg system at 1:10 metal to ligand ratio the hydrolysis of the VYO was found to be
negligible and complexes with stoichiometries of VVO(2-mpg)H, VVO(2-mpg), VVO(Q2-mpg)H.;, VYO
(2-mpg):H.; and VVO(2-mpg)H.» were detected in solutions. The stability of the VVO(2-mpg)H complex
with monodentate carboxylate coordination was found to be increased by other weak interaction(s) (c.f.,
coordination of the amide carbonyl oxygen). pH-potentiometric measurements and the EPR spectra proved
that the thiolate group of the 2-mpg ligand together with the carboxylate moiety serves as a suitable primary
anchor for oxovanadium(I'V) promoted amide nitrogen deprotonation. Coordination of the thiolate and the
deprotonated amide nitrogen occurs in a single step, resulting a 5+5 membered joint chelate ring system. At
higher pH, the complex VYO(2-mpg)H.; is transformed to an VIVO(2-mpg).H.; bis-complex via coordination
of thiolate group of the second ligand in the equatorial plane, or alternatively deprotonation of coordinated
water molecule can yield a ternary hydroxo species VVO(2-mpg)H.,. The deprotonated amide nitrogen is
still coordinated to the VIVO at pH 10. The number and the stoichiometry of the species formed are the same
in the system VVO-SalGly, however the stability of the complexes formed is lower by 1,5-2 order of
magnitude. From this it can be concluded, that the position of the thiolate groups plays an important role in
the oxovanadium(I'V) promoted amide nitrogen deprotonation. In the case of glutathion — where almost the
same coordination mode is seen with 6+5 chelate ring size instead of 5+5 — the amide nitrogen
deprotonation is less intense and occurs only at around pH 7. Based on the behaviour of the ternary systems
studied, it can be concluded that the neutral B ligand like bpy (which contains N donors with empty ©
orbitals, and capable of back coordination) promotes the deprotonation of the amide nitrogen  through
enhanced ternary complex formation. On the other hand, ligands such us tiron, maltol or oxalate, with
negatively charged O donors, increase the electron density on the metal ion and therefore make the ternary
complex formation unfavoured.

2. UV-spectroscopy indicated some VYO hydroxide precipitation at 1:1 metal to ligand ratio only in
the case of B-alanin derivative in the various N-p-gluconylamino acid - VVO — systems. From the pH-metric
measurements at M:L = 1:5 the hydrolysis of the VYO was found to be negligible with all ligands. In the pH
4-5 region two moles extra base consumption per mole of oxovanadium(IV) is seen on the titration curves.
The two deprotonation steps largely overlap. The characteristic pH of these processes depends on the total
concentration of the reactants: oligomeric complex(es) with (VIYOLH.,), stoichiometry is(are) formed. The
precipitate free solutions and the dramatic change in the CD and EPR spectra in this pH region clearly
indicate a new type of coordination mode. Since at this pH the carboxylic group is already fully
deprotonated and (at least partly) coordinated to the metal centre, these processes could only be due to the
coordination of the amide nitrogen and/or the alcoholate(s). The CD spectra of solutions recorded at pH 5
can be divided into two groups: (i) systems where the ligands contain chiral moiety in the amino acid part,
(GLU-Ser, Glu-a-L-Ala, GLU-L-Met) which have one type of intense spectra, and (ii) systems where amide
nitrogen is not directly bound to a chiral carbon atom (GLUGly, GLU-B-Ala), which have an other, less
intense, but significant CD signal. This observation together with an almost identical speciation of these
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systems obtained by pH-metry, strongly suggest the deprotonation and thus coordination to the metal ion.
The alcoholate — together with the already coordinated carboxylate and possible with non deprotonated
alcoholic-OH groups — serve as an anchor for the VYO promoted amide nitrogen deprotonation. The loss of
the alcoholic and amide proton occurs almost as a single step resulting an EPR silent oligonuclear species
(probably a dimer). Comparing the VVO speciations of the ligands examined by pH-metry (GLUGly, GLU-
B-Ala and Glu-L-Ser) the only difference seen is the somewhat higher stability of the complexes formed
with GLU-L-Ser. Unlike for the other ligands, where five membered chelate rings are formed, for GLU-[3-
Ala the joint coordination of the amide nitrogen and the carboxylate group results in a six membered
chelate. This however has no effect on the pK of the amide nitrogen deprotonation. Similar behaviour was
found for Cu" and Me,Sn'" complexes of N-p-gluconilamino acids. With the increasing pH one more
alcoholate coordinates to each of the two vanadium centers in the dimeric complex. At pH > 10, due to the
next deprotonation step, the dimer, — in while the coordination sphere of the VIVO was already complete —
breaks up to EPR active monomers. However the CD spectra of these system clearly show, that the amide
nitrogen remains coordinated to the metal ion in these monomers.

3. The VYO complexes of SalH,GlyGly and SalH,GlyGlyGly ligands were possible to study with pH-
metric method at the pH range of 2-8 at L:M > 2. VVOLH,, VVOL, VVOL, type complexes were formed
with both ligands. The lack of the VYOLH complex is likely to be due to the cooperative deprotonation of
the phenolic-OH and the amino groups. The log(K./K,) values for both pseudopeptides show the inhibition
of participation of the second ligand in the coordination. This can be explained by the coordination of the
carboxylate and possibly one further amide oxygen. The small difference between the parallel coupling
constants of the VVOL complexes with the two different ligands indicates some extra coordination of the
Salll,GlyGly. VI'VOLH.; complex containing coordinated amide nitrogen (the pK of the process is 5,43) was
possible to detect only for the tripeptide analogue. EPR spectral difference between the species VIVOLH,,
and VYOL, formed with Salll,GlyGly could only be detected only in the perpendicular part of the spectra.
As the EPR was unable to differentiate between the V'VOL, complexes of the two ligands, the structure of
them is expected to be identical. Based on the measured and the estimated97 perpendicular coupling
constants of VVOL, and VVOLH.; species it can be concluded that one phenolate or one amine-N is
coordinated in axial position in both cases.

The difference in the behaviour of these two pseudopeptides demonstrates that the coordination of
the carboxylate group in the appropriate position is an important parameter for the oxovanadium(IV)
promoted amide nitrogen deprotonation. It is possible only in the case of SalH.GlyGly for carboxylate,
amide nitrogen, phenolate and amino-N to form a 6+5+5 membered joint chelate ring system, where the
amide nitrogen is a member of two rings at the same time.

In the rather alkaline solution (pH 10~11) it was possible to detect one more EPR active species in
both systems, however, it was not possible to determine their composition and binding mode. With stability
constant estimation for different stoichiometries the VVOLH.; composition of SalH.GlyGlyGly can be ruled
out, but the VYOLH., and VVOL,H.; is possible in both systems. Based on the comparison of the estimated
and observed parallel coupling constants, the partial hydrolysis of the complexes around at pH = 8§ seems to
be more relevant than the deprotonation of the amide nitrogen(s).

4. During the pH-potentiometric of V'VO-SalGly-L-Ala system the precipitation of the VVO(OH).
was not observed at L : M > 2. However slow processes occurred at pH 5-7, indicating that the hydrolysis of
the metal ion is not entirely negligible. Stability constants for bis-complexes were not possible to be
determined. The titration curves were fitted satisfactorily with assuming only MLH, species but in pH
region where slow reactions occurred the difference between the calculated and observed titration curves
was found to be relatively high. Two different possible binding modes — similar to the complex formed with
SalGly with the same composition — were found for VVOLH. At 2 < pH < 3.5 both monodentate carboxylate
and phenolate coordination could exist in the solution, probably with partial coordination of the amide
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carbonyl oxigens. In the VVOL species which is resulted by the next protonation step, besides the
coordination of the phenolate and the carbocylate groups, one of the amide carbonyl oxygen can be assumed
to be coordinated which reduces the number of the members of the chelate ring. The results of the pH-
metric- EPR- (performed both at room and at liquid nitrogen temperature) UV-VIS- and CD-spectroscopic
measurements allowed us to conclude that in the pH range of 5-6 (in parallel with the not totally negligible
slow hydrolytic processes) VYO promoted amide nitrogen deprotonation takes place, resulting in a VIVOLIL
a.species. The EPR spectra of this complex detected in frozen sample is significantly different from signal of
the VIVOLH., type SalGly species. The difference between the parallel coupling constants is approximately
equal to the effect, which would be resulted by an amide nitrogen coordination. This is the first detection of
a significant amount of a V'VO complex formed in aqueous solution, which contains two deprotonated amide
nitrogens in the coordination sphere. The coordination of the amide nitrogens from all experimental
techniques occurs as almost in a single step in contrast to the consecutive deprotonation of the Cu" dipeptide
complexes with analogous coordination mode. The overall pK of the amide nitrogen calculated from the RT-
EPR measurements was found to be 5.31, which is in a good agreement with the results obtained from pH-
potentiometric measurements. (XpK/2 = 5.37). The coordination of the carbocylate and the phenolat groups
give rise to the metal ion promoted amide nitrogen deprotonation. Unlike for same Ni'-complexes, the
change the coordination geometry and spin pairing is not sufficient explaining the observed cooperativity.
The amount of the VIVOLH,; formed is uncertain: from pH-metry it forms up to 30%, from the LNT EPR up
to 8% of the metal ion is VYOLH.; form, while this species was not detectable from the RT EPR
measurements. Therefore individual CD spectrum of the single deprotonated species and the sequence of the
amide nitrogen coordination was not possible to be determined.

5. The titration curves of Sal-L-Asp and SalGly-L-Asp with VYO were fitted by assuming the
following set of species: [(VVO)LH.]", (VVO)LH, [(VVO)LT, [(VVO)LH 4> [(VVO)LH-]". In the
complexes [(VVO)LH.]", (VVO)LH one or two groups of the possible donors — the two carbocylate and the
phenolate — are still protonated, similarly to analogues complexes of Ala type derivatives. The deprotonation
starts from both ends of the molecule. The UV-VIS absorbance at 370 nm start to increases in parallel with
the formation of the VI'VOLH species in the case of SalGly-L-Ala, while the CD signals in both systems is
becomes significant only during the formation of the V'VOL species. The shape of the CD spectra is similar
to the one observed for the system V'VO-N-acetil-aspartic acid. These observations strongly support that first
the deprotonation and coordination of the phenolic-OH takes place, which followed by the dissociation of
the carboxylic groups of the aspartil moiety.

The analogous behaviour (7.e., similar pK values and almost identical EPR spectra) of the SalGly- and
Sal-L-Asp — VO systems indicates that the coordination of the extra carbocylate group is axial. The
different pK-s and EPR parameters of the tripeptide analogues suggest not identical coordination mode in
the VIYOL complexes in the two pseudopeptides. The equatorial coordination of the aspartate moiety could
be a possible explanation. The reason of the difference probably geometrical, because in the case of Sal-L-
Asp complexes the two carbocylate and the phenolate could not be in equatorial position at the same time.

The VO is able to promote the deprotonation of the amide nitrogen in both cases like in the
non-Asp derivatives, however the extra carboxylate group exerts two different effects. In the case of Sal-L-
Asp the axial coordination of the aspartate has no effect on the deprotonation of the amide nitrogen: the
corresponding pK is the same as for SalGly. The CD spectra is more pronounced but the shape of the
spectrum is invariant to the deprotonation of the amide nitrogen. This confirms that the carboxylate group is
still coordinated in axial position. The next deprotonation step is due to the formation of the ternary hydroxo
species. Parallel with that process the CD intensity decreases, the shape becomes similar to the spectra of
VMOLH., type complex of SalGly-L-Ala. Accordingly the carbocylate group is leaving the axial position
during this process.

As the extra carbocylate group of the SalGly-L-Asp is equatorially coordinated in the VVOL
complex, a rearrangement of the donor groups is necessary for the formation of VVOLH., complex of
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SalGly-L-Ala type. For the Asp derivative, the average of the pK-s of cooperative deprotonation of the
amide nitrogens is higher by 0.6 log unit than for SalGly-L-Ala. For both tripeptide analogues (SalGly-L-
Ala, SalGly-L-Asp) the maximum amount of the VIYOLH.; complex remains uncertain, as the various
experimental techniques yielded different results.

General conclusions

The deprotonation and the coordination of VYO to the peptide amide group - except for
SalH.GlyGlyGly - was confirmed in all system studied by at least two independent methods (e.g., pH-metry-
and EPR- or CD-spectroscopy) For ligands containing one nitrogen atom - 2-mpg, Sal-L-Asp, N-p-
gluconylamino acids and SalGly - the deprotonation of the amide nitrogen occurs at the pH 4-5. The seryl-
OH group of the GLU-L-Ser ligand (similarly to the Cu" dipeptide - Ser-X or X-Ser — systems) increase the
stability of the complexes: the pK of the amid nitrogen decreases by almost 0.5 log unit. The amide nitrogen
deprotonation of the ligands with two nitrogen atoms SalH.GlyGly and SalGly-L-Ala - is promoted by VO,
and the pK is almost one unit higher. The coordination of the extra carboxylate group of SalGly-L-Asp to
V™0 in the equatorial position increases the pK of the amide nitrogens by further half log unit: a structural
rearrangement was found to be necessary before the deprotonation of the amide nitrogen.

Table A1 The characteristics of the complexes containing deprotonated amide nitrogen

Ligand Stoichiometry  Eq. donor groups PKamia Charge/VVO  pK, - 1gBwr
2-mpg VVOLH, S, Nanid,COO 40 (4,54) 1 3,20
GLUGIy (VVORLHs  R-O, Nawr, COO™ (OH) 4,46° I

GLU-B-Ala  (VMORL:s  R-O, Nuns, COO-, (OH) 4,49 I

GLU-L-Ser  (VVOJLoHs  R-O, Nams, COO, (OH)  3,92° I

SalGly® VYOLH., A1-0", Nawia, COO" 476 I 1,11
Sal-L-Asp VVOLH, Ar-O, Namia, COO 4,79 1 0,50
Salll,GlyGly  VVOLH,, Ar-O", Namino, Namia ,COO" 5,43 1 6,03
SalGly-L-Ala  VVOLH., Ar-O, Namia, Namia ,COO" 5,37¢ 2 1,38
SalGly-L-Asp  VVOLH., Ar-O", Nawid', Nawie,COO™ 5,97¢ 3 0,51

* For characterisation of cooperative deprotonation of the thiolate and the amide nitrogen, the pH where
[VYOLH] + [VYOL] = [VYOLH.{] are also marked.

® pKat+pKs - IgBwe

° The average of the pK of the (V' O),L;H.; and the (VVO),L,H.; complexes

4 ¥pK/2 The two amide nitrogens deprotonate in a cooperative way.

Based on the results from the SalH,GlyGly-, SalH,GlyGlyGly — and SalGly-L-Ala — VYO systems it
seems reasonable to conclude that in acidic pH the oxovanadium(IV) promoted amide nitrogen
deprotonation typically happened in systems where more than one anchor already coordinated to the metal
ion, and the where deprotonation of the amide nitrogen or nitrogens results in the formation of joint three or
four chelate ring, and where the amide nitrogen is supposed to be a member of at least two rings. This
conclusion is further supported by the observation that VIVO(AH.), type complex containing two amide
nitrogens, where one anchor is sufficient for the metal ion promoted amide deprotonation was not identified
in any of the examined systems. Such type of coordination has also been demonstrated in analogous VYO
complexes characterised by X-ray crystallography.

When donors phenolate, thiolate, alcoholate + alcoholic-OH-s, which serve as anchors together with
the carbocylate group are compared, it can be concluded that the phenolate containing ligands form more
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stabile VVOL complexes than the thiolate or alcoholate containing pseudopeptides. This way phenolates act
as stronger anchors to keep the oxovanadium(IV) in solution. The only carbocylate containing dipeptides
(GlyAsp, AspGly) and simple dipeptides are unable to withhold the hydrolysis of VVO. The pK of the VVO
promoted amide nitrogen deprotonation increases in the order of thiolate < alkoholate < phenolate. The
preferred oxygen coordination of the oxovanadium(IV) increases the local charge of the metal centre
inhibiting the deprotonation of the amide nitrogen.

The proposed binding modes make it possible to estimate a more correct value for the contribution of
the amide nitrogen to the parallel coupling constant.

Table A2 Estimations of the contribution of the amide nitrogen to the parallel coupling constant
based on the suggested structures containing at least one amide nitrogen.

Aﬁmid Charge* Ligand Stoichiometry Coordinatoin 8 A
in the equatorial plane
35,6 3- 2-mpg-bpy [VVOL'L*H. ] COO",N amia»S ", Narom. 1,959 1505
36,7 3- 2-mpg [VVOLH. ] COO",N amia,S~,H-O 1,959  157,0
37,0 3- SalH,GlyGly [VVOLH.. ] COO",N amia,Namin, Ar-O~ 1,953 1635
355
37,3 3-(4) SalGly-L-Asp [VVOLH.] COO "N amia,Ar-O",H20. 1,947 164
39,3 COO",N amia, AT-O7, Ot
38 3- SalGly-L-Ala [VVOLH. ] COO" N amig, Ar-O~,H,0. 1,946 165
40 COO "N amia, Ar-O 7, Oxeart.
38,0 3-(4-) SalAsp [VVOLH.] COO",N amia,Ar-O", H20 1,947  165,2
39 4- GluGly [VVOLH.:]* N amit,R-O7, R-O~ R-O 1,961 1449
35,6 N amie,R-O7, R-O~ OH~
38,9 4— SalGly-L-Ala [VVYOLH.]* COO" N amid, NamigAr-O7, 1,957 159
39,0 4—(5-) SalGly-L-Asp [VVOLH.,]* COO" N amig, Namig Ar-O7,  1.958  159,2
39,5 4— 2-mpg [VVOL,H.]* COO N amia,S™, S~ 1,968  146.,0
40,7 4— 2-mpg [VVOLH.]* COO "N amia,S”, OH" 1,960  154,0
33,7
41,7- 4—(-5) SalAsp [VVOLH.]* COO7, N amia,Ar-O~, O™ 1,952  161,8
34,7

*The total charge of the donor groups coordinated equatorially(The charge of the ligand is shown in brackets if the value
differs from the previous one.)

The estimated contributions for the coupling constant are in a relatively broad range
35.5-40.0x10*cm™, and depend on the total charge of the coordinated donors. Donors with charge of -3 have
a contribution of 35.5-38.0x10"cm™ and donors with charge of —4 the contribution is in the range
38.0-40.0x10*cm™. These values are in good agreement with literature data.
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Fuaggelék I1.

A pH metrids mérések kivitelezésekor hasznalt koriilmények, dssztérfogat, fémion-ligandum arany, illetve a
az értékeléskor felhasznalt pH tartomany.

Ligandum(ok) Ossztérfogat M:L'(:L?) Ertékeléskor felhasznalt
(cm?) [ mM : mM: (mM)] pH tartomany
4:4 2-44
mpg 25 2:4 2-4,6
1:4 2,5-5
1,5:8,5 2-49
1:8,5 2-5
0,8:8 2-11,4
2:24 2-11
2:30 2-11,5
4:4 2-5
bpy 25 2:2 2-5
2:4 2-5,5
1:2 2-5,5
1:4 2-6
mpg-bpy 25 4:4:4 2-6,1
4:8:4 2-8,7
2:8:2 2-9.1
2:2:2 2-5,4
mpg-tiron 25 2:4:2 2-5,5
2:8:2 2-11
2:12:2 2-11
4:4:4 2-4
mpg-maltol 25 4:8:4 2-4
4:16:4 2-9,4
4:24:4 2-9,5
1,5:12:2 2-9,3
mpg-ox 25 2:2:2 2-5,2
2:4:2 2-6,0
2:8:2 2-8,7
2:12:2 2-9
2:16:2 2-8,8
2:4 2-4
GLU-Gly 25 0,5:3 2-11
4:20 2-8,8
1:1 2-10
GLU-B-Ala 25 4:4 2-11
1:2 2-10
0,5:2 2-11
05:4 2-11
4:20 2-10,5
4:8 2:11
GLU-Ser 25 1,5:7,5 2:11

0,65 :4 2:11




Ligandum(ok) Ossztérfogat Ertékeléskor felhasznalt
(cm®) mM: (mM)] pH tartomany
2 14 2-45
SalH GlyGly 25 24 2-8
12 2-8
24 2-8
16 2-175
2 14 2-45
SalH GlyGlyGly 25 14 2-75
12 2-75
14 2-8,1
16 2-7,1
10 : 2-4
SalGly-L-Ala 10 : 2-5,7
10 : 2-8,6
10 : 2-11,2
5 : 2-11,2
10 : 2-11,2
14 2-5,7
Sal-L-Asp 10 12 2,5-8,3
14 2-8,4
12 2-8,9
24 2-9
SalGly-L-Asp 8,4 01 2-4.9
8,2 3 2-6
6,3 12 2-11
55 4 2-5,4
9,6 2-11




Fuaggelék II1.

Néhany vegyes hidroxokomplexek kialakulasara jellemz6 pK érték

Ligandum Toltés Szabad pKvor.  pKvor pH" Ref.
koord. hely
N-2,2°bipiridil 2 3 4,71 4,09 1
N-2,2°bipiridil 2 1 4,98 1
6-metil-picolinsav 1 3 4,86 2
picolinsav 1 3 4,94 2
malto] (2-metil-3-hidroxi-4-piron) 1 3 5,1 3
glicin 1 3 5,21 4
malonsav 0 3 5,07 5
oxalsav 0 3 5,23 6
imino-diecetsav (IDA) 0 2 5,41 7
tiron™" 0 3 5,93 8
catechol 0 3 6,54 6,64 9
szalicilsav 0 3 6,65 6,02 9
dipikolinsav 0 2 6,72 10
malonsav 0 1 6,92 5
picolinsav 0 1 6,98 2
4-acetil-imidazol 0 1 7,6 11
glicin 0 1 7,72 4
alanin 0 1 8 5,32 12
2-hidroxi-nikotinsav 0 1 8,38 13
maltol 0 1 8,79 3
3-hidroxi-pikolinsav 0 1 10,47 13
N-foszfonometil-glicin (IdaP) -1 2 6,67 7
foszfonoetansav -1 2 6,76
nitrilo-triecetsav (NTA) -1 1 7,11 7
dipicolinsav -2 1 6,85 10
imino-bis(metilfoszfonsav) (Ida2P) -2 2 7,24 7
N-foszfonometil-iminodiecetsav (NtaP) -2 1 8,08 7
szalicilsav -2 1 9,65 9
N,N-bis(foszfonometil)-glicin (Nta2P) -3 1 8,91 7
nitrilo-tris(metilfoszfonsav) (Nta3P) -4 1 9,33 7
“pH ahol [VOL] =1 mM és [(VO),L.H,] = 0,5 mM feltételek mellett a 2 VOL = (VO),L,H., +2 H" rakcid
egyenulyban van.

** Dinatrium-4,5-dihidroxi-1,3-benzoldiszulfonat
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