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1. Bevezetés

1. BEVEZETES

A vanadium biokémiai szerepe magasabb rendli €l szervezetek esetén
napjainkig nem tisztazott, igy létfontossagii nyomelemként altaldnosan nem
elfogadott, az utdbbi két évtizedben mégis az érdeklodés kozéppontjaba kertilt.
Mig a vanadium egyes alacsonyabb rendi €l61ények esetén nélkiilézhetetlen, addig
a magasabb rendii szervezetek szamara mar kis mennyiségben is mérgezod lehet.
Egy 1979-ben megjelent kdzlemény azonban ramutatott, hogy bizonyos vanadium
vegyiiletek allatkisérletekben igazoltan inzulinutinzo hatasuak.' Kimutattak, hogy
ezek a vegyliletek nemcsak csokkentik a magas vércukorszintet, de a
cukorbetegséggel jard egyéb tiineteket is enyhitik. Igy a vanadium vegyiileteinek
lehetséges gyogyaszati alkalmazasa fellenditette a fémion iranti érdeklddést. A
kezdeti kutatasok a szervetlen vanadium(V)-sokra és a peroxovanadat(V)—
vegyiiletekre iranyultak, mivel fiziologias pH-n a fémionnak ez a legstabilisabb és
leginkabb oldhat6 formaja, és aniontranszporttal konnyen szallitédik.” Viszont a
vanadat(V) a vanadium legmérgez6bb formaja is,® igy a vizsgalatok a kevésbé
mérgez6 oxovanadium(IV) vegyiiletei iranyaba folytatédtak. Szamos olyan
VO(IV)—komplexet allitottak eld, melyek semlegesek, vizoldhatok, ugyanakkor
lipofilek, és passziv transzporttal a szervezetben konnyen felszivodnak.*” Az ezen
vegylileteket alkoto ligandumok V(III)-komplexei szintén vércukorszint csokkentd
hatast mutattak. A szabad V(III)-ion igen érzékeny az oxidaciora, ezzel szemben az
eldallitott szilard vegyiiletekben a kis oxidacios allapoti fémion stabilan eltarthato,
a vegyiiletek konnyen eléallithatok, és a szervezetbe bekeriilve in vivo
oxidalodhatnak +4-es és +5-0s oxidacios allapotii vanadiumma, mely egyensulyt a
szervezet redox pufferként szabalyozza (un. pro drog).’

A V(III)-ion oldategyensulyi tanulmanyozasara az irodalomban nagyon kevés
eredmény talalhato, mivel a vizsgalatok a fémion oxidaciéra és hidrolizisre valo
er6s hajlama miatt nehezen kivitelezhetk. A V(III)-ion komplexei esetén az
inzulinutdnzo6 hatas megértésé¢hez, valamint a fémion szervezetbeli szallitasanak a
modellezésére viszont sziikség van a kialakuldo rendszerek oldategyensulyi
tanulmanyozasara — mindenekeldtt a fémion hidrolizisének a részletes vizsgalatara.
Tovabbi kérdésként vetddhet fel, hogy a fémion a szervezetbe bekeriilve, az ott
nagy mennyiségben talalhaté kis biomolekulakkal, elsGsorban aminosavakkal,
peptidekkel, milyen kolcsonhatasba 1ép. A vizsgalataink alapjan ezek a
biomolekuldk a V(III)-ionnak gyenge komplexképzdi, a fémion hidrolizisét nagy
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ligandumfelesleg esetén sem tudjak visszaszoritani. Abban az esetben, ha a
peptidlancon olyan, horgony donorcsoportként miikod6é funkcidscsoportot
alakitunk ki, mely a V(IlI)-ionnak savas pH-tartomanyban jo komplexképzdje
lehet, akkor visszaszorithatd a fémion hidrolizise, és nagyobb pH értékeknél akar a
peptidlanc  koordinacioja is bekdvetkezhet. Ilyen funkcidscsoport lehet a
hidroxdmsavcsoport, mely ismerten jo komplexképzéje egyes +3 oxidacios
allapotd hard fémionoknak (pl. Fe(Ill)- és Al(Ill)-ion). A V(II)-ion hasonlo
karaktere ezzel a ligandummal szemben hasonld viselkedést eredményezhet.
Azonban az is ismert, hogy az egyszer(i hidroxdmsavak a kisebb oxidacios allapotti
vanadiumot  oxidaljadk.” A peptidlanccal  funkcionalizalt — hidroxdmsav
alaptulajdonsaga viszont akar jelent6sen is modosulhat. Tovabba a szervezetbe
bekeriilve, a peptidlancnak szerepe lehet a molekulédris felismerésben, a
makromolekuladkkal kialakitott specifikus, masodrendi kolcsonhatasok révén.
Emellett maga a molekula komplexképzddés szempontjabol igen érdekes, mivel
mind a peptidlanc, mind a hidroxamsavcsoport eltéré karakteri fémionoknak jo
komplexképz6 ligandumai, vagyis varhatdéan nagy a fémion szelektivitasuk.

A hidroxamsavcsoport koordinaciés kémiai viselkedését  kiilonbozo
tulajdonsagth és oxidacios allapoti fémionokkal mar szamos munkaban
tanulmanyoztak. Az aminosavak és peptidek fémionokkal szembeni viselkedését
ugyancsak vizsgaltak. Noha nagy szamban jelent meg az irodalomban 6sszefoglalo
kozlemény ezen a teriileten, az oldallanc szerepe nem minden aminosavnal
tisztazott. Kiilondsen igaz ez az arginin esetén, melyre vonatkozoan igen kevés
adat talalhato, az oldallanc koordinaciés kémiai viselkedését egyszer(i fémionokkal
is bizonytalanul irjak le, illetve az Osszefoglald tanulmanyokban sem definialjak
egyértelmiien. Az arginin szamos létfontossagu fehérjében, enzimben el6fordul, és
egyre tobbet emlitik a biokémiai folyamatokban betdltott szerepét. A fehérjelanc
fémionokkal szembeni viselkedése szempontjabdl fontos az oldallanc szerepének a
tisztazasa, a komplexképz6dés szisztematikus oldategyensulyi tanulmanyozasa.

A peptidhidroxamsavak az irodalomban, mint metalloenzim inhibitorok
ismertek.*'" Az ezen vegyiiletekre vonatkozé oldategyensulyi eredmények szama
kevés, és azok kozott is ellentmondasokba iitkoziink.'”'* A fémion és a ligandum
kozotti kolesonhatas modellezésének a megértéséhez viszont elengedhetetlenek az
oldategyensulyi vizsgalatok. Az irodalmi adatok hidnyara val6 tekintettel mind a
fémion, mind a ligandum szempontjabol az egyszeriibb rendszerek tanulmanyozasa
sziikséges, figyelembe véve a molekula két, koordinacidos kémiai szempontbol
eltér6 sajatsagi donorcsoportjat.



2. Irodalmi attekintés

2. IRODALMI ATTEKINTES ES CELKITUZESEK

2.1. A vanadium
2.1.1. A vanadium bioszervetlen kémiaja

A vanadium bar az elterjedt elemek kozé sorolhato — a foldkéreg 19.
leggyakoribb eleme, valamint az 5. leggyakoribb atmenetifém —, mégis viszonylag
elszortan fordul elo, a természetben talalhaté vanadiumércek szama kevés. A
tengervizekben a vanadium koncentracidja 20-35 nmol/dm’, mellyel a vizek
masodik leggyakoribb 4tmenetiféme.”” Valosziniisithetd, hogy az evolicid
kezdetén nagyobb szerepe volt, majd a helyét folyamatosan mas fémek vették at.
Ezt tamasztja ala az a tény is, hogy néhany alacsonyabb rendi tengeri és
szarazfoldi ¢l6lény szervezetében a vanadium felhalmozédott.'® A fémion stabil
oxidacios allapota a +5 (vanadat) és a +4 (vanadil), de bioldgiai rendszerekben
megtalalhato +3, ritkan akar +2 oxidacios allapotban is.

A tengeri zsékallatkdk altorzsébe tartozé ascidianok'’ és a legyez6férgek egyik
faja'® képes a tengervizbdl a vanadat(V)-iont felvenni, redukalni és a
zséakallatkakban a fém 5%-a VO(IV), mig 95%-a V(III) formajaban van jelen. A
fémiont specialis iiregekben tarolodik, kozel semleges pH-n." Feltételezik, hogy a
vanadium az anyagcsere melléktermékeként halmozodik fel, és kdlesonhatasba 1ép
a zsakallatka specialis vérsejtjeiben, a vanadocitakban 1évé festékanyagokkal, a
tunikromokkal, melyek dopa és hidroxi-dopa egységekbdl  felépiild
oligopeptidek.'**® A legyezéférgekben a fém szintén V(III) formajaban tarolodik,
és funkcidja eddig még nem ismert.® A galocak csaladjaba tartozo
mérgesgombafajok rendszerint mind tartalmaznak vanadiumot. Néhany faj, mint a
1égydlo galdca (Amanita muscaria) azonban jelentds mennyiségben halmozza fel a
fémiont.' A gombabdl izolalt vegyiilet, az amavadin szerkezete pontosan ismert —
az N-hidroxi-o,a’-imino-dipropionsav V(IV) biszkomplexe, melyben az oxo-
csoport nélkiili V(IV)-ion koordinacios szama 8. A vegyiilet biologiai funkciojat
azonban még nem tudtdk azonositani, elektrontranszfer reakciok kozvetit6jeként
feltételezik.”

Ismertek olyan enzimek, amelyek az aktiv centrumukban vanadiumot
tartalmaznak. A barna- és vOrdsmoszatokbol, ziizmokbol és gombakbol izolalt
vanadiumfiiggd haloperoxidazok a halogenidek oxidaciojat katalizaljak hidrogén-
peroxid jelenlétében.?* Az aktiv centrum szerkezetét rontgendiffrakcioval
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hataroztak meg, és valamennyi esetben azt talaltdk, hogy az enzim +5-0s oxidacios
allapotban tartalmazza a fémiont.” Ezek az enzimek szerkezetiikben jelentdsen
hasonlitanak egyes foszfatazokhoz, so6t kismértékli foszfataz aktivitast is
mutatnak.”® A nitrogénfixalo baktériumokban talalhaté nitrogenaz enzim is
tartalmazhat vanadiumot az aktiv centrumaban. Az enzim a nitrogén reduktiv
protonalodasat katalizalja, és bar kimutathatdoan csak molibdénhiany esetén
aktivalodik, ennek ellenére széles korben elterjedt.”’” Szerkezetében a Mo-
nitrogenazhoz hasonléan kén — vas klaszterek talalhatok, melyekben az egyik vasat
vanadium helyettesiti.

A vanadium magasabb rendli él6lények szamara egy adott mennyiség felett
mérgez6. Allatokon és embereken végzett kisérletek azt mutattak, hogy karositja az
idegrendszert, mérgez6 hatdsa van a vesére, majra €s a vorosvérsejtekre, gatolja a
novekedést, hasmenést, étvagytalansagot és halalt okoz. Emberek esetén a toxicitas

kiiszobértékét 10-20 mg/nap értékben allapitottak meg.>®*

Legmérgezébb, ha
injekcié formajaban adagoljak. Kevésbé mérgezé a szajon at bejuttatva, mivel a
kisérletek szerint a vanaddium kevesebb, mint 10%-a szivodik fel a gyomor- és
bélrendszeren keresztiil. A fémion oxidacids szamanak a novekedésével a mérgezo
hatasa is nd, a legmérgez6bb a vanadat(V), mely kb. 5-sz6r nagyobb mértékben
szivodik fel, mint a VO(IV).> A gyomor savas kornyezetében a vanadat(V) nagy
része VO(IV)-gyé redukalodik, és igy jut keresztiil a bélrendszeren.’® A vérbe
bekeriild vanadat(V)-ot a vorosvérsejtekben 1évé glutation,” vagy a vérplazmaban
talalhaté aszkorbat,”” katecholaminok® vagy cisztein® VO(IV)-gyé redukalja, igy
a vanadium a vérben is nagyrészt +4-es oxidacios allapotban van jelen, és
tobbnyire nagy molekulatomegli ligandumokhoz (albumin, transzferrin) kotodve
szallitodik.™*>*  Vanadiumkezelés hatdséra a fémion kiilonbdz8 mértékben
felhalmozodik az egyes szervekben, mint a csontban, vesében, tiiddben, izomban,
majban ¢és a lépben.®® A legnagyobb koncentriciot a vesében érheti el, ahol a
kivalasztasa is torténik, illetve a csontokban, ahol a foszfathoz kotddik.>’=® A
majban és a lépben fehérjékhez (transzferrin, ferritin) kotédve azonositottak.**°

A vanadium toxicitdsa mellett ismert néhany gyogyaszati hatasa is. Kimutattak,
hogy a szervetlen V(V) soknak, peroxo-vanadatoknak, kiilonb6z6 V(V)-, VO(IV)-

és V(III)-komplexeknek inzulinutanzo," 620245358

mig a vanadocén-dikloridnak
és polioxo-vanadatoknak antitumor hatasuk van.** A vanadium élettani hatasai
egyrészrol a VO(IV)-ion jo komplexképz6 tulajdonsagan, masrészrol a vanadat(V)
és a foszfat kémiai hasonlosagan alapulnak.'® A vanadat(V) kolcsonhatasba léphet
kiilonbozo, biologiai szempontbdl fontos molekulakkal (pl. aminosavakkal,
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peptidekkel, nukleozidokkal ill. cukrokkal). Szerepe lehet olyan fiziologiai
folyamatokban, amelyekben a foszfat részt vesz, és szabalyozhat szamos foszfat-
anyagcsere enzimet, pl. inhibitora a Na'- és K'-ATPaz enzimnek és a
ribonukleazoknak.*’**

2.1.2. A vanadium inzulinutanzé hatasa

A cukorbetegség (diabetes mellitus) napjaink egyik legszélesebb korben
elterjedt betegsége. A betegek vércukorszintje a normalis értéknél joval magasabb,
¢és ha a gliik6z mennyisége a vérben meghaladja az un. vesekiiszobértéket, akkor a
vizelettel gliikkoz tdvozik a szervezetbdl. A betegséggel jaro tiinetek pl. a feltiinden
nagy mértékll taplalék- és vizfogyasztas, a rovid idon beliil bekdvetkezd jelentds
sulyvesztés, a pajzsmirigy csokkent mikodése, latasi zavarok, bérkiiitések, ill.
fertézések megjelenése. A magas vércukorszint karosan befolyasolja a gliikkéz, a
fehérjék és a lipidek anyagcseréjét, és hosszii tavon, kezelés nélkiil, un.
masodlagos karosodasokhoz vezet, mint veseelégtelenség, szivrendellenesség,
érelmeszesedés, kiilonboz6 szem-, ideg- és fertéz6 betegségek.*

A cukorbetegség kialakulasaért — kozvetleniil vagy kozvetve — az inzulin nevi
hormon a felelés, amely két, diszulfid-hiddal 6sszekotott peptidlancbol (o és PB)
felépiild, 51 aminosavbol allo polipeptid. Az inzulinnak szédmos szabalyozo
feladata van, tobbek kozott a gliikoz, az aminosavak és a zsirsavak vérarambol
torténd felvételének és a majban, izomban és zsirsejtekben vald tarolasanak a
szabalyozasa. Emellett gatolja a zsirok €s egyes aminosavak elégetésekor keletkezd
ketontestek (aceton, acetecetsav, B-oxivajsav) felhalmozodasat a vérben, valamint
serkenti a fehérjék, a DNS és az RNS szintézisét. A hormont a hasnyalmirigy
Langerhans-szigeteinek B-sejtjei termelik.” A hatasat ugy fejti ki, hogy olyan
sejtfelszini receptorokhoz kotddik, amelyek membranathidald tirozinspecifikus
fehérjekinazok. Ezek az enzimek katalizaljak a fehérje tirozin sejten beliili
foszforilaciojat, ami annak a reakcidosornak az elsé Iépése, amely a gliikoz
felvételéhez és anyageseréjéhez vezet.*

A cukorbetegségnek két tipusat kiilonboztetik meg: **

— L. tipust vagy inzulinfliiggé cukorbetegség (IDDM), mely esetben a betegség
oka az inzulin hianya. A Langerhans-szigetek inzulintermel6 [-sejtjeinek
genetikailag programozott kirosodasa vagy elpusztulasa valtja ki. Altalidban
gyerekkorban alakul ki. Kezelése naponta inzulin injekcio formajaban torténik,
mivel a szajon at bevett inzulin az emésztési folyamatokban elbomlik.
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— II. tipusu vagy nem inzulinfiiggd cukorbetegség (NIDDM), melynél a kivaltd ok
az inzulinnal szembeni teljes vagy részleges rezisztencia, amikor is az inzulin
receptorban valamilyen karosodas kdvetkezik be. Ilyenkor bar a hormon jelen van
a szervezetben, azonban a hatdsat nem tudja kifejteni, mivel a receptorsejtek nem
reagalnak ra. Ez a tipusu betegség elsOsorban felnéttkorban alakul ki. Kezelése
szigort diéta mellett szintetikus gyogyszerekkel torténik.>
A kutatok mar hosszu ideje keresik a lehetdségét egy olyan szajon at szedhetd
gyogyszerkészitmény kifejlesztésének, amellyel kivalthaté az inzulin, ezaltal
lényegesen megkonnyithetd az inzulinfiiggd cukorbetegek kezelése. A kutatasok
né¢hany atmenetifémmel (vanadium, krém, molibdén, mangan, wolfram)
igéretesnek  bizonyultak, viszont ezen fémionok klinikai alkalmazasat
meglehetésen korlatozza a mérgezd hatasuk.”’ A vanadium esetén az in vivo
vizsgalatok azt mutattak, hogy az inzulinutdnzé hatas nemcsak a gliikoz felvételét
¢és a glikogénszintézis serkentését jelenti, hanem a vegyiiletek hatdssal vannak a
lipidanyagcserére is. Azonban az inzulinnal ellentétben nem hatnak a
fehérjeszintézisre. Viszont képesek csokkenteni a cukorbetegséggel jardo egyéb
tiineteket is, mint a talzott mértékli taplalék- és vizfogyasztast, a latasi
problémékat, vagy a pajzsmirigy csokkent miikodését."* A fémion toxikus hatasat
ugy probaljak kivédeni, hogy egyrészt a kevésbé mérgezd, kisebb oxidacios
allapoti vanadiumvegyiiletek irdnyaba torténnek kutatasok, masrészt olyan
vegylileteket igyekeznek taldlni, amelyek membranon keresztiili transzportja a
komplex szerkezete révén finomithato, javithato, ezaltal a szervezetbe juttatott
elégséges dozis a mérgezési kiiszobérték ala csokkenthets.*>
Szamos olyan kis molekulatomegli VO(IV)-komplexet allitottak eld, amelyek
semlegesek, fizioldgias pH-n megfeleld stabilitasuak, vizoldhatok, ugyanakkor
lipofilek, igy a membranon keresztiil konnyen felszivodnak. Ezeknek a
vegylileteknek az inzulinutdnzo hatasat patkanyokon végzett kisérletekben
igazoltak. A vegyiiletek tobbsége a VO(IV)-ionnak olyan ligandumokkal képezett
bisz-komplexei, amelyek kén, nitrogén vagy oxigén donoratomot tartalmaznak.

Az [N,S] tipusu koordinaciora képes ligandumok koziil a cisztein-metil-észter, a
pirrolidin-N-ditiokarbamat és a szarkozin-N-ditiokarbamat VO(IV) bisz-komplexe
bizonyult a leghatékonyabbnak.”*’

Az [N,O] tipustu ligandumok esetén a pikolinsavval és a 6-metil-pikolinsavval

tudtak a legjobb vércukorszint cskkentd hatast elérni.**



2. Irodalmi attekintés

Az [0,0] tipusu ligandumok korébdl vizsgalt maltol, szalicilsav, oxalsav,
malonsav és borostyankdsav, valamint a kojisav biszkomplexei szintén
inzulinutanzé hatastnak bizonyultak.”**>**’

Néhany ligandum V(III) trisz-komplexét is eléallitottak — maltollal, 1,2-dimetil-3-
hidroxi-4-(1H)-piridinonnal, kojisavval, pikolinsavval — és inzulinutanz6 hatasukat
szintén igazoltak.*”® Mivel ezen komplexek szerkezete eltér a VO(IV)-
komplexekétdl, igy eltérd viselkedés varhatd a membrantranszportban.

Az eredményeket tekintve egyértelmli kapcsolat nehezen vonhat6 le a komplexek
szerkezete és az inzulinutanzé aktivitasuk kozott. Egy Osszehasonlitd vizsgalat in
vivo azt mutatta, hogy az [0,0] donoratomokkal koordinalédd ligandumok
VO(IV)-komplexei hatékonyabb vércukorszint csokkentést valositanak meg, mint
az [N,0] koordinaciéju vegyiiletek.” Ugyanakkor egy masik tanulmany szerint
nincs lényeges kiilonbség az altaluk vizsgalt kb. husz eltérd szerkezetli komplex
hatisanak mértékében.” Masrészrdl a vanadium inzulinutanzé hatasanak a
mechanizmusa sem tisztazott még, bar szamos elképzelés vetddott fel. Egyesek
szerint a vanadat — foszfat analdgian alapszik, mig a masik vélemény az inzulinhoz
hasonloan a receptor aktivalasat tartja valosziniinek. Egy 1jabb elképzelés szerint a
sejttérben talalhato ,,nem-receptor fehérje tirozin kindz” a katalizatora a vanadium
altal eldidézett gliikozlebontasnak.” A komplexeket az allatkisérletekben mindkét
tipusu cukorbetegség esetén tesztelték. Az 1. tipusnal azt talaltak, hogy a kezelés
kovetkeztében helyreall a vér gliikkdzszintje, megtorténik a glikoz felvétele a
szovetek mellett a majban és a vazizomban is, valamint a kezelés a
lipidanyagcserére is kedvezden hat. A II. tipusi betegség esetén bar a kezelés
csokkenti a vércukorszintet, ugyanakkor nem ndveli az inzulin receptorok szamat,
sem az inzulin és a receptor kozotti kotés erésségét.” Megfigyelték, hogy a
szervezetben talalhat6 inzulin mennyisége és a vanadium gliikdzszintet csokkentd
hatasa kozott osszefliggés van, amibdl arra kovetkeztettek, hogy a vanadiumnak
talan csak inzulin érzékenyitd hatasa van.*

2.1.3. A VO(IV)-ion koordinacios kémiaja

Az oxovanadium(IV)-ion savas kdzegben nagyrészt a kék szinii [VO(H,0)s]*
akvakomplex formajaban van jelen, majd a pH-t novelve a fémion koordinacios
szférajaban 1évo vizmolekuldk fokozatosan deprotondlodnak, és kiilonbozo
osszetételii hidroxokomplexek képzédnek.'®*® A hidrolizis a [VO(OH)]" és a
[(VO),(OH),]*" részecske képzédésével indul, majd a fémion koncentracidjatol
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fiiggéen pH ~ 4,5 — 5-nél VO(OH), csapadék valik le, ami a vanadium amfoter
karaktere miatt lugos kézegben visszaoldodik. Az ebben a tartomanyban képz6do,
feltehetden tobbmagvu részecskék Osszetételérdl megoszlanak a vélemények. Az
egyensulyi rendszereink leirasakor mi azt a modellt fogadtuk el, amely ebben a
tartomanyban [(VO),(OH)s]” és [VO(OH);]" 0sszetételi hidroxokomplexek
képz6dését valosziniisiti.*" %

A VO(V)-ion egy oxokation — a 3d atmenetifémek oxokationjai kozott a
legstabilisabb'® —, amelyben a fémion bels6 koordinacids szférajaban talalhato az
oxigén kettds kotéssel, és mellette még tovabbi 6t koordinacios hely kialakitasara
van lehetdség (négy ekvatorialis, mig egy axialis pozicidban). Az igy képz6do
komplexek geometridja tetragonalis bipiramis, tetragonalis piramis, ritkan
trigonalis bipiramis.” Vizes oldatban a belsd szféraban talalhato oxigén csak
nagyon er0s komplexképzokkel — mint pl. pirokatechin vagy hidroxdmsav —
szorithato ki.®* Az ekvatorialis pozicidban 1évé donoratomok kdtddése erdsebb, a
kotéstavolsag rovidebb, mint az axialis pozicidban 1évé donoratomé. A bidentat
ligandumok biszkomplexe esetén kimutathato6 a cisz-transz izoméria, ami az 6tddik
képest.*

A VO(IV)-ion a koordinalédé donoratomok preferaltsagat tekintve inkabb hard
sajatsagu, erés kolcsonhatast elsésorban az oxigén donoratomokkal alakit ki.®>"* A
nitrogén és kén donoratomok esetén a kolcsonhatas gyengébb, azonban ha ezen
donoratomokkal kelatképz0 helyzetben oxigén is taldlhaté a ligandumban, az

noveli a kialakulo komplex stabilitasat.”>”®

2.1.4. A V(III)-ion koordinacios kémiaja

Az V(II)-ion koordinaciés kémiai viselkedésének oldategyensulyi
tanulmanyozasara az irodalomban csak kevés eredmény all rendelkezésiinkre. Ezt a
fémion vizes oldatokban mutatott két igen jellemzd viselkedésével
magyardzhatjuk: az oxidacidra vald érzékenységével €és a hidrolizisre vald erds
hajlamaval. A szabad V(Ill)-ion oxigén jelenlétében VO(IV)-gyé oxidalodik. Ezért
ha a V(IIlI)-ionnal akarunk dolgozni az oxidaci6 kizarasaval, els6¢ 1épésben
megfeleld tarolo- és adagolorendszer kiépitésére van sziikség a fémtorzsoldat
tarolasahoz, illetve a mérérendszerek specidlis kialakitdsa sziikséges a mérések
kivitelezéséhez. A V(Ill)-ion hidrolizisét az irodalomban korabban mar részletesen
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voltametrias és spektrofotometrias mérésekkel vizsgaltdk, 25,0 °C-on, 1 mol/dm’
NaCl ionerésség mellett.*! Azt talaltik, hogy a hidrolizis soran a pH = 1 — 4,5
tartomanyban a [VOH]*", [V(OH),]", [V.(OH),]", [Vs(OH)]" és [V4(OH)1]
Osszetétell egy- €s tobbmagvu részecskék képzodnek, melyek szerkezetére is tettek
javaslatot (1. 4bra). Azt is megéllapitottik, hogy a [V,(OH),]*" Osszetételii
oxohidas dimer hidroxokomplexhez a spektrofotometrias mérések soran a pH
fiiggvényében egy nagy intenzitasi sav rendelhetd (An.x = 430 nm) ndvekvd, majd
csokkend intenzitassal. A mérések sordn pH ~ 4,5-nél a fémion koncentraciojatol
fliggben csapadékkivalast tapasztaltak, mely csapadék lugos pH-n sem olddodott

vissza.
OH OH
7\‘,/7 e \\l,/ >\’,/
/‘ 4 /‘\o ~
OH
[VOH]* | [V(OH),J* | [Vi(ORy"
~— \
B \‘/O\l O
/‘\O/l\ /\‘/\O/\'/\
[V3(OH)g]" [Va(OH)12]

1. abra A V(III)-ion hidrolizisekor képz6d6 részecskék szerkezetei.*!

A V(III)-ion koordinaciés kémiaja a VO(IV)-ionétol eltéréen kationos kémiaval
irhaté le, vizes oldatban pH ~ 2 alatt a szabad fémion [V(H,0)e]’"
akvakomplexként van jelen, sziirkészold szinnel.'® A koordindlodé ligandumok
szama 3 — 7 kozott valtozhat, a leggyakoribb a 6 koordinacidés szam oktaéderes
geometridval. Az irodalomban taldlunk néhany szildrd formaban eldallitott
komplexet, melyek szerkezetét rontgendiffrakcioval igazoltak. Cisztein esetén
oxigeén, nitrogén €és kén donoratomokon keresztiili koordinacioval VL, sszetételii
biszkomplexet talaltak.®> Hisztidinnel lugos kozegben egy V,L4H , osszetétellel
leirhat6é oxohidas dimer részecske képzodott, amelyben két-két ligandum bidentat,
ill. tridentat médon koordinalédik a fémionokhoz, oxigénen és nitrogéneken
keresztiil. ** Az [0,0] tipusii koordinaciot kialakito pirokatechin, maltol, etil-
maltol, kojisav és 1,2-dimetil-3-hidroxi-4(1H)-piridinon,*® valamint az [O,N]
koordinacioji pikolinsav® esetén VL; Gsszetételi komplexeket allitottak eld,
oktaéderes geometridval. Ezen komplexeknél azt talaltdk, hogy mind a
termodinamikai, mind az oxidativ stabilitasuk nagy. Néhany esetben
oldategyenstlyi vizsgalatokra is talaltunk eredményeket hisztidinnel,* ciszteinnel

és penicillaminnal,* valamint néhany egyszerti aminosavval.®’
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2.2. Az aminosavak és peptidek
2.2.1. Sav — bazis tulajdonsagok

Az ¢él6 szervezetben el6forduld a-aminosavak vizes oldatban ikerionos
szerkezetliek, és ha az oldallancban nincs savas vagy bazikus tulajdonsagu csoport,
akkor a mérhet6é pH = 2 — 12 tartomanyban egy proton felvételére (pKyarpoxii ~ 2 —
2,5), valamint egy proton leadasara (pKimino ~ 9 — 10) képesek (2. abra). A
dipeptidekben ez a két csoport egymastol tavolabb helyezkedik el, és a lancban
1év6 peptidkotés csokkenti a karboxilcsoport savassagat (pKyaroxit ~ 3), valamint az
aminocsoport bazicitasat (pKamino ~ 7 — 8).*°° A peptidkotésben a karbonilcsoport
n-kotése delokalizalodik az OCN atomokon, igy a C-N kotés ketts kotés
jellegivé valik (2. abra). Ennek kovetkeztében a peptidkotés a mérheté pH-
tartomanyban semleges, csak nagyon bazikus vagy savas oldatokban viselkedik
gyenge savként vagy bazisként.”' Szintén a delokalizacié miatt a peptidkotés
planaris szerkezetli. A peptidlanc hosszanak tovabbi novelése nem eredményezi a

lancvégi csoportok béazicitasanak szamottevé valtozasat.™

2.2.2. Az aminosavak és a peptidvaz koordinacids kémiaja

Az aminosavak és peptidek koordinacios kémiajat kiilonboz6 fémionokkal mar
szamos munkaban tanulmanyoztdk.”'® A képz6dé komplexek szerkezete, ill.
stabilitdsa a fémion sajatsagaitol, valamint az oldallancbeli donorcsoportok
jelenlététol fiigg. Az oldallancukban donorcsoportot nem tartalmazo o-aminosavak
az amino- ¢€s karboxilatcsoporton keresztiil koordinalédva a fémionhoz O&ttagu
kelatgytrtit alakitanak ki (2. abra). Ez a szerkezet szamos atmenetifémion esetén
stabilis komplexet eredményez.

R O
AN V4
0 0 0 CH—C
H N*-CH—C// H N*-CH—E—NH—CH—C// /
3 | N\ 3 \ HzN\\ ’/,07
) o -
@ kR ° R () R M

(©)
2. abra Egy aminosav (a) és egy dipeptid (b) altalanos szerkezeti képlete, illetve egy
aminosav [MA] komplexe (c).

A peptidekben az amino- és a karboxilatcsoport a lanc két végén, egymastol tavol
helyezkedik el, igy nincsenek kelatképzd helyzetben, az egyidejii koordinaciojuk
nem valdsul meg. A fémion karaktere hatarozza meg, hogy a két csoport koziil
melyik lesz az elsddleges fémmegkdtd hely. A két lancvég koordinacios kémiai

viselkedésének tanulmanyozasara a legegyszeriibb modellvegyiiletek a
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glicinamid'”' (az aminocsoportra) és az N-acetil-glicin'® (a karboxilatcsoportra)
(3. abra). Az N-acetil-glicin egyfogu ligandumként a karboxilat-oxigénen keresztiil
koordinalodik a fémionhoz, és a kialakulé komplex stabilitasa igen kicsi. Ez a
koordinacié nem képes visszaszoritani a fémion hidrolizisét, a pH ndvelésével
hidroxidcsapadék valik le.”>'** A glicinamid kétfogli ligandumként viselkedik, az
amino-nitrogén ¢€s a karbonil-oxigén koordinacidjaval dttagu kelatgytrt alakul ki.
A komplexek stabilitasa a kétértékii 3d atmenetifémionok esetén ezzel a
ligandummal nagyobb, mint a monodentat koordinaciora képes N-acetil-glicinnel,
igy a fémion hidrolizise visszaszorithat6. A kialakuld kelatgytlirii stabilitisa
azonban az aminosavakhoz képest kisebb, mivel a fémion koordinacios szférajaban
a negativ toltésii karboxilat-oxigén helyett itt a semleges karbonil-oxigén
talalhat6.'”" Gyengén bazikus kozegben az amid-nitrogén deprotonalodasa és
koordinacidja is bekovetkezik — pl. Cu(Il)-ionnal —, kialakitva az un. peptidszerii

koordinaciot.
I I P
H,N—CH,—C—NH, HyC—C—NH=CH,—C
(a) (b) OH

3. abra A glicinamid (a) és az N-acetil-glicin (b) szerkezeti képlete.

A peptidek esetén a terminalis aminocsoport az atmenetifémionok elsddleges
koordinaldédasi helye. A glicinamidhoz hasonléan az amino-nitrogénnel kelatképzo
helyzetben van a peptidkdtés karbonil-oxigénje. Az igy kialakulo [MA]
Osszetétell, kozepes stabilitdsi komplex savas pH-tartomanyban valamennyi
vizsgalt fémion esetén kimutathatd (4/a. dbra). Lugos kozegben azonban csak az
amid-nitrogén deprotonalédasa és koordinalodasa képes visszaszoritani a fémion
hidrolizisét. Az irodalomban ismert az, hogy az amid-nitrogén deprotondlodasa
csak akkor kovetkezik be, ha a ligandum az amid-nitrogénnel kelatképzo
helyzetben tartalmaz egy erdsen koordinalodoé horgony donorcsoportot. Az, hogy
egy ligandum mely csoportja tolti be a horgony szerepét, nagyrészt a fémion
sajatsagaitol, hard—soft jellegétol fligg. Azon fémionok esetén, melyek képesek az
oldallancban donorcsoportot nem tartalmazé peptidekben az amid-nitrogén
deprotonalodasat indukalni, a terminalis aminocsoport a horgonycsoport. Ilyen
fémion a Pd(II), Pt(Il), Cu(Il), Ni(Il) és Au(Ill), melyek jelentdsen csdkkentik az
amid-nitrogén pK-jat, igy annak deprotonalédasa a mérheté pH-tartomanyban
bekovetkezik. A kialakuldo komplex [MAH ;] dsszetételii (4/b. abra), és benne a
fémionhoz az amino- és az amid-nitrogén mellett a dipeptidek esetén a karboxilat-
oxigén, mig oligopeptidek esetén a kdvetkezd karbonil-oxigén koordinalodik. Az
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igy kialakul6 kettos kelatgytirii igen nagy stabilitasu komplexet eredményez. A pH
tovabbi novelésével a peptidlancban talalhatdé masodik (4/c. abra) és harmadik
amid-nitrogén deprotonalddasa és fémionhoz valo koordinalodasa is bekdvetkezik,
tovabbi csatolt kelatgytriikon keresztiil.

N P
R NHw W R\ //0 /CH—C\ R
CH—C /CH—C\ - HN N;CH/
\ H,N_ N/ vt |
H,N._ -0 S CH RS N N
: M7 MY ! o] “N* \O
N el ‘\O%C\ AN /
g [VaVAN -
(@) () NH /C CH\ ©
W NH R"
4. abra A peptidek [MA] (a), [MAH ] (b) és [MAH ,] (c¢) komplexeinek szerkezeti
képletei.

Vannak olyan fémionok, amelyeknél az aminocsoport nem j6 horgony, és ha a
peptid oldallancdban nem taladlhatd valamely mas, a fémionhoz erdsen
koordinalodni  képes donoratom, az amid-nitrogén deprotonalodasa és
koordinacidoja nem kovetkezik be. A VO(IV)-ion megfeleld horgony donorcsoport

hianyaban szintén nem képes az amid-nitrogén deprotonalddasat indukalni.'*'"*

105

Ezen fémion esetén a szalicil-glicin fenolos hidroxilcsoportja és a 2-

merkaptopropionil-glicin tiolatcsoportja'® bizonyult j6 horgony donorcsoportnak.

2.2.3. Az oldallanc hatasa a komplexképzdodésre

A természetben eldforduldé o-aminosavak oldallancaikban kiilonboznek
egymadstol. A fémionhoz nem koordinalddo, ill. gyengén vagy erdsen koordinal6do
oldallancokat kiilonboztethetiink meg.

A koordinalodd6 donoratomot nem tartalmazo oldallinc esetén 1jabb
koordinacios modok kialakuldsara nincs lehetdség, de az oldallancnak a képz6do
komplexek 0Osszetételére, 1ill. stabilitasara gyakorolt kismértékii hatasa
kimutathat6.””> Alifas oldallancot tartalmazé dipeptideknél — pl. alanin (Ala),
leucin (Leu), izoleucin (Ile), valin (Val) — azt talaltdk, hogy az a-szénatom
szubsztituense hatassal van az [MA] komplexben kialakulé kelatgytrt
stabilitasara, valamint az amid-nitrogén deprotonaloédasara. Ez a hatasa fligg a
szubsztitualt aminosav dipeptidben elfoglalt helyét6l. Az aromas oldallanc — tirozin
(Tyr), fenilalanin (Phe) és triptofan (Trp) esetén — a kialakuldo komplexek
stabilitasat kdzvetlen elektrosztatikus, aromas gylriik kozott fellépd stacking, vagy
hidrofob kdlcsonhatasokon keresztiil befolyasolhatja. A kialakul6 kolcsonhatasokat

szamos tanulmanyban vizsgaltak, és azt talaltdk, hogy az oldallancnak a
12
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komplexképzddésre csak kis hatasa van, és a peptidlanc novelésével ez a
kolcsonhatas csokken. '

A prolin (Pro) az egyetlen olyan, fehérjékben el6fordulé aminosav, amely
szekunder aminocsoportot tartalmaz. Ha a peptidlanc N-termindlis végén
helyezkedik el, akkor horgonycsoportként viselkedhet. Ha a lancban talalhato, a
deprotonalodasa és koordinacidja nem kovetkezik be, mivel a peptidkotésben 1évo
amid-nitrogén nem tartalmaz disszociabilis protont. Ezért a peptidlancban 1évo
prolin a fémion hatdsara bekovetkezd 1épcsdzetes amid-deprotonalodast és
koordinaciot megallitja.''? Masrészrdl a prolin a lancban egy torést hoz 1étre, igen
merev szerkezettel. A komplexeikben gyakran alakulnak ki makrokelat
szerkezetek, melyekben az aminocsoport mellett a peptidlanc egy tavolabbi
csoportja koordinalodik.

Abban az esetben, ha az aminosav oldallincaban a fémionhoz koordinalodni
képes donoratom talalhato, az jelentésen modosithatja a kialakulé komplex
szerkezetét illetve a stabilitasat,'>''* és egyes esetekben felvalthatia az
aminocsoportot a horgony donorcsoport szerepkorben. Gyengén koordinal6do
donorcsoportoknak tekintheté a szerin (Ser) és a treonin (Thr) alkoholos
hidroxilcsoportja, a tirozin (Tyr) fenolos hidroxilcsoportja, a lizin (Lys) e-
aminocsoportja, illetve az aszparaginsav (Asp) és a glutaminsav (Glu)
karboxilatcsoportja. Hatasuk altalaban N-terminalis helyzetben jelentésebb, bar
csak kis mértékben novelik a kialakuldé komplexek stabilitasat, és sokszor nem is
mutathatd ki a fémionhoz valé koordinaldédasuk. Szamos esetben dimer, vagy
polimer részecskék képzodését okozhatjak, melyben az oldallinc egy masik
fémionhoz koordinalodik. A legjelentésebb stabilitdsnovel hatasa ezen csoportok
koziil az Asp és Glu karboxilatcsoportjanak van, ahol az aminocsoport és az
oldallancbeli karboxilatcsoport hat- illetve héttaghi kelatgytirtit alakit ki.''>''® A
metionin (Met) tiétercsoportja soft karakterébdl adodoan kifejezetten soft fémionok
szamara, mint az Ag(I), Pd(II) és Pt(Il), elsddleges kotohelynek tekinthetd.

Erésen koordindlodd donorcsoport a hisztidin (His) imidazol-oldallanca és a
cisztein (Cys) tiolatcsoportja. Mindkét oldallanc horgonycsoportként is
viselkedhet."”""®  N-terminalis helyzetben meggatoljdk az amid-nitrogén
deprotonalodasat és koordinalodasat, ¢és stabilis biszkomplexek képzddnek
hisztaminszerli [NH,,Ni,] illetve ciszteinszeri [NH,,S7] koordinéacioval. C-
termindlis, = valamint  kozbensé  helyzetben  pedig  eldsegitik  az
aminosavszekvenciaban a megel6z6 peptidcsoport  koordinaloédasat  és
megakadalyozzék a kdvetkez6 amid-nitrogén deprotonalodasat.

13
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2.2.4. Az arginin és arginin tartalmu peptidek

Az arginin (Arg) oldallancaban a nagy térkitoltési guanidino-csoport talalhato,
mely erdsen bazikus tulajdonsagli (pK ~ 15). Ez az aminosav bar szamos peptidben
megtalalhatd, koordinacids kémidja az egyik legkevésbé tanulmanyozott, igy az
irodalomban ide vonatkozoan csak néhany eredmény all rendelkezésre. Az
oldallanc  komplexképzodésben betdltott konkrét szerepét bizonytalanul,
ellentmondasokkal irjak le, és az 0sszefoglald tanulmanyokban sem definialjak azt
egyértelmiien. Az egyik tanulmanyban egy tizennégy aminosavbol allé oligopeptid
komplexképzodését vizsgaltak Cu(ll)-ionnal, mely peptid szekvencidjaban négy
Arg aminosav talalhato, és azt talaltdk, hogy a guanidino-csoport pH ~ 10 felett
koordinalédik a fémionhoz.'”® Egy masik munka szerint az oldallinc nem
kozvetleniil a fémionhoz koordinalddva vesz részt a komplexképzédésben, hanem
masodrendii kolcsOnhatassal a pozitiv toltésti guanidinium-csoport a lancban
talalhat6 negativ toltést, nem koordinal6do oldallanccal — elsGsorban az Asp és
Glu karboxilatcsoportjaval — elektrosztatikus kolcsonhatasba 1ép, ezaltal segitve
el a peptidlanc fémionhoz valé koordinalédasat.'”' Egyre inkabb az a fajta
szemlélet az elfogadott az Arg-nel kapcsolatban, miszerint inkabb a peptidlancban
szerkezetalakito szerepe van a masodlagos kolcsonhatasok révén. Tanulmanyoztak
az arginin-vazopresszin (AVP) és néhany szarmazéka komplexképzddését Cu(Il)-
és Ni(Il)-ionnal.'"”*'** Az AVP a szervezet altal termelt hormon, mely egy diszulfid
hiddal Osszekapcsolt gytribol all, és a ProArgGly-NH, tripeptidet tartalmazza
oldallancként. Azt talaltak, hogy a peptid négy nitrogénen keresztiil koordinalodik
a fémionhoz, és egy igen nagy stabilitasi komplex képzddik. Az Arg oldallanc
koordinacidjat nem tudtak kimutatni. A nagy stabilitast a peptidekben talalhatd, a
diszulfid hiddal korbezart fémion-kotohely szerkezetével magyaraztak. Ugyancsak
tanulmanyoztak az AsnSerPheArgTyr-NH, pentapeptid komplexképzését Cu(Il)-
ionnal, és az AVP-hez képest egy joval stabilabb, szintén négy nitrogénen
keresztiil koordinalodd komplexet talaltak, holott a szerkezete teljesen eltér az
AVP-t381."** Az eredményt azzal magyaraztdk, hogy a fémion megkotésében részt
nem vevo oldallancok mintegy korbezarjak a fémiont, megakadalyozva annak az
oldoszerrel vald érintkezését, ezaltal visszaszoritva a hidrolizisét. A pentapeptid
tobb szubsztitualt szarmazékat vizsgaltak, és hasonld eredményeket kaptak.'*

Az utobbi években egyre tobb tanulmany jelenik meg az Arg fehérjékben betoltott
szerepérdl. Az irodalomban ismert, hogy a biologiai folyamatokban a
makromolekulék oldallancai kozott kialakuld masodlagos kolcsonhatasoknak igen
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jelentds szerepe van a molekularis felismerésben, az enzimatikus reakcidokban és a
peptid szerkezetének a stabilizalasdban.'”*'” A DNS bazisszekvenciajanak a
felismerésében fontos szerepet jatszo, illetve a DNS szal replikacidja soran a
genetikai informécié atadasat szabalyozo enzimek, az un. ,cink ujjak” is
tartalmaznak Arg-t.'”® Egy tanulmany szerint a HIV virus és a sejtfalon 1évé
receptor kozott is kimutathaté az Arg guanidino-csoportja és a karboxilatcsoport
kozotti masodrendii kotés, melyet a molekularis felismerés egy fontos 1épéseként
irnak le.'” Valamint az is ismert, hogy egyes enzim — szubsztrat komplexek esetén
— ilyen pl. a Cu,Zn-szuperoxid diszmutiz és a szuperoxid ion'*" — az Arg a
szubsztrat megkdtésében jatszik szerepet.

Az amilin egy 37 aminosavbol allo polipeptid. A II. tipust cukorbetegség soran a
hasnyalmirigy Langerhans-szigeteiben a peptidlanc aggregacidja kovetkezik be,
melynek mechanizmusa és oka eddig még nem ismert. Kimutattak, hogy a human
amilin mind az ember, mind a patkany hasnyalmirigyében talalhaté inzulintermeld
B-sejtekre mérgez6."! A patkanybol és az emberbél izolalt amilin a 18. és 23.
aminosavban tér el egymastol: mig az emberi amilinben ezen a két helyen His, ill.
Phe talalhato, addig a patkanyban Arg, ill. Leu. Mivel a His koztudottan j6 fémion-
megkotd hely, igy felvetddhet a patkany amilinjében azonos helyen talalhatdo Arg
szerepe a fémion megkdtésében.

2.3. A hidroxamsavak
2.3.1. A hidroxamsavak biologiai hatasa

A hidroxamsavak csak az utobbi par évtizedben keriiltek igazan az érdeklodés
kozéppontjaba, miutan felismerték, hogy bizonyos természetes vegylletek is
tartalmaznak hidroxamsavcsoportokat, és néhanyat biologiai rendszerekbdl izolalni
is tudtak.””” A hidroxamsavaknak szamos bioldgiai hatasa ismert, mely szinte
minden esetben a vegyiilet erds kelatképzo sajatsagaval van 6sszefliggésben. Ilyen
az antibiotikus,'” antitumor hatas, ill. a sejtosztodasra és sejtndvekedésre kifejtett
hatasuk.”*"*® Bizonyos metalloenzimeknek (pl. ureaz,””"® kollagenaz'”) a
hidroxamsavak ¢és az amino-hidroxdmsavak (aminosavak hidroxamsav-
szarmazékai) igen hatasos inhibitorai. Az inhibicid mindig az enzim aktiv
centrumaban 1évé kétértékli fémion — pl. Ni(Il), Zn(II), Co(II), Cu(Il), Mn(II) — és
a hidroxamsav kozotti kozvetlen kolcsonhatassal magyarazhatd. A hidroxamsavak
egyik legfontosabb bioldgiai szerepe a szideroférokhoz kothetd. A szideroforok
olyan viszonylag kis molekulatomegii kelatképzo vegyiiletek, melyeket elsdsorban
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mikroorganizmusok szintetizalnak, €és a Fe(Ill)-ion kornyezetbdl valo felvételére és

, ; , 1 141
tarolasdra hasznalnak.'>*'*

A molekuldban altaldban harom kelatképzo
donorcsoport talalhatd, mely csoport a gombak esetén hidroxamat, mig a
baktériumokban lehet hidroxamat, pirokatechinszeri vagy a-hidroxi-karboxilat. A
mikroorganizmus a sziderofort vashianyos kdrnyezetben termeli €s a sejten kiviili
térbe juttatja, ahol az a Fe(lll)-ionnal nagy stabilitasi komplexet képez. A
sejtmembran receptorfehérjéi ezt a komplexet ismerik fel, és a fémion aktiv
transzporttal jut be a sejten beliili térbe.'** A szideroforok Fe(III)- és Al(III)-ionnal
val6 igen nagy stabilitasti komplexképzését hasznaljak a human gyogyaszatban. A
Desferal® nevii gyogyszer hatdanyaga egy trihidroxdmsav tipusu sziderofér (DFB),
melyet akut vagy kronikus mérgezést okozo Fe(Ill)- és Al(III)-ionok szervezetbdl
val¢ eltévolitdsara hasznalnak.'*!

2.3.2. A hidroxamsavak koordinacios kémidja

A hidroxamsavak szerkezetileg a karbonsavakbol és a hidroxil-aminbol
szarmaztathatok (5. abra). Tobbnyire aktiv acilcsoportot tartalmazd karbonsav-

42 A hidroxamat-

szarmazékok és hidroxil-amin reakcidjaval allitjak elo.
nitrogénhez kapcsolddd csoporttol fliggden beszélhetiink primer (ha Ry = H) és
szekunder (ha Ry = alkil, aril) hidroxdmsavakrol. Csoportosithatok a molekulaban

talalhaté hidroxamsavcsoportok szamatdl fiiggéen (mono-, di-, trihidroxamsavak).

RC ~ &O
Rex. .20 Ili ?
AN N
R OH 7N
OH N Ry OH
karbonsav hidroxil-amin hidroxamsav

5. abra A hidroxamsavak altalanos képlete.

A hidroxamsavak egyértékli gyenge savak (pK ~ 9), vizes oldatban az OH-csoport

deprotonalodasa kovetkezik be.'"!

A kialakulé hidroxamatcsoportban a nitrogén
nemkotd elektronparja részben delokalizalodhat az N-C=0 kotéseken. A savi
disszociacios allando értékét a hidroxamat-nitrogénen talalhaté szubsztituensek
befolyasoljak. Elektronkiild6 szubsztituensek (pl. metilcsoport) a fenti
delokalizaciot stabilizaljak, igy a hidroxamsavcsoport bazicitasat, illetve
protonalddasi allandéjat pedig csokkentik.'*!

A deprotonalddott hidroxamatcsoport a fémionokhoz kizardlagosan oxigéneken
keresztiil koordinalodik, hidroxamato-kelatot kialakitva (6/a. abra), melyet tobb
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fémionnal rontgendiffrakcios vizsgalatokkal bizonyitottak.'* Ennek megfeleléen a
hidroxamsavak f6leg oxigén donoratomot kedveldé fémionoknak (pl. Fe(IIl)-,
AI(II)-, Ga(III)-ion) j6 ligandumai."”>'* Primer hidroxamsavak esetén a kellden
nagy stabilitdsu biszkomplexben pH = 10 felett az oxigéneken keresztiil koordinalt
hidroxamatcsoport nitrogénjének deprotonalddasat is kimutattdk Cu(Il)-ionnal,

ahol a nagy stabilitast hidroximato-kelat alakul ki (6/b. abra).'**

SNe=0 N2,
N @N\O/
@ (b)
6. abra A hidroxamato- (a) és a hidroximato-kelat (b).

A komplexek stabilitasa fligg a kialakuld hidroxamat-kelat stabilitasatol, igy a
hidroxamatcsoport szén- illetve nitrogénatomjan talalhatd szubsztituensek a
fémkomplexek stabilitasat is befolyasoljak.'*™'**'* Azt talaltak, hogy ha a
szubsztituens elektronkiildd, akkor az R¢ pozicioban kismértékben, mig az Ry
pozicidban szamottevéen ndveli a komplexek stabilitasat.

Az utdbbi években szamos munkdban tanulmanyoztdk az aminosavak
hidroxamsav-szarmazékait, az amino-hidroxamsavakat. Ezekben a vegyiiletekben a
hidroxdmsavcsoport mellett aminocsoport is talalhaté. Azért is keriilhettek a
figyelem kozéppontjaba, mert mint aminosav-szarmazékok, a természetes
anyagokhoz kozel allnak, és leirtak alkalmazhatésagukat a kemoterapiaban, illetve
a fémion transzport folyamatok modellezésében.'®  Mivel az amino- és
hidroxamsavcsoport protondisszociacids folyamatai atfednek egymassal, igy a pH-
potenciometriaval meghatarozott makroallandok egyik donorcsoporthoz sem
rendelhetSk egyértelmiien. '"H-NMR mérésekkel meghataroztak az a-Ala- és a p-
Ala-hidroxamsav mikroallandoit, és azt kaptak, hogy az a-szarmazéknal az
aminocsoport bazicitdsa a hidroxamatcsoportétél valamivel kisebb, mig a B-
szarmazéknal forditott tendencia valosul meg.'*® Az N-metil-glicinhidroxamsav
esetén az o-Ala-hidroxamsavhoz képest megfordul a bazicitasi sorrend, amit a
metilcsoport elektronkiildé sajatsagaval értelmeztek.'”” Az amino-hidroxamsavak
esetén a hidroxamat-tipusti koordinacié mellett, vagy helyett [Namino»Nhidroxamat]
tipusu kelat is 1étrejohet (7. abra), igy ezen ligandumok jo komplexképz6i lehetnek
a nitrogén donoratomokat is kedvelé fémionoknak (pl. Cu(Il)-, Ni(I)-ion).'** Az
oxigén donoratomokat kedveld fémionokkal — Fe(Ill), AI(IIl), Ga(Ill) — csak
hidroxamat-tipusti koordinaciot talaltak, viszont a komplexek stabilitasa a
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megfeleld hidroxamsavéhoz képest kisebb volt, melyet az ammoéniumcsoport és a
pozitiv toltésii fémion kozott fellépd elektromos taszitassal, illetve az aminocsoport
elektronszivo sajatsaga miatt lecsokkent hidroxamat bazicitassal magyaraztak.'*® A
Co(1I)- és Zn(II)-ionokkal szintén dominans a hidroxamat-oxigén koordinacio, de a
rendszerben kétmagvu részecskét is feltételeznek, melyben vegyes kotésmod
valosul meg, azaz a hidroxamat-tipusu koordinacié mellett a [Namino»Nnidroxamat]
tipusu kelat is kialakul.'® A Cu(I)-ion esetén kis pH-n a hidroxamatcsoport
koordinalodik, majd tobbmagvii, ESR inaktiv részecskék képzddnek vegyes
kotésmoddal.''* A Ni(I)-ionok esetén kizarolag nitrogénen keresztiili
koordinacié valosul meg, és nagy stabilitasti biszkomplex képzddik.'* A Cu(ID)-
ionnal [-amino-hidroxamsavakkal leirtak olyan korona tipusu vegyiileteket,
amelyekben négy fémiont és négy ligandumot tartalmaz6 egység kozepébe egy

6todik Cu(Il)-ion — vagy akéar mas fémion is — be tud kotédni."

~ /
0]
/ Ne—0 —c—c”7 \/c\c/o\
C Mt / \ H,N, |C :M“*
HZN\ ~N~oHn AN N /
Mn+ Mn+' ~

7. abra Az a-aminohidroxamsavak esetén megvalosulo kotésmodok.

Az irodalomban ismert, hogy a hidroxamsavcsoport komplexképzodés kozben
egyes fémionokat — pl. Fe(Il), Mo(V), V(III), V(IV), UIV)""*"152 _ oxidal. A
kolcsonhatast szigortian oxigénmentes koriilmények kozott tanulmanyoztak, és azt
talaltak, hogy a hidroxdmsavbol a megfeleld amid képzodik. Valdszinlsitették,
hogy valamennyi fémion esetén az oxidacio elott kialakul a hidroxamatkomplex.

2.3.3. A peptidhidroxamsavak

A peptidhidroxamsavak olyan hidroxamsav-szarmazékok, ahol a peptidlanc C-
terminalis végén, a karboxilcsoporton egy hidroxamsavcsoportot alakitunk ki. Ezek
a vegyiiletek biologiai rendszerekben részt vesznek a sejtfelszini reakciok
szabalyozasaban, valamint egyes metalloenzimek inhibitorai. Ilyen inhibicids

hatast irtak le a kollagendzok mellett a termolizin,*’

az enkefalinaz B'" és az
angiotenzin atalakitd enzim'' esetén. Az amino-hidroxamsavakhoz hasonloan
alkalmazhatok a kemoterapidban is. Az inhibicidos hatdst az enzim aktiv
centrumaban 1évé fémion ¢és a hidroxamsavcsoport kozotti kdlcsonhatas
eredményezi. A peptidlanc segitségével ez a kdlcsonhatas az enzimre nézve sokkal

inkabb  specifikussd teheté. A peptidhidroxamsavak érdekessége, hogy
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koordinacios kémiai szempontbdl kétfajta funkcios csoportot tartalmaznak: a
hidroxamsavcsoportot, mely elsdsorban oxigén donoratomot kedveld fémionokkal
alakit ki er6s kolcsonhatast, illetve a peptidvazat, mely a nitrogén donoratomot
kedveld fémionoknak jo komplexképz6 liganduma.

Ezen vegyiiletek esetén az oldategyensulyi vizsgalatok szama az irodalomban
meglehetésen kevés, melynek feltehetd oka, hogy a vegyiiletek kereskedelmi
forgalomban nem hozzaférheték. Egy tanulmanyban vizsgaltak a Z-AlaGlyNHOH
szarmazék (Z = benzil-oxikarbonil-csoport) koordindciés kémiai viselkedését
kiilonb6z6 fémionokkal, és azt kaptak, hogy a ligandum csak a hidroxamatcsoport
oxigénjein keresztiil koordinalodik a fémionhoz.'? Egy masik kutatocsoport
eredményei azt mutattdk, hogy a H-GlyGlyNHOH ¢és H-GlyGlyGlyNHOH
peptidhidroxamsavak Fe(III)- és Ni(Il)-ion esetén szintén csak a hidroxamat-
oxigéneken keresztiili koordinacioval képeznek komplexeket.” Ez elég meglepd
eredmény a Ni(Il)-ion esetén, hiszen az irodalomban ismert, hogy a Ni(Il) a
nitrogén donoratomokat kedveli, és ezen ligandumoknal az N-terminalison szabad
peptidlanc koordinaciojat egyaltalan nem tudtdk kimutatni, még igen nagy
ligandumfelesleg mellett sem. Ezzel a munkaval ellentétben vannak a H-
ProLeuNHOH és a H-ProLeuGlyNHOH szarmazékok esetén kapott eredmények."
A vizsgalatokat mindkét ligandumnal Fe(Il)-, Zn(II)-, Co(Il)-, Cu(Il)- és Ni(II)-
ionnal végezték, és a kovetkezd eredményeket kaptak: mig Fe(Ill)-, Zn(II)- és
Co(I)-ionokkal csak a hidroxamatoxigéneken keresztiili koordinaciot tudtak
kimutatni, addig a Cu(Il)- és Ni(Il)-ionoknal bekovetkezett a peptidvaz
koordinacigja is. A Cu(Il)-ionnal a komplexképzodés a hidroxamatcsoport
koordinacidjaval indult, majd a pH novelésével a koordinacidés mod atrendezodott
a nitrogénekre, az amino-, amid- és hidroxamat-nitrogének részvételével. A Ni(Il)
esetén a komplexképzdodés a Cu(ll)-hez képest nagyobb pH-n kezddédott, és
érdemleges hidroxamat-oxigéneken keresztiili koordinacié nem volt kimutathato, a
harom illetve négy nitrogénen keresztiili koordinacioval kialakulé komplex
siknégyzetes geometridju.

2.4. Célkitiizések

Az inzulinutdnzo hatast mutatd6 VO(IV) komplexek esetén az irodalomban
szamos eredmény talalhatd a vegyiiletek oldategyensulyi vizsgalatara. Munkank
soran ezen a vonalon bekapcsolodva a kutatdsokba, a VO(IV)-ion
komplexképzddésének oldategyensilyi tanulmanyozasat terveztiik a pikolinsav egy
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olyan szarmazékaval, ahol a szubsztituens kozvetlenil nem vesz részt a
kelatképzésben, de hatdssal lehet a kialakuld komplex stabilitasara, illetve a
membranon keresztiili transzportjara. A vizsgalt ligandum az 5-metoxi-karbonil-
pikolinsav volt, amelynél a piridingytirtin egy elektronszivo észtercsoport talalhato.
A ligandum VO(IV)-ionnal képz6doé torzsrendszerének tanulmanyozasa mellett
terveztik a vérszérumban talalhaté kis molekulatomegii, a VO(IV)-ion
megkdtésére alkalmas biomolekuldkkal (oxalsav, tejsav, citromsav és foszforsav)
kialakulé vegyes ligandumu rendszerek vizsgalatat is. A terner rendszerek
tanulmanyozdsa azért sziikséges, hogy modellezni tudjuk a potencialis
gyogyszerkészitményként  hasznalhato  VO(IV)  komplex  vérszérumbeli
részecskeeloszlasat.

A V(II) inzulinutanzé hatdst mutatd vegyiiletei esetén oldategyensulyi
vizsgalatok nem torténtek, holott a kialakulé komplexek stabilitdsanak az ismerete
elengedhetetlen a vegyliletek szervezetbeli speciacidja modellezésének a
megértéséhez. Emellett fontos a fémion kdlcsonhatasanak tisztazasa a szervezetben
nagy mennyiségben eléforduld bioligandumokkal, pl. az aminosavakkal és
peptidekkel. Munkank els§ fazisaban terveztik a fémion oxigénmentes
koriilmények kozotti tarolasara alkalmas rendszer kiépitését, modszer kidolgozasat
a V(II) fémtorzsoldat eldallitasara, illetve a fémion- és savtartalmanak a
meghatarozasara. Vizsgalni kivantuk a fémion hidrolizisét a sajat mérési
koriilményeink kozott. Tovabba céljaink kozott szerepelt a  V(II)-ion
komplexképzodésének oldategyensulyi tanulméanyozésa az inzulinutanzé hatast
mutatdé kismolekulakkal (pikolinsav, 6-metil-pikolinsav, dipikolinsav, 4-hidroxi-
dipikolinsav, maltol, 1,2-dimetil-3-hidroxi-4-(1H)-piridinon és tiron), valamint
néhany egyszerli aminosavval és szdrmazékaival (glicin, N-acetil-glicin, hisztidin,
aszparaginsav és penicillamin).

Az arginin oldallancéaban talalhaté guanidino-csoport komplexképzddésben valo
részvételének tisztazasa céljabol munkank soran terveztiik olyan, az N- és C-
terminalis végeken szabad amino- és karboxilcsoportot tartalmazé dipeptidek
komplexképzddésének szisztematikus oldategyensulyi tanulmanyozasat Cu(Il)-
ionnal, melyek az arginint kiillonbdz6 pozicidban tartalmazzak. Emellett vizsgalni
kivantuk a di-, tri- és tetraarginint is. Az oldallaincnak a kialakuld komplexre
esetlegesen kifejtett stabilizaldo hatasat olyan vegyes ligandumu rendszerekben
terveztilk tanulmanyozni, ahol B ligandumként nagy térkitdltésii csoportot
tartalmazo6 vegyiiletet valasztottunk (1-metil-uracil, uridin, fenilalanin-etil-észter és
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tirozin-metil-észter). Tovabba vizsgalni kivantuk a patkanybdl izolalt amilin
fehérje egy arginin tartalmi fragmensét, a 17 — 29. tartomanyt.

Céljaink kozott szerepelt olyan modellvegyiilet tervezése, szintézisének
kivitelezése, illetve koordinacids kémiai viselkedésének tanulmanyozasa, amelynél
a peptidlancon a V(III) szamara megfeleld horgony donorcsoportot alakitunk ki,
elosegitve a peptidlanc fémionhoz valdé koordinalodasat. Ez a vegyliletcsalad a
peptidhidroxamsavak, melyekre vonatkozd oldategyensulyi eredményt az
irodalomban csak kis szdmban talalhatunk. Ezért terveztiik a H-AlaAlaNHOH és a
H-AlaSerNHOH dipeptid-hidroxamsavak, valamint a H-AlaGlyGlyNHOH
tripeptid-hidroxamsav ~ komplexképzddésének szisztematikus oldategyensulyi
tanulmanyozasat az egyéb, igy Fe(lll)-, Al(II)-, Zn(Il)-, Cu(Il)- és Ni(Il)-ionok
esetén, pH-potenciometriaval, illetve a kialakuldé komplexek szerkezeteinek
meghatarozasara a fémionoktdl fiiggden kiillonb6zo spektroszkopias modszerekkel
(UV-lathato spektrofotometria, 'H-NMR, ESI-MS, CD és ESR spektroszkopia).
Tovabba vizsgalni kivantuk ezen ligandumok szekunder szarmazékait, ahol a
hidroxamatcsoport nitrogénjén 1évé hidrogént metilcsoportra cseréljiik, annak
tanulmanyozasara, hogy ha a hidroxamat-nitrogén fémionhoz wvald
koordinalodasara nincs lehetdség, bekdvetkezik-e a  koordinaciés mod
atrendez6dése a peptidlanc nitrogénjeire. Céljaink kozott szerepelt a  fenti
peptidhidroxamsavak N-terminalison védett szarmazékainak vizsgalata is, hogy
értelmezni tudjuk, sziikség van-e az N-terminalis aminocsoportra, mint horgony
donorcsoportra, az amid-nitrogének deprotonalodasahoz, vagy elégséges a
peptidlanc C-termindlis végén talalhatd hidroxamsavcsoport, és a deprotonalodas
bekdvetkezhet a peptidvazon a C-terminalis végrdl elindulva is. A nemvédett
szarmazékok esetén varhatdéan a ligandumok protonaldédasi folyamatai az amino-
hidroxdmsavakhoz hasonléan két, egymassal teljesen atfedd folyamatban
jatszoédnak le. Igy a pH-potenciometridban meghatarozott protonalodasi
makroallandok mellett terveink kozott szerepelt a H-AlaAlaNHOH és a H-
AlaSerNHOH esetén a protonalddasi mikroallandok meghatarozasa 'H-NMR
spektroszkopia segitségével, annak eldontésére, hogy a molekulaban talalhatod
amino- ¢s hidroxamatcsoport bazicitasa hogyan viszonyul egymashoz.
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3. KISERLETI KORULMENYEK ES VIZSGALATI MODSZEREK

3.1. Felhasznalt vegyszerek

A vizsgalatainkhoz hasznalt, kereskedelemben kaphatd ligandumokat a Sigma,
Fluka és Bachem cégektdl szereztiik be. Az 5-metoxi-karbonil-pikolinsavat Prof.
D. Rehder (Hamburg), az amilin 17-29. peptid fragmenst Prof. E. Rizzarelli
(Catania) laboratoriumaban allitottak elé. A pH-potenciometrias mérésekhez a
ligandumokbol tovabbi tisztitas nélkiil, beméréssel minden nap friss torzsoldatot
ligandum titralasi gorbéjének Gran-féle linearizalasaval'> hatroztuk meg.

A kereskedelemben nem kaphatd peptidhidroxamsavak szintézisénél hasznalt

Z-AlaAla-OCH;-t, Z-AlaSer-OCH;-t és Z-AlaGlyGly-OH-t a Bachem, az N-
hidroxi-szukcinimidet, diciklohexil-karbodiimidet, NH(Me)OH-HCI-t és
NH,OH-HCI-t a Fluka, a Pd/C katalizatort a Merck cégektdl vasaroltuk, és azokat
tovabbi tisztitas nélkiil hasznaltuk. A szintézishez felhasznalt valamennyi szerves
oldoészert a Fluka cégtdl szereztik be. A metanol tisztitasat és szaritasat az
irodalomban leirt modon végeztiik.” A vegyiileteket klasszikus, oldatfazist
laboratériumi szintézissel allitottuk eld, N, atmoszféraban. A reakcio lejatszodasat
vékonyréteg kromatografiaval kovettiik (futtatdszer: metanol/viz (9/1) elegye,
eldhivas: UV fény, ill. FeCl; oldat permete). A Z-védett és a redukcidé utani
termékek tisztasagat 'H-NMR-rel és pH-potenciometrias titralassal is ellendriztiik.
Z-AlaAlaNHOH: az absz. metanolban (4 cm’) feloldott és 0 °C-ra lehiitott
NH,OH-HCl-hoz (290 mg, 4,17 mmol) N, atmoszféra alatt hozzaadtuk bazisként
az 5,2 mol/dm’ NaOCHj oldatot (1,33 cm’, 6,92 mmol). Az elegyet a kivalo NaCl-
tol Schlenk technikaval a Z-AlaAla-OCH; (1,157 g, 3,75 mmol) absz. metanolos
oldatahoz (4,5 cm3) szurtiik, majd N, atmoszféra alatt, 5 6ran keresztiil 0 °C-on
kevertettiik. A reakcidelegyhez 8 cm® desztillalt viz és 10 cm® 1 mol/dm’
sosavoldat elegyét adtuk. A kapott tiszta oldatot egy éjszakan keresztiil 4 °C-on
tartottuk. A kivalt kristalyos, fehér nyersterméket sziirtiik és viz/metanol (6/4)
elegyeébdl atkristalyositottuk. Kitermelés: 577 mg (48 %).
Analizis: '"H-NMR (360 MHz, D,0/DMSO-d; (6/1)) & 7,42 (5H, m, C¢Hs); 5,12
(2H, s, C¢HsCH>); 4,22 (1H, q, CH); 4,10 (1H, q, CH); 1,35 (3H, d, CH3); 1,32
(3H, d, CH;). MS (ESI) m/z (%): 332,133 (100) [M+Na]" (elméleti:
[C14HoN3OsNa]" 332,122), 641,267 (29) [2M+Na]".
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H-AlaAlaNHOH-HCI: a Z-AlaAlaNHOH-t (550 mg, 1,78 mmol) absz. metanol
(20 cm’) és metanolos sosavoldat (1,06 mol/dm’, 2 cm®) elegyében feloldottuk,
majd Pd/C katalizatort (10 %(m/m)) adva hozza H, gaz tulnyomassal, 5 oran
keresztiil redukaltattuk. A reakcioelegybdl a katalizatort kettds reddssziirovel
kiszirtiik, az oldatot vakuumon (40 °C) szarazra paroltuk. A kapott termék fehér
kristalyos, finom eloszlasu, higroszkopos. Kitermelés: 335 mg (89 %).

Analizis: 'H-NMR (360 MHz, D,0) & 4,26 (1H, q, CH); 4,08 (1H, q, CH); 1,53
(3H, d, CH5); 1,39 (3H, d, CH;). MS (ESI) m/z (%): 143,094 (99) [M-NHOH+H]"
176,118 (100) [M+H]" (elméleti: [C¢H14N303]" 176,103), 198,101 (12) [M+Na]".
Z-AlaSerNHOH: a Z-AlaAlaNHOH eléallitasanal leirt 1épéseken keresztiil az
absz. metanolban (7 cm’) feloldott és lehiitétt NH,OH-HCl-hoz (472 mg, 6,79
mmol) hozziadtuk az 5,2 mol/dm® NaOCH; oldatot (2,19 cm’, 11,39 mmol) és a Z-
AlaSer-OCH; (2,00 g, 6,17 mmol) absz. metanolos oldatit (10 cm’). A
reakcioelegyhez 9 cm’® desztillalt viz és 11 cm’ 1 mol/dm’ sésavoldat elegyét
adtuk. Az oldoszer felét vakuumban beparoltuk, és az oldatot egy éjszakan
keresztiil 4 °C-on tartottuk. A kivalt kristalyos, fehér nyersterméket sziirtiik és
viz/metanol (6/4) elegy¢bdl atkristalyositottuk. Kitermelés: 836 mg (42 %).
Analizis: '"H-NMR (360 MHz, D,O/DMSO-d; (6/1)) & 7,42 (5H, m, C¢Hs); 5,13
(2H, s, C¢HsCH,); 4,34 (1H, t, CH); 4,16 (1H, q, CH); 3,79 (2H, d, CH,); 1,35 (3H,
d, CHs). MS (ESI) m/z (%): 348,134 (100) [M+Na]" (elméleti: [C14HoN3O¢Na]"
348,117), 673,266 (27) [2M+Na]".

H-AlaSerNHOH-HCI: a vegyiilet eldallitaisa a H-AlaAlaNHOH-HCl-nal leirt
Iépéseken keresztiil, a Z-AlaSerNHOH (500 mg, 1,54 mmol) redukcidjaval tortént.
Kitermelés: 328 mg (94 %).

Analizis: "H-NMR (360 MHz, D,0) & 4,40 (1H, t, CH); 4,14 (1H, q, CH); 3,83
(2H, d, CHy); 1,55 (3H, d, CHj;). MS (ESI) m/z (%): 120,075 (40) [M—
COCH(CH3)NH,+H]", 131,090 (61) [M—CONHOH-+H]", 159,086 (100) [M-
NHOH+H]", 192,109 (83) [M+H]" (elméleti: [C¢H 4N3O4]" 192,098), 214,098 (5)
[M+Na]", 383,199 (19) [2M+H]".

Z-AlaAlaN(Me)OH: az NH(CH;3)OH-HCl-ot (363 mg, 4,35 mmol) N, atmoszféra
alatt absz. metanolban (7,5 cm3) feloldottuk, 0 °C-ra lehutottiik, hozzaadtuk a 3
mol/dm® NaOCH; bazis oldatot (2,40 cm’, 7,40 mmol) és a szilard Z-AlaAla-
OCHs-t (1,16 g, 3,76 mmol). Az elegyet N, atmoszféra alatt, szobahomérsékleten 6
oran keresztiil kevertettik, majd 2 cm’ desztillalt viz és 3 cm’ 2 mol/dm’
sosavoldat elegyét adtunk hozza. A tiszta oldat etil-acetattal torténé extrakcidja

(3x15 ml) utén a szerves fazist 0,2 mol/dm’ NaOH oldattal (3x5 ml) extrahaltuk,
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majd a vizes fazist 2 mol/dm’ sosavoldattal gyorsan atsavanyitva, azt Gjbol etil-
acetattal extrahaltuk (5x20 ml). Az utobbi szerves fazist egy éjszakan keresztiil
Na,SO,-on szaritottuk. A Na,SO4-ot kiszirtiik, majd az oldatot vakuumban
szarazra paroltuk. Kitermelés: 662 mg (54 %).

Analizis: 'H-NMR (360 MHz, D,0) & 7,43 (5H, m, C¢Hs); 5,13 (2H, s, CHsCH,);
5,03 (1H, q, CH); 4,13 (1H, q, CH); 3,24 (3H, s, NCH;); 1,34 (6H, d, CH3). MS
(ESI) m/z (%): 324,156 (6) [M+H]", 346,140 (100) [M+Na]" (elméleti:
[C1sH,1N30sNa]" 346,137), 669,288 (15) [2M+Na]".

H-AlaAlaN(Me)OH-HCI: a vegyiilet eléallitaisa a H-AlaAlaNHOH-HCl-nal leirt
lépéseken keresztiil, a Z-AlaAlaN(Me)OH (170 mg, 0,53 mmol) redukcidjaval
tortént. A termék finom eloszlasu, fehér kristalyos. Kitermelés: 109 mg (92 %).
Analizis: "H-NMR (360 MHz, D,0) ¢: 4,95 (1H, q, CH); 4,09 (1H, q, CH); 3,26
(3H, s, NCH;); 1,54 (3H, d, CH3); 1,37 (3H, d, CH3). MS (ESI) m/z (%): 175,111
(57) [M—CHs+H]", 190,121 (100) [M+H]" (elméleti: [C;H;¢N3;Os]" 190,119),
212,102 (9) [2M+Na]".

Z-AlaSerN(Me)OH: a Z-AlaAlaN(Me)OH eléallitasanal leirt 1épéseken keresztiil
az NH(CH;)OH-HCl-ot (350 mg, 4,19 mmol) absz. metanolban (7 cm?)
feloldottuk, majd hozzaadtuk az 5,2 mol/dm’ NaOCH; bazis oldatot (1,35 cm’,
7,02 mmol) és a szilard Z-AlaSer-OCHjs-t (1,22 g, 3,76 mmol). A reakcidelegyhez
desztillalt viz (4 cm®) és 1 mol/dm’ sésavoldat (5 cm®) elegyét adva, az olddszer
felét vakuumon beparoltuk. Az elegyet a Z-AlaAlaN(Me)OH esetén leirt Iépéseken
keresztiil dolgoztuk fel. A kapott fehér szinii, porszerli anyagot forr6 acetonitrilb6l
val6 atkristalyositassal tisztitottuk. Kitermelés: 610 mg (48 %).

Analizis: "H-NMR (360 MHz, D,0) & 7,43 (5H, m, C¢Hs); 5,14 (2H, s, C¢HsCH>);
5,08 (1H, t, CH); 4,21 (1H, q, CH); 3,85 (2H, d, CH,); 3,26 (3H, s, NCH;); 1,38
(3H, d, CH;). MS (ESI) m/z (%): 362,135 (100) [M+Na]" (elméleti:
[C1sH,1N3O6Na]" 362,132), 378,109 (10) [M+K]", 701,278 (12) [2M+Na]".
H-AlaSerN(Me)OH-HCI: a vegyiilet eldallitasa a H-AlaAlaNHOH-HCl-nal leirt
lépéseken keresztil, a Z-AlaSerN(Me)OH (400 mg, 1,18 mmol) redukcidjaval
tortént. A katalizator kiszlirése utan, az oldatot beparolva olajszerii terméket
kaptunk, melyet dietil-éterrel, majd acetonitrillel kezeltiik, vakuumban (50 °C)
szaritottuk. A termék fehér, higroszkopos. Kitermelés: 254 mg (89 %).

Analizis: '"H-NMR (360 MHz, D,0) & 5,11 (1H, t, CH); 4,15 (1H, q, CH); 3,88
(2H, d, CH,); 3,26 (3H, s, NCH;); 1,55 (3H, d, CH3). MS (ESI) m/z (%): 191,104

24



3. Kisérleti koriilmények és vizsgalati modszerek

(36) [M—CH5+H]", 206,115 (100) [M+H]" (elméleti: [C;H;sN3;04]" 206,114),
228,096 (7) [M+Na]".

Z-AlaGlyGIyNHOH: a reakcio els6 1épésében a Z-AlaGlyGly-OH-t (2,0 g, 5,93
mmol) dimetil-formamidban (DMF) (10 cm?®) feloldottuk, majd hozzaadtuk az N-
hidroxi-szukcinimidet (HO-Succ) (700 mg, 6,08 mmol) és a diciklohexil-
karbodiimidet (1,22 g, 5,91 mmol). A reakcidelegyet egy napon keresztiil N,
atmoszféra alatt, szobahomérsékleten kevertettiik. A melléktermékként képzodo
diciklohexil-karbamidot az oldatbol kiszlrtiik. Az oldoszert vakuumban
beparoltuk, majd toluolt adva a maradékhoz, azt szarazra paroltuk. A sargas
olajszerli anyagot dietil-éterrel atdorzsolve a kristalyos, fehér Z-AlaGlyGly-OSucc
koztiterméket kaptuk. Kitermelés: 2,56 g (96 %).

A masodik 1épésben a Z-AlaGlyGly-OSucc-ot (1,0 g, 2,30 mmol) absz. DMF-ben
(8 cm’) feloldottuk, majd az oldatot 0 °C-ra lehiitottiik. Az NH,OH-HCl-ot (320
mg, 4,60 mmol) absz. DMF-ben (12 cm®) feloldottuk, 0 °C-ra lehiitottiik és
hozz4adtuk a trietil-amin bazist (0,63 cm’, 4,53 mmol). A masodik oldatot 15 perc
kevertetés utan, Schlenk technikéaval az els6 oldathoz sziirtiik, majd két napon
keresztiil N, atmoszféra alatt, 0 °C-on tartva kevertettiik. Az olddszert vakuumban
leparoltuk, majd a maradékhoz toluolt (2x2 ml) adva Ujra beparoltuk. A kapott
olajat telitett NaCl oldatban (15 ml) feloldottuk, majd etil-acetattal extrahaltuk
(7x35 ml). A szerves fazist Na,SO4-on szaritottuk. A Na,SO,-ot kiszlirve, az etil-
acetatot kb. harmadara vakuumon beparolva az oldatbol nyerstermék valt ki,
melyet forrd acetonitrilbdl valo atkristalyositassal tisztitottunk. Kitermelés: 417 mg
(51 %).

Analizis: '"H-NMR (360 MHz, DMSO-d¢) & 10,58 (1H, s, OH); 8,97 (1H, s,
CONHOH); 8,24 (1H, t, NH); 8,16 (1H, t, NH); 7,66 (1H, d, NH); 7,49 (5H, m,
CeHs); 5,16 (2H, m, CsHsCH>); 4,20 (1H, q, CH); 3,86 (2H, d, CH,); 3,76 (2H, d,
CH,); 1,35 (3H, d, CH3). MS (ESI) m/z (%): 375,132 (100) [M+Na]" (elméleti:
[C1sH20N4ONa]" 375,128), 727,273 (46) [2M+Na]".

H-AlaGlyGlyNHOH-HCI: a vegyiilet eléallitasa a H-AlaAlaNHOH-HCl-nal leirt
lépéseken keresztiil, a Z-AlaGlyGlyNHOH (527 mg, 1,50 mmol) redukciéjaval
tortént. A katalizator kiszlirése utan, az oldatot beparolva olajszerii terméket
kaptunk, mely vakuumban (40 °C) szaritva lassan atkristalyosodott. A
nyersterméket metanol/dietil-éter elegybdl torténd atkristalyositassal tisztitottuk.
Fehér, kristalyos, higroszkdpos anyag. Kitermelés: 125 mg (33 %).
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Analizis: "H-NMR (360 MHz, D,0) & 4,16 (1H, q, CH); 4,06 (2H, s, CH,); 4,03
(2H, s, CHy); 1,56 (3H, d, CH;). MS (ESI) m/z (%): 219,109 (100) [M+H]"
(elméleti: [C;HsN4,O4]" 219,109), 241,091 (4) [M+Na]’, 437,213 (22) [2M+H]".
Z-AlaGlyGlyN(Me)OH: a reakci6 elsé 1épésében a Z-AlaGlyGly-OSucc észtert a
Z-AlaGlyGlyNHOH eléallitasanal leirt 1épéseken keresztiil allitottuk eld. A
masodik 1épésben a Z-AlaGlyGly-OSucc-ot (600 mg, 1,38 mmol) absz. dimetil-
formamidban (10 cm’) feloldottuk, majd 0 °C-ra lehiitottik. A NH(CH3)OH-HCl-ot
(235 mg, 2,81 mmol) absz. dimetil-formamidban (5 cm®) feloldottuk, 0 °C-ra
lehtitottiik és hozzaadtuk a trietil-amin bazist (0,38 cm’, 2,73 mmol). 15 perces
kevertetés utan a masodik oldatot Schlenk technikaval az els6 oldathoz sziirtiik,
majd két napon keresztiil N, atmoszféra alatt, 0 °C-on tartva reagaltattuk. A reakcio
lejatszodasa utan az olddszert vakuumon leparoltuk, majd a maradékhoz toluolt
(2x2 ml) adva tjra beparoltuk. A beparlas utan visszamaradt nyersterméket forrd
etil-acetatbol valo atkristalyositassal tisztitottuk, a terméket sziirtilk és hexannal
mostuk. Kitermelés: 152 mg (30 %).

Analizis: "H-NMR (360 MHz, DMSO-d¢) &: 10,09 (1H, s, OH); 8,29 (1H, t, NH);
7,96 (1H, t, NH); 7,65 (1H, d, NH); 7,47 (5H, m, C¢Hs); 5,13 (2H, m, C¢HsCH,);
4,19 (1H, q, CH); 4,09 (2H, s, CH,); 3,85 (2H, s, CH,); 3,21 (3H, s, NCH3); 1,33
(3H, d, CH;). MS (ESI) m/z (%): 389,145 (100) [M+Na]" (elméleti:
[C16H2oN,O¢Na]" 389,143), 405,119 (5) [M+K]", 755,298 (45) [2M+Na]".
H-AlaGlyGlyN(Me)OH-HCI: a vegyiilet eldallitasa a H-AlaAlaNHOH-HCl-nal
leirt 1épéseken keresztiil, a Z-AlaGlyGlyN(Me)OH (350 mg, 0,96 mmol)
redukciojaval tortént. A katalizator kisziirése utan, az oldatot beparolva olajszeri
terméket kaptunk, mely vakuumon (40 °C) széritva lassan atkristalyosodott. A
termék fehér, kristalyos. Kitermelés: 200 mg (78 %).

Analizis: "H-NMR (360 MHz, D,0) & 4,14 (1H, q, CH); 4,07 (2H, s, CH,); 4,05
(2H, s, CH,); 3,25 (3H, s, NCH;); 1,56 (3H, d, CH3). MS (ESI) m/z (%): 233,123
(100) [M+H]" (elméleti: [CsH7N4O4]" 233,124), 255,104 (10) [M+Na]’, 465,241
(30) [2M+H]'".

A fémtorzsoldatokat a Reanal cégtdl vasarolt CuCl,-2H,0 ¢és NiCl,-5H,0 a.lt.
mindségli vegyszerbdl kétszer desztillalt vizben, ill. az AlCl;-6H,0, FeCl;-6H,0 és
ZnO ismert mennyiségli so6savban valo feloldasaval készitettilk. A sosavra a
fémionok hidrolizisének visszaszoritdsa miatt volt sziikség. A torzsoldatok pontos

crcr
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155 Az oldatok savtartalmat

oxinat formajaban, a Fe(Ill) esetén oxid forméajaban.
pH-potenciometrias méréssel hataroztuk meg.

A VO(IV)-perklorat oldatot a Nagypdl és Fabidn modszerével'™® eldallitott
fémtorzsoldatbol  higitva  hasznaltuk, melynek pontos koncentracidjat
permanganometrias titralassal, ICP-AES ¢és spektrofotometrias méréssel is
meghataroztuk. A permanganometrias titralas kénsavas kozegben, katalitikus
mennyiségli MnSOy, jelenlétében, 60 — 80 °C-on tortént. A spektrofotometrias és az
ICP-AES mérésekhez kalibraldo egyenest vettiink fel, melyhez fém vanadiumot
(Sigma, 99,7 %) kevés cc. salétromsavban feloldva torzsoldatot készitettiink. A
fotometria esetén a kalibralo és a mérendd oldatokat tigy allitottuk Gssze, hogy
tartalmaztak a VO(IV) oldatot, azonos mennyiségben ~ 20 %-o0s kénsav oldatot, és
telitett aszkorbinsav oldatot a mintdban esetlegesen el6fordulo  V(V)
redukaldsdhoz, majd a térfogatokat pontosan 10,00 cm’-re egészitettiik ki. A

1" hataroztuk

VO(IV) oldat savtartalmat az Irving-féle savkorrekcidos modszerre
meg.

A V(II) oldatot a kereskedelemben kaphatd szilard vanadil-klorid (Reanal)
kétszer desztillalt vizben vald oldasaval készitettiik ~0,1 mol/dm® sésavtartalom
mellett ugy, hogy finom eloszlast palladium katalizator jelenlétében H, gazt
buborékoltattunk at az oldaton, két napon keresztiil. A redukcié végbemenetelérdl
az oldatbdl vett kis mennyiségli minta spektrofotometrias mérésével gy6zodtiink
meg. A redukcid soran a VO(IV)-ion kék szine (An.x = 760 nm) folyamatosan
atment a V(III)-ion sziirkészold szinébe (Am.x = 397 és 588 nm). A V(III) oldatot a
fémion oxidéciora vald hajlama miatt Schlenk technikaval juttattuk a specialisan
kialakitott taroléedénybe, ahol azt oxigéntdl teljesen elzarva, savas krom(Il)-
kloridot tartalmaz6 gazmosokon oxigénmentesitett argon gaz alatt taroltuk. Az
oldat rendszerben torténé mozgatasa és kimérése argon tulnyomas segitségével
tortént. A minta teljes fémion koncentraciojat a VO(IV) oldatnal leirt
modszerekkel (permanganometria, spektrofotometria, ICP—AES) hataroztuk meg
ugy, hogy a V(III) oldat ismert mennyiségét tobb napig levegdn, magneses
keverdvel kevertetve teljesen VO(IV)-gyé oxidaltuk az alabbi egyenlet alapjan:

4 [VH0)]™" + 0, — 4 [VOH0)s]"" + 4H" + 2 H,0 M
jodometrias titralassal,'™ ahol a fémiont ismert mennyiségii oxigénmentes kalium-
jodat oldattal VO(IV)-gyé oxidaltuk, mikézben jod keletkezett. A jodat feleslegét
jodiddal jodda redukaltuk. A végbemeno reakciok egyenletei a kdvetkezok:
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210; + 10V + 4H,0 — 10VO* + I, + 8H' )
I0; +5I + 6H — 3H,0 + 31, 3)
L+ 2805 — 2T +S,06 4)

Az 6sszes képz0do jod mennyiségét natrium-tioszulfat mérdoldattal meghatarozva
az eredeti V(III) oldat fémiontartalma szamolhaté. Az igy kapott fémion
koncentracio jo egyezésben volt a permanganometrids €s a spektrofotometrias
mérés eredményével. A V(III) oldat savtartalmat ugy hataroztuk meg, hogy a
fémiont a hidrolizisre vald er6s hajlama miatt levegdn VO(IV)-gyé oxidaltuk (1.
egyenlet), majd a savtartalmat a VO(IV)-ion esetén alkalmazott Irving-féle

.7 , 1
savkorrekcios modszerrel ™’

mértiik. Az oxidacid soran keletkezett savmennyiséget
a torzsoldat savtartalmanak szamolasanal figyelembe vettiik.

A fémionok hidrolizisét a sajat vizsgalati koriilményeink kozott kiilon csak a
V(II)-ion esetén tanulmanyoztuk. Hidrolitikus folyamat valamennyi vizsgalt
fémionnal lehetséges,”® azonban szamottevé mennyiségben mar kis pH-kon is
oldékony hidroxokomplexek a VO(IV)-, V(III)-, Fe(Ill)- és Al(Ill)-ion esetén
képzédnek, melyekre vonatkozé hidrolizis 4allandokat az irodalomban

61-62,81,160,161 . , , . ,
| /S A szamolasok soran ezen fémionoknal a

megtalalhatju
hidroxokomplexeket rogzitett stabilitasi allandokkal (a Davies egyenlet
segitségével 0,2 mol/dm’ ionerésségre atszamolva) mindig figyelembe vettiik, a
V(III)-ion esetén az altalunk meghatarozott stabilitasi allandokat hasznalva.

Az ioner8sséget valamennyi vizsgalt mintidban KCl oldattal 0,2 mol/dm” értékre
allitottuk be. A titralasokhoz 0,2 mol/dm® koncentracioju karbonatmentes (a V/(III)

esetén végzett méréseknél karbonat- és oxigénmentes) KOH oldatot hasznaltunk,

srer
srcr

crcr

toménységh luggal mértiik.

3.2. A vizsgalati modszerek elvi alapjai, alkalmazott Kkisérleti koriilmények
3.2.1. pH—potenciometria

Az oldatfazisban lejatszodd komplexképzodési folyamatok egyenstlyi
vizsgalatanak  legaltalanosabb  kisérleti modszere a pH-potenciometria.
Alkalmazhatésaganak feltétele, hogy a ligandumhoz koordinalodé fémion hatassal
legyen annak protonalodasi egyensulyara, azaz a komplexképzddés pH-effektussal
jarjon. A ligandum gyenge bazis, ezért a komplexképzodés kompetitiv reakciot
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jelent a H'-ion és a fémion kozott. Igy a pH mérésébél kovetkeztetni lehet a
képz6d6é komplex(ek) stabilitasara. A komplexképzodésre az alabbi altalanos
egyensuly irhat6 fel (a toltésektdl az egyszeriiség kedvéért eltekintlink):

pM +gA +rH M,A H, ®)
A pH-potenciometrias vizsgalat célja a képz6d6 asszocidtumok Osszetételének és

stabilitasi allandoinak a meghatarozasa. A részecskék stabilitasi szorzata a
kovetkezo egyenlettel irhato fel:
B, = MpAallel ©
[M]P[AT*[H]"

A kisérleti adatokbol a stabilitasi szorzatokat a PSEQUAD'®* nevii
szamitogépes programmal szamitottuk ki. Az értékelések soran komponensként
szerepeltek: a fémion (M), a teljesen deprotonalt ligandum (A) és a proton (H). A
mintahoz adott mérdoldat térfogat — pH kisérleti adatparokon kiviill bemend
adatként meg kell adnunk az asszociatumok (kiilonbozé protonaltsagi foku
ligandum, M,AH, fémkomplexek ¢és hidroxokomplexek) szamat, az
asszociatumok 0Osszetételét, a komponensek kiindulasi teljes koncentraciojat, az
ismert €s az ismeretlen (kozelit6) stabilitdsi szorzatokat, illetve kiilonbozo
korrekcios tényez6t.'® A program a keresett stabilitasi szorzatokat az M, A és H
komponensekre felirt anyagmérlegek (7-9. egyenletek) megoldédsaval adja, ahol n
a rendszerben képz6dd asszocidtumok szamat, p, g, r a sztochiometriai
egyiitthatokat jeloli. Amennyiben vegyes ligandumui rendszereket vizsgalunk, a
komponensek szama eggyel né a masodik (B) ligandum miatt, igy az anyagmérleg
négy komponensre irhat6 fel.

Cm :[M]+zp1qur[M]1p[A]?[H]1r (7)
i=l1

cp =[Al+2qiBpq IMIPATI[H]} (8)
i=l1

oy =[HI+ X 1ipq IMIP AT [H]} )

i=1
A program a kiindulasi adatok figyelembevételével, Newton—Raphson iteracidoval
végzi a kozelitést mindaddig, mig a mérdoldatra nézve a X(V e — Vszémolt)z értéke
minimumot ad (V a mérdoldat térfogata). Valamennyi megadott pH-értéknél

crer
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pontokhoz tartoz6 standard devidcio értékét. Az iteraciosorozat végén megadja a
finomitott stabilitasi szorzatokat, a kisérleti és a szamitott titralasi gorbék
pontjaihoz tartozo |V mer—Vsamol| €rtékek atlagat (illesztési paraméter), és egy adott
komponensre vonatkozoan kirajzolja az asszociatumok koncentracid eloszlasi
gorbéjét a pH fliggvényében. A stabilitasi allandok kozlésekor a zardjelben
szerepld szam az allandd utols6 szamjegyével azonos nagysagrend szerinti
standard deviacio értékét jeloli. A feltételezett asszociatumok egy adott Osszességét
nevezziik a rendszer egy modelljének. Az a modell fogadhaté el, mely kémiai
megfontolasok alapjan értelmezhetd, és amelynél az illesztési paraméter a
legkisebb. A ligandumok protondlodasi allanddinak meghatdrozasara minden
esetben a SUPERQUAD'® nevii programot hasznaltuk, aminek tovabbi el6nye,
hogy a protondlodasi allandé értéke mellett lehetdség van a ligandum- és a
protonkoncentraciok finomitasara is. A kapott stabilitdsi alland6 értékek alapjan a
rendszerre jellemz6 koncentracio-eloszlasi gorbéket a SED és a CED program'®
segitségével szerkesztettilk meg.

A pH-potenciometrias mérésekkel nyert informaciok alapvetd fontossaguak a
komplexkémiai vizsgalatokban, de sok esetben azokbdl egyértelmii
kovetkeztetések nem vonhatok le. El6fordulhat, hogy egy rendszer tobb, kémiailag
realis modellel is egyforman jol leirhato, vagy két részecske képzddése azonos pH-
effektussal jar és ezzel a modszerrel egymastél nem kiilonbdztethetOk meg.
Tovabba, a meghatarozott stabilitasi allandok nem adnak felvilagositast arrél, hogy
a képz6dé komplexekben milyen kotésmod valosul meg, milyen a komplex
geometridja. Ilyenkor mas, szerkezeti informaciokat is nyuQjtd vizsgalatok
sziikségesek (pl. UV-lathatd spektrofotometria, CD vagy ESR spektroszkopia) a
pH-potenciometrids mérések eredményeinek a kiegészitésére.

A pH-potenciometrias mérésekhez Radiometer PHM 84 pH-mér6t, Radiometer
ABU 80 illetve Metrohm 715 Dosimat tipusi automata biirettat és Metrohm
6.0234.100, valamint csiszolatos Metrohm 6.0233.100 kombinalt Givegelektrodot
hasznaltunk. A kisebb mennyiségben rendelkezésre 4ll6 ArgArgArg ¢és
ArgArgArgArg vizsgalata sordn egy szamitogép altal vezérelt MOLSPIN pH-meter
késziiléket hasznaltunk, melyhez automata MOL-AcS biiretta és egy Metrohm
6.0234.110 tipust kombinalt {ivegelektrod kapcsolodott. A KOH oldatot 1 cm’
végtérfogata Hamilton fecskend6bdl adagoltuk.

A mérérendszer hitelesitése 0,0500 mol/dm® koncentracioju KH-ftalat oldatra (t =

25,0 °C, pH = 4,005), valamint a vizionszorzat (I = 0,2 mol/dm’, t = 25,0 °C, pKw
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= 13,756 £ 0,01) értékére tortént. A mért pH értékbdl a hidrogénion-koncentracid
szamolasara az Irving és munkatarsai altal javasolt modszert alkalmaztuk."’
Valamennyi altalunk vizsgalt rendszert vizes oldatban tanulmanyoztuk. Az
egyensulyi méréseknél a mintak homérséklete 25,0 £ 0,1 °C volt, melyet
ultratermosztattal tartottunk allando értéken. A méréseket argon atmoszféra alatt
végeztiik, ahol a gaz a mintan atbuborékolva egyben a kevertetést is biztositotta.

A V(ID)-iont tartalmazé mintdk esetén az egyenstulyi mérések kivitelezésénél
kiilonds gonddal kellett eljarnunk a fémion oxidaciora vald hajlama miatt. Ezért a
mérések kivitelezése O, ¢és CO, mentes koriilményeket biztositod, altalunk
specialisan kialakitott csiszolatos titraloedényekben tortént, tisztitott argon
atmoszféra alatt. A titrdldsok elinditdsa eldtt a mintdkat még kb. 20 percig
argonoztuk, miel6tt a fémiont hozzamértik. A keverést az argon gaz
buborékoltatasa mellett magneses keverdvel is eldsegitettiik.

A pH-potenciometrias méréseket a lehetséges pH = 2,0 — 11,5 tartomanyban
végeztiik, mivel ebben a tartomanyban hanyagolhat6é el a diffazids potencialok
kiilonbsége az alkalmazott kombinalt {ivegelektrod esetén. Csapadékképzddésnél a
pH-tol fliggetlentil abbahagytuk a titralast. A mérésekhez elkészitett mintak 3, 4, 5,
10 illetve 20 cm® térfogatiak voltak a mérérendszertdl, ill. a rendelkezésiinkre 4116
ligandumok mennyiségétdl fiiggéen. A mintakban a ligandum mennyisége 2-10~ —
4-107 mol/dm’ kozott valtozott. A ligandumok savi disszociaciés allandoéit kiilon
titralasokban, csak a ligandumot tartalmazé mintdkban hataroztuk meg. A
komplexképzddés tanulmanyozasa soran a fém — ligandum arany 1:1 és 1:5 kozott
valtozott, a peptidhidroxamsavak esetén Cu(Il)-ionnal mért fémfelesleges
rendszerek 1,2:1 és 1,5:1 aranyuak voltak. A VO(IV)-gyel mért vegyes ligandumu
rendszereknél 1:1:1, 1:2:2, 1:1:2, 1:2:1 fém — A — B ligandum aranyok mellett
végeztiik a méréseket.

3.2.2. UV-lathaté spektrofotometria
UV-lathato spektrofotometrias méréseket Cu(Il)-, Ni(Il)-, Fe(Ill)- és V(III)-
komplexekkel végeztiink. Ezen fémionoknak az elektronszerkezetiikbol adéddan
jellegzetes, d—d atmenetekhez tartozo elnyelésilk van els6sorban a lathatod
hulldmhossztartomanyban.'® Az atlagos kornyezeti szabalynak megfelelden egy
adott fémion esetén az elektronabszorpcios spektrum elnyelési maximuma (Anax)
alapvetden fiigg a fémionhoz koordinalé donoratomok tipusatdl és a komplex

crers

geometrigjatol.”” fgy a kapott spektrumok elemzésével a képz6dott komplexek
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szerkezetére, geometridjara, valamint a koordinalédé donoratomok szamara és
mindségeére kovetkeztethetiink.

A tetragonalisan torzult oktaéderes geometridju Cu(Il)-komplexek esetén az °E,
alap- és a 2T2g gerjesztett allapota energiaszintek felhasadnak — a gyenge és az erés
teri ligandumokkal kiilonbozoképpen, de mind a két esetben négyfelé —, és az igy
létrejott szintek kozott haromféle d—d atmenet lehetséges. Ezek az atmenetek
gyakran egyetlen savva olvadnak 0ssze, és az energidjukat, ill. az intenzitasukat
nagyban befolyasolja a koordinalt donoratomok szdma és mindsége. Abban az
esetben, ha nincs szdmottevd axidlis koordinacio, a Cu(Il)-komplexek varhatod
abszorpcidos maximuma szamolhaté a Sigel és Martin altal felirt empirikus
egyenlettel (10. egyenlet),” melyben nagyszamu spektrofotometrias mérés alapjan
szamos aminosav ¢és peptid jellemzéd donoratomjainak adtdk meg az un.

hozzajarulasi tényezéit (x;).”>"*’
1000
A =73 [nm] (10)
X,
i=l1
ahol pl. x; = 0,456 (NH,); 0,397 (O hidroxamat);
0,346 (COO); 0,294 (H,0);
05494 (Niamid); 0,470 (Nihidroxamét);

Az egyenlet alapjan a vizes oldatban jelenlévd [Cu(H,O)s]*" ion négy ekvatorialis
vizmolekulajanak oxigén- vagy nitrogéndonorokkal torténd szubsztitucidja az
abszorpcidos maximumot a kisebb hullamhosszak felé tolja el. Ez az effektus
kiilondsen nitrogéndonoroknal jelentds. A kvantitativ Osszefliggés megadasat
azonban neheziti, hogy az effektus nagysaga a donoratom kémiai természetén kiviil
fligg a kelatgylrli méretétél, valamint a ligandumhoz kapcsolodo, de a
koordinacioban részt nem vevO szubsztituensektdl is. Valamint ezek az
Osszefiiggések nem alkalmazhatok abban az esetben, ha kelatképzddés van az
egyik axialis pozicioval, ugyanis az axialis koordinacid a Ay, értékének
kismértékii eltolodasat eredményezi a nagyobb hullamhosszak felé (un. vords
eltolodas).'®®

A Ni(Il)-komplexek két leggyakoribb koordinacids szdma 6 és 4. A 6-0s
koordinacios szami, oktaéderes komplexekhez harom, viszonylag kis intenzitast
d—d atmenet tartozik (€yax < 30 dm*/mol-cm), 770-1430 nm ‘A, — °T>), 500-910
nm (CA,— T, (F)) és 370520 nm (*A, — T, (P)) hullamhosszaknal. Ezen savok
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mellett 1étezik egy még kisebb intenzitasu, spintiltott (A, — 'E) dtmenet is, amely
altalaban csak vallként jelenik meg valamelyik cstcson. A 4-es koordinacids
szamu, tetraéderes Ni(Il)-komplexek spektrumaban mar nagyobb intenzitastl (€yax
~ 10°-10* dm*/mol-cm) savok talalhatok 500-900 nm hullimhossznal. A szintén 4-
es koordinaciés szamu, diamagneses sajatsagl, siknégyzetes geometriaju
komplexek, melyek konnyen alakulnak ki mas geometriaji komplexekbdl, €s
gyakran képzddnek kiilondsen erds terti ligandumokkal valé kdlcsonhatasban (pl.
amid-nitrogént tartalmazoé peptidekkel), 400-550 nm koriil adnak egy elég intenziv
savot (gmax ~ 50-500 dm’/mol-cm). Valamint egy maésodik, még intenzivebb sav
talalhaté 430 nm alatt, amely gyakran toltésatviteli eredetii.'®

A Fe(Ill)-ion peptidhidroxamsavakkal képz6d6é komplexekeit tanulmanyoztuk
spektrofotometridsan. Mivel a komplexek igen nagy stabilitastak, és pH ~ 2-nél a
rendszerben gyakorlatilag mar nincs szabad fémion, ezért csak pH-
potenciometriaval nem lehet stabilitasi allandot meghatarozni.'® Ebben az esetben
a rendszerek leirdsara a spektrofotometria jo kiegészitd modszer lehet. A lathato
hullamhossztartomanyban a Fe(Ill)-hidroxamatokra jellemzd toltésatviteli sav
jelenik meg, ahol a An.x €s € értéke egyértelmiien a Fe(Ill)-ionhoz koordindlodo
hidroxamato-kelatok szamatol fiigg (Amax = 510-520 nm, & ~ 1000 dm*/mol-cm egy
hidroxamat; Amex = 460—480 nm, € ~ 1800 dm’/mol-cm két hidroxamat; Ame =
420-430 nm, & ~ 2500 dm*/mol-cm harom hidroxamat koordinacidja esetén).'** A
pH = 0,7-1,6 tartomanyban felvett spektrumokbol (ahol az ionerdsséget ugy
tartottuk alland6 értéken, hogy a KCl-ot fokozatosan HCl-ra cseréltiik, és a pH
értékét szamoltuk) a fémionhoz koordinalodé elsé hidroxamat-kelatra szamolhato
stabilitasi allando értéke hatarozhaté meg. Ezen értéket lerdgzitve mar a pH-
potenciometrias gorbék is kiértékelhetok. A pH > 2 esetén felvett spektrumok
segitségével pedig a képz6dé komplexek Osszetétele, ill. a stabilitdsi szorzatuk is
szamolhat6. Ezeket a szdmitasokat is a PSEQUAD'® programmal végeztiik, ahol a
pH-potenciometrianal felsoroltak mellett tovabbi bemend adatként szerepel a
rendszerben képz6dd szines részecskék szama, ill. ebben az esetben a mintdhoz
adott mérdoldat térfogat fliggvényében a kiilonboz6 hullamhosszakon mért
abszorbancia értékeket adjuk meg. Az eredmények kozott a program az egyes
szines részecskék molaris abszorbancidit is megadja a vizsgalt hullamhosszakon.

A V(IlI)-ion leggyakoribb koordinacids szama a 6, oktaéderes geometriaval,
ahol a fémionra jellemz6 d* konfiguracid harom spinmegengedett atmenetet ad. A
spektrumokban tobbnyire két sav talalhato a lathatdo tartomanyban, mely
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feltehetden a d—d atmenetekbdl ered, és egy tovabbi, sokkal nagyobb intenzitisu
toltésatviteli sav az UV-tartomanyban. A legnagyobb energiaji d-d savot a
toltésatviteli sav altaldban elfedi.'”® Az irodalomban ismert a V(Pic); komplex
pontos szerkezete, ahol a fémionhoz harom ligandum koordinalédik (N,O)
kelatokon keresztiil, szabalyos oktaéderes geometriaval.¥’ Ezen komplex UV-
lathat6 spektrumaban harom d—d sav kiilonithetd el 375, 515 és 628 nm-nél. Abban
az esetben, ha ez a harom abszorpcios sadv egymassal atfed, az utalhat az
oktaéderes geometria torzulasara.

Az UV-lathatd spektrofotometrids mérések Hewlett Packard 8453 és Perkin
Elmer Lambda 35 tipusu spektrofotométeren torténtek, a 250-800 nm hullamhossz
tartomanyban. A kiivetta uthossza 1 cm volt. A V(IIl)-iont tartalmazé mintak
vizsgalatakor alaposan kiargonozott, jol zarhaté dugés kiivettat hasznaltunk. A pH
valtoztatdsat a mar emlitett csiszolatos edényben argon atmoszféra alatt végeztiik,
¢és a fotometrias méréshez kivett mintarészletet a mérés utan mar nem hasznaltuk.
A V(II)-ion hidrolizisének vizsgalatakor 5-10™ mol/dm® — 1-10” mol/dm” kézotti,
a ligandumot is tartalmazé rendszereknél 1-10° mol/dm’® — 4-10” mol/dm’ kozotti
fémion koncentracional, valamint 1:1 és 1:4 fémion — ligandum aranynal torténtek
a mérések. A Cu(Il)-ion esetén 1:1, 1:2 és 1,5:1 fém — ligandum aranyoknal, mig a
Ni(Il)-ionnal 1:1, a Fe(Ill)-ionnal 1:5 fém — ligandum aranynal mértiink. A
fémionok koncentracioja a rendszerekben 4-10* — 4-10~ mol/dm’ koz6tt véltozott.

3.2.3. CD spektroszkopia

A sikban polarizalt fény egy balra és egy jobbra cirkularisan polarizalt
fénysugar 6sszegének tekinthetd. Az optikailag aktiv anyagok, mint az aminosavak
és a peptidek, a sikban polarizalt fényre nézve kiilonboz6 torésmutatojuak. Egy
ilyen kdzegen a polarizalt fényt atbocsatva, a fény polarizacids sikja elfordul. Az
elfordulds mértéke a torésmutaton kiviil fiigg az oldoszertdl, a homérséklettol,
valamint a mérés hullamhosszatol. A sikban polarizalt fény két Gsszetevéjének
kiilonb6zo abszorpcidjat cirkularis dikroizmusnak, vagy felfedezdje utan Cotton-
effektusnak nevezik. A cirkularis dikroizmus gorbét (CD gorbe) akkor kapjuk, ha a
kétféle fénysugar abszorpciojanak kiilonbségét (Ae =€ pa — € jobb) @ hullamhossz
(M) figgvényében abrazoljuk. A CD gorbe maximumai, illetve minimumai az
elektrongerjesztési spektrum maximumainal, illetve ahhoz igen kozeli
hullamhosszaknal jelentkeznek. A CD spektroszkopia elénye az elektrongerjesztési
spektrummal szemben, hogy savjai viszonylag keskeny Gauss-gorbék, és kozottiik
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joval ritkabban fordul el atfedés, emellett a Cotton-effektus eldjele is szolgaltathat
tovabbi informaciokat a komplex szerkezetérél.'”!

Optikailag aktivak az ugynevezett diszimmetrikus molekulak, melyek masodrendi
szimmetriaelemet (tiikorsikot (o), inverzids centrumot (i) vagy tiikrozéses forgatast
(S)) nem tartalmaznak. A fémkomplexek optikai aktivitasat okozhatja a ligandum
sajat — a komplexképzddés eldtt is meglévd — aszimmetridja, vagy a koordinacio
soran képz6édé komplex aszimmetrigja. Utobbi a kozponti atom koriili
aszimmetrikus elrendezddés kovetkezménye lehet. Ha a komplex optikai aktivitasa
a komplexképzddés alatt alakul ki, vagyis a ligandum maga optikailag inaktiv volt,
akkor a komplexképzddéssel a két enantiomer racém elegyét kapjuk, melyekhez
ellentétes eldjelli, azonos nagysagi Cotton-effektus tartozik, amik igy kioltjak
egymadst. Ezeket az enantiomerparokat csak kinetikailag inert komplexek esetében
lehet elvalasztani €s vizsgalni.

A cirkuléris dikroizmus spektroszkopia Cu(Il)-, Ni(Il)- és Pd(II)—peptidkomplexek
szerkezetének a felderitésében széles korben hasznalt modszer.'>'” Az egyszerii
di- ¢és tripeptidkomplexekkel kapcsolatban szamos irodalmi adat all
rendelkezésiinkre. Az ezekbdl levonhatod legfontosabb kovetkeztetéseket Sigel és
Martin foglalta 6ssze.”

CD spektroszkopias méréseket a peptidhidroxamsavak és az arginin tartalmu
peptidek esetén végeztiink, Cu(Il)-ionnal. A mérések JASCO-810 spektrométeren
torténtek, a 300-800 nm hullamhossz tartomanyban, szobahdmérsékleten, 1 cm
Gthosszasagu kiivettat hasznalva. A mintidkban a ligandum koncentracidja 3-107
mol/dm’, a Cu(I) — ligandum arany 1:1 és 1:2 és 1,5:1 volt.

3.2.4. ESR spektroszkopia

Az elektronspin-rezonancia spektroszkopia fontos vizsgalati modszer olyan
molekuldk és ionok tanulmanyozasara, melyek parositatlan elektront tartalmaznak,
azaz paramagnesesek. Ide tartoznak az altalunk tanulmanyozott Cu(Il)- és VO(IV)-
komplexek. A moddszer az elektron €s a magneses tér kolcsonhatiasan alapul.
Magneses térben az elektron magneses momentuma kétféle orientaciot vehet fel: a
térhez képest parallel vagy antiparallel iranyba allhat be. A kétfajta orientaciod
kiilonbozo energiaallapotot jelent, és ardnyat a Boltzmann-eloszlas adja meg:

N

antiparallel — e_AE/k (1 1)
Nparellel
Egy H indukcidju magneses térben az elektronspin lehetséges energiaszintjei:
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E, 6 =g u -m-H (12)

ahol g.: a szabad elektron g tényezdje (= 2,00232)
ug: Bohr-magneton (= 9,27401:10 % J/T)
mg: az elektron spinkvantumszama (= £1/2)

A parallel és az antiparallel beallast elektronok energiaszintjei kozotti tavolsag:
AE=g., pus-H (13)

A spinhez kapcsolodd magneses momentum a lokalis magneses térrel 1ép
kolesonhatasba, €s a rezonancia feltétele:

h-v=g. up  Hoais=g - us - H (14)

ahol  h: a Planck-alland6 (= 6,625-10* J/s)
v: a besugarzas frekvenciaja

ESR-abszorpciot akkor kapunk, ha a statikus térre mer6legesen polarizalt
nagyfrekvenciaju, rendszerint mikrohullamu elektromagneses teret alkalmazunk, és
az elektromégneses sugarzas energidja pontosan megegyezik a két allapot
energiakiilonbségével.'™ A g-tényez6 és a g, érték kozotti eltérés attol fiigg, hogy
az alkalmazott tér milyen lokalis elektronaramokat indukal a vizsgalt komplexben,
igy az eltérés értéke informaciot szolgaltat az elektronszerkezetrdl.
Az ESR spektrumok legfontosabb sajatsaga a hiperfinom szerkezet, ami az egyedi
spektrumvonalak komponensekre valo felhasadasat jelenti. A felhasadas oka a mag
magneses momentumatol szarmazo magneses tér hatasa a parositatlan elektron
magneses momentumara. Egy I spinli mag altalanos esetben (21 + 1)-szeres, azonos
intenzitasu vonalbol alloé finomszerkezetet hoz 1étre. A Cu(Il)-ion esetén (I = 3/2)
négy, mig a VO(IV)-ion esetén (I = 7/2) nyolc vonalbdl all a hiperfinom szerkezet.
Az ESR spektrumban két tartomanyt tudunk elkiiloniteni: a merélegest (L) és a
parhuzamost (II), attol fliggden, hogy az alkalmazott magneses tér milyen szoget
zar be a vizsgalt molekula szimmetriatengelyével. Mi a méréseinket fagyasztott
mintakban végeztiik, melyben a molekuldk orientacidja a térhez képest eltérd, de
helyzetiik a mérés soran allando, igy a paraméterek szogfiiggése vizsgalhato.!” A
rendszereink kiértékelésénél csak a parhuzamos paramétereket hasznaltuk. A
spektrumbol szamolhaté A; hiperfinom csatolasi allandok és a g, értékek
jellemzéek a fémionhoz az ekvatoridlis sikban koordinal6édé donoratomokra. A
paraméterek a kdvetkezd Osszefiiggéssel adhatok meg:

g =8 (15)
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_ . -a
An[cm 1]: g ;L.BC I (16)

ahol  Hj: a mintaban mért magneses térerd [Gauss]
Ho: a standardra kapott magneses térer6 [Gauss]
ay: parallel csatolasi alland6 [Gauss]

Tobb vizsgalat mutatta korabban, hogy az ESR spektroszkopia igen jol hasznalhatd
spektroszkopiai modszer Cu(Il)-peptid rendszerek vizsgalatara.'”'”” A kapott
paraméterekbdl kovetkeztetni lehet a fémion koordinacios szférdjaban 1évo
donoratomok szdmara és tipusara, valamint a komplex geometriajara.

A VO(IV)-komplexek esetén — nagyszami ¢€s ismert kotésmoda VO(IV)-
komplexek paramétereit felhasznalva — jo kozelitéssel megbecsiilhetd a fémionhoz
ekvatoridlisan koordinalodé egyes donoratomok hozzajarulasa a hiperfinom

csatolasi allandé értékéhez az ESR spektrumban (un. additivitasi szabaly):'™

A LSn A, (17)

n i=l

Il (szamolt) =

ahol  n;: adott tipusti donoratomok szama (1 — 4)
Ay ;: adott tipust donoratomra jellemzd érték

Ani = 45,65 (H,0); 31,93 (S);
42,73 (COO); 37,00 (N);
43,67 (C=0); 38,68 (OH);
38,88 (ArO):; 40,70 (=N");

Tobbmagvia komplexek esetében, ahol a fémionok egymashoz viszonylag kozel
helyezkednek el, és kozottiik a kdlcsonhatas erds, a spinkicserélddési effektus miatt
az ESR jel nagymértékben kiszélesedhet, vagy teljesen meg is sziinhet, un. ESR
inaktiv komplex alakul ki.

Az ESR spekroszkopiai méréseket a VO(IV)-komplexek esetén a japan kyotoi
egyetemen Prof. H. Sakurai laboratoriumaban, 77 K homérsékleten lefagyasztott
vizes oldatokban végezték Bruker ESP 300F késziiléken (9,75 MHz). A Cu(Il)-
komplexek esetén a spektrumokat Bruker ER 200D spektrométeren vettiik fel az
olaszorszagi Universita degli Studi di Sassari egyetemen, *Cu(NO;), oldatot
hasznalva, 9,15 GHz élland6 frekvencianal, 150 K homérsékleten lefagyasztott
vizes oldatokban, etilén-glikolt adva a mintdkhoz. A mintakban a fémion

koncentracioja 5-10~° mol/dm’, a Cu(II) — ligandum arany 1:1 és 1:2 és 1,5:1 volt.
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3.2.5. '"H-NMR spektroszképia

A peptidhidroxdmsavak szintéziséhez valamennyi esetben felvettik a
ligandumok 'H-NMR spektrumait azonosits, illetve a tisztasdg ellendrzése
céljabol. Ezen ligandumoknal mivel a makroszkopikus protonalodasi allandok
egymdashoz kozeli értékek — a folyamatok egymassal atfednek —, lehetdség van a
protondlodasi mikroallandok szamolasara is, azaz megadhatjuk, hogy egy adott
ligandum-protonaltsag esetén a proton melyik csoporton hany szazalékos
valoszinliséggel helyezkedik el, és mennyi az egyes csoportok jellemzd
egyes protonokhoz tartozd kémiai eltolodasokat (d) hasznaltuk, és az adatok
kiértékelését a PSEQUAD és MATLAB programmal végeztiik.'”
Zn(Il)-komplexek esetében a részecskék oldatbeli szerkezetének a vizsgalatara
szamitasba johet a "H-NMR spektroszkopia. Bar a gyors ligandumcsere miatt a
szabad €s a komplexben kotott ligandum jelei nem kiiloniilnek el egymastol, igy
atlagjeleket kapunk, azonban az egyes csoportokra jellemz6 jelek kémiai eltolodas
értékeinek a valtozasabol, fémion jelenlétében, kdvetkeztethetink a ligandum
kiilonb6zo csoportjainak protondltsagara, illetve fémionhoz val6 koordinalddasara.

A 'H-NMR spektrumok felvétele Bruker AM360 tipusi FT-NMR késziiléken
tortént. A mintak 99,8 % izotoptisztasagu D-0O, illetve DMSO-ds olddszerrel
késziiltek. A pH-t (pD-t) NaOD ¢és DCI oldatokkal allitottuk a megfeleld értékre.
Referenciaként natrium-3-trimetil-szilil-propanszulfonatot (TSP, drsp = 0 ppm)
hasznaltunk. A spektrumok kiértekelését a WIN-NMR 960901 verzidszamu Bruker
szoftverrel végeztiik.

3.2.6. ESI-MS spektroszkopia

A tomegspektroszkopids méréseknél elsé Iépésként a vizsgélt molekulat a
gerjesztés sordn ionos formaba kell hozni. Az ionizacid egyik lehetséges
megvalésitisa az ,,Electrospray Ionisation” (ESI).'"™ A vizsgalat soran képz6dé
ionokat az alapjan valasztjuk el, hogy egy allando fesziiltséget kapcsolva a térre,
azon a molekuldk a tomeg/toltés (m/Z) hanyadosuk alapjan, kiillonb6z6 id6 alatt
érnek keresztiil. A tomegspektrometriaban hasznalhaté detektoroknak az a célja,
hogy ezt a tomeg/toltés szeparaciot minél érzékenyebbé tegyék. Ez az érzékenység
novelhetd azaltal, hogy hosszabb utat biztositunk a molekuldk szamara a
tomegspektrométer és a detektor kozott. Az uthossz ndvelése a tényleges tavolsag
novelése nélkiil, iontiikrok alkalmazasaval is megvalosithatd. A moddszert széles
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korben alkalmazzak peptidek és fémkomplexeik vizsgalatara.'®!

Az adott komplex
pontos molekulatomegének az ismerete jelent6s segitséget nyujthat a mas
spektroszkopiai modszerrel feltételezett szerkezet alatdmasztasaban. Emellett a
komplex fragmentalodasat, hasadasat vizsgalva egyéb szerkezeti informacié is
nyerhet6.'*?

Az ESI-MS mérésekhez Bruker BioTOF Il ESI-TOF tomegspektrométert
hasznaltunk. Az eléallitott peptidhidroxamsavak analiziséhez a mintak
koncentracioja 1-10™* mol/dm’, a fémet is tartalmazé rendszerek esetén a ligandum
koncentracié 1-10™* mol/dm® — 1-10” mol/dm’ volt. Az oldatot kozvetleniil az ESI
forrasba vezettik egy fecskendd segitségével (Cole-Parmer Ins. Comp. 74900
tipus), 2 pL/min sebességgel. A szaritd gaz (N,) hdmérsékletét 100 °C-on tartottuk,
a porlasztégaz (N,) nyomasa 30 psi volt. A kapillarisra kapcsolt fesziiltség 4500 V,
120 V, 40 V és 30 V. A spektrofotométer kalibracioja tomegegység mérésére,
natrium-trifluor-acetatra tortént. Az adatgy(ijtést BioTOF v 2.2, mig az

adatfeldolgozast XmassBioTOF v 6.0.0 szoftver végezte.
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4. EREDMENYEK

4.1. A VO(V) — 5-metoxi-karbonil-pikolinsav rendszer
4.1.1. A vizsgalt ligandum disszociaciés allandéi

Az 5-metoxi-karbonil-pikolinsav egy karboxilcsoportot és egy piridin-nitrogént
tartalmaz (7. abra), igy a teljesen protonalt ligandumnak a mérheté pH-
tartomanyban két disszocidbilis protonja van. A meghatdrozott savi disszociacios
allandok értékei az 1. tablazatban talalhatok, ahol Osszehasonlitasként feltiintettiik a
pikolinsavra és aO6—metil—pik01insavra (7. 4bra) vonatkoz6 irodalmi értékeket is.'™

C
H,CO™ Yy ‘ = ‘ = ‘
N\ NS NS
N COOH N COOH H,C N COOH

a b
7. abra Az 5-me(:t())xi—karbonil—pikolins(a\)/ (a), a pikolinsav (b) és (zf)6-metil—pikolinsav ()
szerkezeti képlete.
A ligandum karboxilcsoportja nagyon savas (pK < 1), ami azzal magyarazhato,
hogy a deprotonaldédas utan a karboxilatcsoport oxigénje és a protondlt piridin-
nitrogén kozott intramolekularis hidrogénkotés alakul ki, mely folyamat
osszevetjilk a pikolinsavra és a 6-metil-pikolinsavra vonatkozo értékekkel,'™ azt
kapjuk, hogy a piridingytiriin talalhat6 észter-csoport elektronszivo sajatsaga noveli
a karboxilcsoport savassagat, illetve csokkenti a piridin-nitrogén bazicitasat.

4.1.2. A ligandum VO(IV)-torzskomplexei

A VO(IV)-ion 5-metoxi-karbonil-pikolinsavval képz6dd komplexeire szamolt
stabilitasi szorzat értékeket az 1. tablazatban, mig a komplexek ESR
spektroszkopiai paramétereit a 2. tablazatban tlintettiik fel. Mindkét esetben
Osszehasonlitasként megtalalhatok a pikolinsavra és a 6-metil-pikolinsavra
vonatkozo irodalmi értékek is.'™

Az ESR mérések azt mutattak, hogy a rendszerben négy ESR aktiv részecske
jelenik meg (2. tablazat). Az ESR jel intenzitdsa a pH novelésével fokozatosan
csokkent (pH = 6-nal ~ 50%, 7,4-nél ~ 30%, 8,8-nal ~ 10%), amibdl arra
kovetkeztethetiink, hogy tobbmagvu, ESR inaktiv részecskék is képzodnek. A pH-
potenciometrias mérések kiértékelésénél az ESR mérések eredményeit is
figyelembe vettiik, és ennek fliggvényében a rendszert legjobban leirdé modell
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alapjan szamoltuk a képzodo komplexek Osszetételét és stabilitdsi szorzatait (1.
tablazat). A komplexek koncentracio-eloszlasi gorbéit a pH fliggvényében a 8.
abra, mig a képzddo részecskék javasolt szerkezeteit a 9. abra mutatja be.

1. tablazat Az 5-metoxi-karbonil-pikolinsav (MKP), a pikolinsav (Pic)'*’ és a 6-metil-
pikolinsav (MePic)'®’ savi disszociaciés allandoi, a VO(IV)—komplexek stabilitasi szorzatai
(IgB), ill. néhany szarmaztatott allandé értéke (t = 25,0 °C, I = 0,2 mol/dm’ (KCI)).

MKP Pic'® MePic'®

PKcoon <1 ~1 ~1
priridin—N 3935(1) 5;19 5;82
[VOAH] — — 7,27
[VOA] 5,16(4) 6,66 513
[(VO),A,H ;] 3,75(4) 6,15 3,25
[VOAH ] 0,38(4) — —
[VOAH. ] —-6,8(2) -6,56
[VOA,] 9,52(4) 12,11 9,28
[VOA,H ] _ 513 _

VO* + HA = VOA + H' 1,81 1,47 —0,69
VO* +2HA = VOA, + 2H" 2,82 1,73 ~2.36

2. tablazat Az 5-metoxi-karbonil-pikolinsav (MKP), a pikolinsav (Pic)'® és a 6-metil-
183

pikolinsav (MePic) ** VO(IV)-ionnal képezett komplexeinek ESR paraméterei.
MKP Pic'®3 MePic'®
g Ay (10% cm™) g Ay (10% cm™) il Aj (10 cm™)
[VOAT] 1,939 179,8 1,939 175 1,939 178
[VOA;]eis: 1,947 168 1,945 165 1,943 162
[VOAZ]transz - - - — ], 949 149
[VOAH,] 1,947 171 — — _ _
[VOAHL,] 1,948 167 — — — —

A rendszer kiilonb6z6 protonaltsagi fokti mono- és biszkomplexekkel irhato le,
hasonléan a VO(IV) — pikolinsav és a VO(IV) — 6-metil-pikolinsav esetén
szamolhatdo modellekhez (1. tablazat). Az altalunk vizsgalt ligandummal képz6dé
komplexek szamszerti stabilitasi alland6 értékei kisebbek, mint a pikolinsav
komplexei esetén. A ligandumok eltér6 bazicitasa miatt azonban kozvetleniil ezek
az értékek nem hasonlithatok Ossze. Az egyes komplexek képzdodésére vonatkozo
szarmaztatott allandok (az 1. tablazat utols6 két sora) dsszevetése azt mutatja, hogy
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a vizsgalt ligandum a pikolinsavhoz hasonl6 erdsséggel koti a fémiont. A 6-metil-
pikolinsav esetén a komplexek stabilitasa csokken, melyet az irodalomban azzal
magyaraznak, hogy a piridingy{iriin talalhat6 metilcsoport — valdsziniileg sztérikus
okok miatt — csokkenti a kialakulé kelat(ok) stabilitasat.'®

[VOA,] [(VO)(OH)sL

pH
8. abra A VO(IV) — 5-metoxi-karbonil-pikolinsav rendszerben képz6dé komplexek
koncentracio-eloszlasi gorbéi (cyoayy= 0,002 mol/dm?, VO(V):MKP = 1:4).

A vizsgalt ligandum kisebb bazicitdsa miatt a komplexképzodés a pikolinsavhoz
képest a savasabb pH-tartomdnyba tolodik, és a [VOA]™ és [VOA,] dsszetételii
mono- ¢és biszkomplex képzddésével indul. Az ezen részecskékre kapott ESR
paraméterek egyezésben vannak a pikolinsavra és a 6-metil-pikolinsavra kapott
paraméterekkel (2. tablazat). Mind a mono-, mind a biszkomplexben a fémionhoz a
ligandum a karboxilatcsoporton €s a piridin-nitrogénen keresztiil koordinalodik
[N,COO7] kotésmoddal, ottagn kelatot alakitva ki (9. abra). A biszkomplex esetén
az ESR paraméterek arra utalnak, hogy a komplex cisz geometridju, azaz a két
ligandum koziil az egyik két ekvatorialis, a masik egy ekvatorialis és egy axidlis
helyet foglal el. gy az 6todik koordinacids helyet elfoglalé vizmolekula a fémion
oxocsoportjahoz képest cisz helyzetii.

A pH =5 — 7 tartomanyban a [VOAH_,] 6sszetételi monomer és a [(VO),A,H ;]
Osszetételi dimer komplex képzdédik egymassal egyensulyban. Mivel a két
komplex képzddése azonos pH effektussal jar, ezért csak a pH-potenciometria
alapjan nem tudunk kozottik kiilonbséget tenni. Azonban az ESR méréseknél
ebben a pH tartomanyban tapasztalhaté kb. 50%-os intenzitds csokkenés arra utal,
hogy ESR inaktiv dimer részecske is képzodik. Ezért a komplexek stabilitasi
szorzatait egymas mellett ugy hataroztuk meg, hogy a dimer stabilitasi szorzatat
olyan szamértékkel rogzitettik le, amellyel a visszaszamolt koncentracio-
eloszlasban az ESR intenzitisnak megfelelé szazalékot kaptuk. A [VOAH ]
Osszetételii komplex egy vegyes hidroxokomplex, melynél a fémion koordinacios
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szférdjaban 1évd egyik vizmolekula deprotonaldédik, majd a komplex
dimerizalodasaval a [(VO),A,H ,] kétmagvu részecske képzodik (9. abra).

COOCH, COOCH,3
COOCH, 7 7
0
7\ /o _ 0 y:
=\ 9 N\\”/,z N\\”/, \\”//o—c
RO C—0"" 1 TN L0 c—o" § ToH | “N=
c—0 ! S~ 4 \ 4 | 1
7 : o] o | Y : |
O | \C N | | \ /
/
[VOA]* [VOA,] O [(VO),AH,|  HCOOC

9. abra A VO(IV) — 5-metoxi-karbonil-pikolinsav rendszerben képz6d6 komplexek
javasolt szerkezetei.

Liugos pH-tartomanyban a [VOAH,] 0Osszetételii vegyes dihidroxokomplex
jelenik meg, melyben egy Ujabb, a fémionhoz koordinalédd vizmolekula
deprotonalodik. A komplex képzddése atfedésben van a VO(IV)-ion hidrolizisével,
amikor is a ligandum a fémion koordinacios szférajabol kiszorul és tobbmagvu,
ESR inaktiv VO(IV)-hidroxokomplexek képzddnek. Ezt alatdmasztja az ESR jelek
intenzitasanak jelentds csokkenése is a lugos pH értékeken.

4.1.3. Vegyes ligandumu rendszerek

Az altalunk vizsgalt S5-metoxi-karbonil-pikolinsav VO(IV)-ionnal képezett,
semleges biszkomplexének lehetséges gyogyaszati alkalmazéasakor mindenképpen
felmeriilhet a kérdés, hogy mi torténik a komplexszel, ha az bekeriil a vérszérumba.
Az egyik lehetséges folyamat, hogy a szérumban talalhato kiilonboz6
biomolekulak a fémion koordinacios szférajaban 1évé szallitd ligandumot
részlegesen vagy teljesen kiszoritjak. Ezen lehetséges kolcsonhatas megvalosulasat
kivantuk modellezni olyan vegyes ligandumu rendszerek tanulmanyozasaval, ahol
a fémion és a vizsgalt pikolinsav-szarmazék mellett a rendszer B ligandumként
kiilonb6z6 kis molekulatdmegii biomolekuldkat is tartalmaz. A kivalasztott B
ligandumok az oxalsav, a D,L-tejsav, a citromsav és a szervetlen foszforsav,
melyek ismerten alkalmasak a VO(IV)-ion komplexben torténd stabil megkdtésére.
A ligandumok szerkezeti képlete a 10. abran lathato.

A komplexképzddést pH-potenciometridas mddszerrel tanulmanyoztuk, a képzodo
komplexek szerkezetét pedig ESR spektroszkopiaval hatdroztuk meg. Az egyes
rendszerekben képz6do vegyes ligandumu komplexek stabilitasi szorzatait a 3.
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tablazatban tiintettiik fel. A részecskék ESR paramétereit és a komplexben
megvalosulo kotésmodokat a 4. tablazat tartalmazza.

q H,C-COOH 0
COOH | | I
| H;C—C—COOH HO—C-COOH HO—P~OH
COOH On \ \

(@) (b) (¢) H.C-COOH @) OH

10. abra A vegyes ligandumu rendszerek esetén B ligandumként vizsgalt oxalsav (a), D,L-
tejsav (b), citromsav (c¢) és foszforsav (d) szerkezeti képlete.

3. tablazat A VO(IV) — 5-metoxi-karbonil-pikolinsav — B rendszerben képz6do vegyes
komplexek* stabilitasi szorzatai (Igp) (t =25,0 °C, I =0,2 mol/dm’ (KCI)).

komplex oxalat (B*) | laktat(B) citrat (B*) | foszfat (B*)
[VOABH,] — — — 26,3(1)
[VOABH] — — 15,43(3) 22,70(7)
[VOAB] 11,33(1) 8,16(4) 11,84(3) 16,51(8)
[VOABH ] 3,89(5) 4,09(2) 7,38(2) 10,13(7)

* a teljesen deprotonalt ligandumok eltérd toltése miatt az egyes komplexek toltéseit nem tiintettiik fel

4. tablazat A VO(IV) — 5-metoxi-karbonil-pikolinsav — B rendszerben képz6do vegyes
komplexek ESR paraméterei és a komplexekben megvalosuld kdtésmodok.

i A|| (‘10_4 Cl’l’l_l) kotésmod

oxalat:

[VOAB] cisz 1,943 170 [N,COO ]; [COO,COO ,]; H,O
laktat:

[VOAB] cisz 1,946 166 [N,COO ]; [COO ,0H ,]; H,O
citrat:

[VOAB]* 1,945 169 [N,COO ]; [COO ,0H,COO0 ]
[VOABH ] 1,948 159 [N,COO]; [COO~,07,CO0 ]
foszfat:*

[VOABH, > 1,940 177 [N,COO ]; H,PO,°¥; H,0
*x=0,1,2

Mind a négy rendszernél Osszesitett koncentracid-eloszlasi gorbéket készitettiink,
melyeket a 11. abran mutatunk be. A VO — A és VO — B az egyes ligandumokkal
képz6d6 valamennyi torzskomplexet, mig a VO — A — B a vegyes ligandumu
komplexek moltortjeinek, a VO pedig a fémion akvakomplexének és a
hidroxokomplexeinek az 6sszességét jelenti.
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11. abra A VO(IV) — 5-metoxi-karbonil-pikolinsav — oxalat (a) / laktat (b) / citrat (c) /

foszfat (d) rendszerben képz6dé komplexek Osszesitett koncentracio-eloszlasi gorbéi
(cvoavy= 0,001 mol/dm®, VO(IV):A:B = 1:2:2).

Az oxdlsav esetén két vegyes ligandumu részecske jelenik meg [VOAB] és
[VOABH. > &sszetétellel (3. tablazat), és képzédésiik széles pH-tartomanyban
kedvezményezett (11/a. dbra). A ligandumok torzskomplexei kis mennyiségben, a
vegyes ligandumii komplexekkel parhuzamosan képzddnek. Fiziologias pH-n
(pH ~ 7,4) mar elkezdddik a fémion hidrolizise, pH > 8,5-nél gyakorlatilag csak a
fémion hidroxokomplexei vannak jelen a rendszerben.

A vegyes ligandumu komplexek kedvezményezett képzodését tamasztjak ald a
[VOAB] komplex képzddésére szamolhatd szdrmaztatott egyensulyi allandok is.
Eszerint az oxalat kotédése a [VOA]™ komplexhez — [VOA]" + B> — [VOAB]
(IgK = 6,17) —, vagy a pikolinat kotédése a [VOB] komplexhez — [VOB] + A~ —
[VOAB] (IgKk = 5,44) — kedvezményezettebb, mint az egyes ligandumok
torzsrendszereiben a [VOB,]* (IgK = 4,79),'"* vagy a [VOA,] (IgK = 4,36)
képzédése. Az ESR paraméterek azt mutattdk, hogy a [VOAB] 0Osszetétell
részecske esetén a fémion ekvatorialis koordinaciés helyein [N,COO,COO ,H,0]
kotésmod alakul ki. Ez jo egyezésben van mind a pikolinsavra (g = 1,941,
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Ay=167-10" cmﬁl), mind a 6-metil-pikolinsavra (g, = 1,941, A;;= 166 - 10 cmﬁl)
kapott értékekkel, ahol a vegyes ligandumu komplexben az oxalat koordinacioja
cisz geometriaju, azaz a ligandum axialis—ekvatorialis helyzetben koordinalodik a
fémionhoz, mig a negyedik ekvatorialis koordinacids helyet a vizmolekula foglalja
el.'™® A [VOABH, > komplexben a VO(IV)-ion 6tddik koordiniciés helyén
talalhat6 vizmolekula deprotonalodasa kovetkezik be.

A tejsav esetén az oxalsavhoz hasonléan a [VOAB] és [VOABH || Osszetételi

vegyes ligandumt komplexek képzddnek (3. tablazat). Képzodésiik az oxalsavhoz
képest kevésbé kedvezményezett (11/b. abra). Savas pH értékeken inkabb a
pikolinat torzskomplexei a meghatarozoak, mig lagos pH-tartomanyban a laktat
torzskomplexei vannak jelen, a fémion hidrolizisével parhuzamosan. A vegyes
ligandumu komplexek a pH = 4,5 — 7,5 tartomanyban a dominansak.
Az irodalomban ismert, hogy a VO(IV) — laktat rendszerben a ligandum a
karboxilatcsoporton és az alkoholos hidroxilcsoporton keresztiil koordinalodik a
fémionhoz, majd a hidroxilcsoport deprotonaléddsa is bekdvetkezik, amely
folyamatra szdmolhatd6 pKvos = 4,13.° Az altalunk vizsgalt ligandummal a
[VOABH. ;] részecske képzodésére szamolhato pKvoas; = 4,02 érték jo
egyezésben van az irodalmi értékkel. Az ESR paraméterek alapjan a [VOAB]
Osszetételll komplexben a fémion ekvatorialis koordinacios helyein a kialakuld
koordinacios mod [N,COO,COO ,H,0], illetve a [VOABH_ ] komplex
képzodése soran az ESR paraméterekben jelent0s valtozds nem tapasztalhato.
Mindebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az alkoholos hidroxilcsoport a fémion
axialis koordinacids helyét foglalja el.

A citromsavnal a fenti két ligandumtol eltéréen harom vegyes ligandumu
részecske jelenik meg a rendszerben [VOABH], [VOAB]* és [VOABH >
Osszetétellel (3. tablazat). Savas pH-tartomanyban jelent6s mennyiségben a
pikolinat térzskomplexei vannak jelen, mig a pH = 4-8 tartomanyban a vegyes
ligandumi komplexek a meghatarozdéak. A citrat torzskomplexei a vegyes
komplexekkel parhuzamosan képzddnek, de joval kisebb mennyiségben. A fémion
hidrolizise pH = 9-ig nem kovetkezik be (11/c. abra).

Az ESR paraméterek alapjan a [VOAB]* komplexben a kialakulo koordinaciés

mod [N,COO,COO ,0H] az ekvatorialis koordinacids helyeken, a pikolinsav és a

6-metil-pikolinsav esetén kapott eredményekkel megegyezden.'™ A citromsav

masik karboxilatcsoportja feltehetéen axidlis pozicioban koordinalodik a

fémionhoz, csatolt kelatot alakitva ki. A [VOABH ;> komplexben az alkoholos

hidroxilcsoport deprotonalédasa kovetkezik be, melyet mind az ESR paraméterek
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valtozdsa, mind a részecske képzddésére szdmolhatd pKivoas = 4,42 érték
alatimaszt, ami j6 egyezésben van a tejsavra kapott irodalmi értékkel.”

A foszforsavval [VOABH,], [VOABH], [VOAB]* és [VOABH > 6sszetételii

vegyes ligandumu komplexek képzddnek (3. tablazat). Savas pH-tartomanyban a
pikolinat torzskomplexei vannak nagyobb mennyiségben jelen. A vegyes
komplexek a pH = 6 — 9 tartomanyban dominansak, mig a foszfat térzskomplexei
és a VO(IV)-ion hidroxokomplexei pH = 9-ig nem jelennek meg (11/d. abra).
A vegyes ligandumu komplexek képzddésének egész tartomanyaban a mért ESR
paraméterek gyakorlatilag nem valtoztak, amibdl arra kovetkeztethetiink, hogy a
komplexképz6dés soran a fémion koordinacios szférajaban nem kovetkezik be
valtozas. A foszfat egyfogi ligandumként koordinalodik a VO(IV)-ionhoz, és az
egyes részecskék képzddése a ligandum 1épcsézetes deprotonalodasahoz
rendelhetd, a pikolinsav esetén kapott eredményekkel megegyezben.' Ha a
deprotonalodas 1épéseire szamolhatd pKvoasn €rtékeket (x = 2,1) dsszevetjiik a
pikolinsavra szamolhat6 értékekkel (MKP: 3,55 és 6,17; Pic: 4,27 és 7,21), azt
kapjuk, hogy a vizsgalt 5S-metoxi-karbonil-pikolinsavval a fémionhoz koordinalodo
foszfat deprotonalddasa kisebb pH értékeken kovetkezik be, ami arra utal, hogy a
fémion és a ligandum ko6zott erésebb kolcsonhatés alakul ki, mint a pikolinsavval.

Annak modellezésére, hogy az esectleges gyogyaszati hatasu, a hordozo
ligandum altal komplexben kotott VO(IV)-ion bekeriilve a vérszérumba, milyen
koordinacios kémiai folyamatokon mehet keresztiil, egy olyan hipotetikus modellt
allitottunk fel, ahol a rendszer egyszerre tartalmazza a VO(IV)-iont, az 5-metoxi-
karbonil-pikolinsavat és az altalunk vizsgalt négy biomolekulat, fiziologias pH-n
(pH ~ 7,4) és a szérumban talalhatd koncentracioban. Az igy szamolhato eloszlast
mutatja a 12. abra, ahol a potencialis inzulinutanzé vegyiiletet [VOA,] bisz-
komplex formajaban vettiik figyelembe, cjvoa, = 0,01 mmol/dm® koncentracidval.

Az egyes biomolekulak vérszérumbeli koncentracioi: Coxaiwe = 0,01 mmol/dm’,
Ceitrat = 0,10 mmol/dm3, Claktat = 1,51 mmol/dm® és Crogm = 1,10 mmol/dm>."** Az
altalunk vizsgalt 5-metoxi-karbonil-pikolinsav mellett &sszehasonlitasként
abrazoltuk a pikolinsavval és a 6-metil-pikolinsavval szamolhato modellt is.'*?

Az abra jol szemlélteti, hogy az eredetileg a biszkomplexben bevitt VO(IV)-ion
mindharom ligandum esetén részben vagy teljesen elengedi a hordozémolekulat. A
hipotetikus szdmitas alapjan a fémion nagyrészt a citrathoz kotve talalhatd, torzs-

és vegyes komplexben egyarant, mig az oxalattal képzodé VO(IV)—komplexek

47



Atmenetifém-ionok kolcsdnhatasa kis biomolekulékkal.

fiziologids pH-n szadmottevé mennyiségben nem jelennek meg. Az altalunk
tanulmanyozott 5-metoxi-karbonil-pikolinsav annyiban tér el a masik két
ligandumtol, hogy a vérszérumban a fémion foszfattal képzett vegyes komplexei is

megtalalhatdak.

VO@V) (%)

12. abra A VO(IV) — 5-metoxi-karbonil-pikolinsav (MKP) / pikolinsav (Pic)'* /
6-metil-pikolinsav (MePic),'® mint inzulinutanzé hatasa komplexek vérszérumbeli

(pH =7,4; t=25,0 °C, I = 0,2 mol/dm’ (KCl)).
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4.2. A V(III)-ion komplexképzédésének oldategyensiilyi vizsgalata
4.2.1. A V(III) torzsoldat eléallitasa

A [V(H,0)]*" ion igen érzékeny az oxidaciora, ezért a torzsoldat készitése nem
valosithatdo meg valamilyen V(III)-s6 desztillalt vizben valé oldasaval. Még abban
az esetben is, ha nagy tisztasaghh V(IlI)-vegyiiletb6l indulunk ki, és az
oldatkészitést szigorian az oxigén kizardsa mellett végezziik, néhany szazalékban
szennyezOodésként VO(IV) mindig megjelenik az oldatban, ami az oldategyensulyi
méréseket zavarja. Ezért a munka elsd fazisdban megoldast kellett talalnunk
gyakorlatilag VO(IV)-mentes V(III) torzsoldat eldallitasara. Az altalunk
kidolgozott mddszer alapjan VO(IV)-s6t oldottunk desztillalt vizben, és frissen
levalasztott palladium iszap katalizator mellett a fémiont H, gizzal redukaltuk. A
redukciot ~ 0,1 mol/dm’ sosavat tartalmazé kozegben végeztik, amellyel a
képz6dé V(IID)-ion hidrolizisét szoritottuk vissza. A redukcid eldrehaladasat
spektrofotometrias méréssel ellendriztiik, melyet a VO(IV)-ionra jellemz6, 760
nm-nél jelentkez6é abszorpcids sav folyamatos eltiinése, és a V(III)-ionra jellemzo,
397 és 588 nm-nél jelentkezd sav megjelenése mutatott. Az igy elkészitett
fémtorzsoldatot Schlenk technikaval, az oxigén teljes kizarasaval jutattuk a
megfelelden kialakitott taroloedénybe, ahol azt oxigénmentes argon gaz alatt
taroltuk. A pH-potenciometrias és spektrofotometrids mérések szintén specialisan
kialakitott, csiszolatos titraloedényekben, argon atmoszféra alatt torténtek, iigyelve
a mérés soran az oxigén rendszerbdl valo teljes kizarasara.

4.2.2. A V(IID)-ion hidrolizise

A fémion hidrolizisét pH-potenciometridsan és UV—lathaté spektrofotometrias
modszerrel, sajat mérési koriilményeink koézott (t = 25,0 °C, 1 = 0,2 mol/dm’
(KClI)), széles fémion koncentracio tartomanyban részletesen tanulmanyoztuk.

A kiilonboz6 pH értékeken felvett spektrumok a 13. abran lathatok. A spektrumok
valtozdsa jo egyezésben van az irodalomban, a Meier és mitsai. altal leirt
eredménnyel,”’ a 430 nm-nél talalhatd abszorpcios sav pH = 3,73-ig novekvd, majd
csokkend intenzitast. A gorbék kiértékelése sordn a bekovetkezd spektralis
valtozasokhoz dontéen hozzijaruld [Vo(OH),]*" Osszetételt dimer részecske®
stabilitasi szorzat értékét tudtuk meghatarozni.

A V(II)-ion hidrolizisének pH-potenciometrias tanulmanyozasa soran azt kaptuk,
hogy az irodalmi modellben megadott 6sszetételli hidroxokomplexekkel a titralasi
gorbék jol leirhatok, egyetlen jelentds eltéréssel: a [V4(OH),] Osszetételd,
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semleges részecske képzodését a vizsgalt pH tartomanyban pH-potenciometriasan
nem tudtuk igazolni. Meier és mtsai. szerint 0,005 mol/dm’® V(III)-ion koncentracio
mellett pH > 4-nél ez a részecske a meghatarozo, mely lényegében a V(OH),
oldhato formaja. A sajat mérési koriilményeink kozott ilyen fémion
koncentracional pH = 4,3 koriil az oldatban csapadék jelent meg, mely a pH
tovabbi novelésével sem oldodott vissza. Ez az eredmény Osszhangban van azzal
az irodalomban leirt jelenséggel, miszerint V(IV) és V(V) rendszerekben az
ionerdsség ¢és a koncentracid novelése elOsegiti a tobbmagvu részecskék
képzOdését.'™® Az 5. tablazat a fémion hidroxokomplexeire kapott stabilitasi szorzat
értékeket tartalmazza, ahol Gsszehasonitasként feltiintettiik az irodalmi modell®!
adatait is.

0,6

A

pH=3,73

0,4

0,2

0,0 T T T 1
300 400 500 600 A\ [nm] 700

13. abra A V(II)-ion hidrolizisekor felvett UV—lathat6 spektrumok
(cvam = 0,005 mol/dm’).

5. tablazat A V(III)-ion hidroxo-komplexeinek altalunk meghatarozott (t = 25,0 °C, I =
0,2 mol/dm* (KC1)), és az irodalomban talalhaté (t = 25,0 °C, I = 1,0 mol/dm® (NaCl))*!
stabilitasi szorzatai (1gf3).

lgp 1gp*!
[V(OH)** -2,17(2) ~2,60
[V,(OH),]* -2,76(3) -3,59
[V(OH),]" —6,27(3) —6,83
[V3(OH)g]** —21,96(4) ~23,3
[V4(OH),] — -33,80

Mivel a [V(OH)]*" 6sszetételii monohidroxo- és a [V,(OH),]*" Osszetételii
dihidroxokomplex képzédése azonos pH effektussal jar, igy a pH-potenciometria a
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két részecske kozott nem tud kiilonbséget tenni. Ezért a kiértékelést a dimer
részecskére a fotometriabol kapott stabilitasi szorzat értéket lerogzitve végeztiik. A
modell alapjan a hidroxokomplexekre szamolhatd koncentracid-eloszlasi gorbéket
a pH fliggvényében a 14. dbra mutatja.

1,0
1 3+
0’8 b \ 2+
[V(OH)]
£ o6 [V5(OH);]”
g
=)
S 04 A
S 04 [V(OH),]
02 1 [Vy(OH),]*
0,0 T T T T T
1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 45
pH

14. abra A V(III)-ion hidrolizisekor képz6dd komplexek koncentracio-eloszlasi gorbéi
(cvam = 0,005 mol/dm?).

4.2.3. Komplexképzodés aminosavakkal

A V(II)-ion kolcsonhatasat az €16 szervezetben talalhatd legegyszer(ibb
aminosavval, a glicinnel, illetve az oldallancban a fémionhoz koordinalodni képes
donoratomot tartalmaz6 aminosavakkal tanulmanyoztuk. Ilyen donoratom a kén a
D-penicillamin esetén, az oxigén az aszparaginsavnal, és a nitrogén a hisztidinnél.
A vizsgalt ligandumok szerkezeti képletei a 15. abran lathatok.

0
|

0 | H,N—CH—C—OH
i \ H,;N—CH—C—OH O
H,N—CH,—C—OH HzN*$H*C*OH (\:H CH,
2

a H;C—C—CH |

() 3 ‘ 3 =0 N AN
SH

() © bu @

15. 4bra A glicin (a), D-penicillamin (b), aszparaginsav (c) €s hisztidin (d) szerkezeti
képlete.

Valamennyi vizsgalt aminosav esetén azt talaltuk, hogy a V(III)-ionnal kialakuld
kolesonhatas igen gyenge. Bar a V(OH); csapadék megjelenése a titralas soran az
egyes rendszerekben mindig nagyobb pH értékeknél jelentkezett, mint a csak
fémiont tartalmazd rendszer esetén — utalva a fémion és a ligandum kozott
kialakulé kolcsonhatasra —, a fémion hidrolizisét ezek az egyszerii aminosavak
nagy ligandumfelesleg mellett sem tudtak visszaszoritani. Ez nagyban nehezitette
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az egyes rendszerek kiértékelését, mivel a komplexképzddést megeldzi, vagy azzal
parhuzamos a fémion hidrolizise, ami igen Osszetett egyensulyi rendszereket
eredményez, bonyolult Osszetételii vegyes hidroxokomplexekkel. Igy az
aminosavakkal képz6dé komplexek Osszetételére és a stabilitasi dllandok értékére
nem tudunk megbizhaté modellt megadni. A komplexképzddés tanulmanyozasat
tovabb neheziti, hogy a V(III)-ion oxidaciora vald erds hajlama nem teszi lehetévé
egyéb, a képz6dé komplexek szerkezetének meghatarozasara alkalmas
szerkezetvizsgald modszerek alkalmazasat.

A fémionnal erdsebb kolcsonhatasra képes hisztidinnel az irodalomban talalunk
arra vonatkozoan oldategyensulyi eredményt, mely szerint a ligandum mono- és
bisz-komplexeket képez a V(III)-ionnal.*® A mi eredményeink azt mutattdk, hogy
ezzel a modellel a rendszer nem irhatd le. Ugyancsak ismert egy, lagos
koriilmények kozott eldallitott V,L4H , Osszetételi részecske, amely egy V-O-V
maghoz két (N,N,0) kotésmodu tridentat, és két (N,N) kotésmodua bidentat
koordinacioji His-t tartalmaz.*** Ha ezen komplex sztéchiometriajabol kiindulva,
kiilonbozo protonaltsagi foku, dimer részecskék képzodését feltételezziik, akkor a
16. abran lathat6é koncentracio-eloszlasi gdrbének megfelelé modellt kapjuk. Ezen
feltételezett modell helyességét azonban egy masik, a pH-potenciometriatol
fiiggetlen modszerrel nem tudtuk alatdmasztani. A modell alapjan savas pH-
tartomanyban egyértelmiien a fémion hidrolizise a meghatarozo. A dimer
részecskék képzddése mellett monomer komplexek nem szamolhatok.

1,0
[VoAH 517

0,8

0,6 o
| [V(OH)]

0,4 4

V(III) moltort

0,2

0,0 T T ? T T

2 3 4 5 6 7 8
pH

16. abra A V(III) — hisztidin rendszerben képz6dé komplexek koncentracio-eloszlasi
g6rbéi (cyqm = 0,001 mol/dm’, V(IIT):His = 1:4).
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4.2.4. Komplexképzodés pikolinsav-szarmazékokkal

A vizsgalt ligandumok a pikolinsav, 6-metil-pikolinsav, dipikolinsav és 4-
hidroxi-dipikolinsav voltak, melyek szerkezeti képletei a 17. abran lathatok. A
ligandumok savi disszociacios allandoinak értékeit a 6. tablazatban foglaltuk Ossze.

e o L 34\

COOH H;C COOH HOOC COOH HOOC COOH

17. abra A pikolinsav (a), 6-metil-pikolinsav (b), d1p1kohnsav (c) és 4-h1dr0x1-
dipikolinsav (d) szerkezeti képlete.

6. tablazat A pikolinsav (Pic), 6-metil-pikolinsav (MePic), dipikolinsav (DiPic) és 4-
hidroxi-dipikolinsav (DiPicOH) savi disszociacios allandoi (pK)
(t=25,0 °C, 1= 0,2 mol/dm’® (KCl)).

Pic MePic DiPic DiPicOH
pKcoon — — <1 <1
pPKcoon ~1 ~1 2,04(1) ~1
priridin-N 5a16(1) 5579(1) 4:56(1) 3519(2)
pKOH —_— —_— —_— 1 0,7 1 (2)

A teljesen protonalt pikolinsavnak ¢és 6-metil-pikolinsavnak a mérheté pH-
tartomanyban két disszociabilis protonja van. A karboxilcsoport mindkét esetben
nagyon savas, ami a deprotonalddott karboxilatcsoport oxigénje és a protonalt
kialakulo
értelmezheté.'™ A 6-metil-pikolinsav nagyobb bazicitasat a ligandumon 1évé
elektronkiild6 metilcsoport okozza. A dipikolinsav €s a 4-hidroxi-dipikolinsav

piridin-nitrogén kozott intramolekularis hidrogénkéotéssel

esetén a piridingytiriin két karboxilcsoport van, melyek szintén nagyon savasak.
Mindkét ligandum bézicitasa kisebb a pikolinsavhoz képest, a molekulan talalhato
elektronszivo csoportoknak kdszonhetéen. A 4-hidroxi-dipikolinsav esetén a pK =
10,71 érték a piridingytrtin 1év6 fenolos hidroxilcsoport deprotonalodasahoz
rendelhetd. Az altalunk meghatarozott pK értékek mind a négy ligandum esetén jo
egyezést mutatnak az irodalomban talalhato adatokkal.'**'™

A pH-potenciometrids és a spektrofotometrids mérések kiértékelése soran a
ligandumok V(III)-ionnal képezett komplexeinek Osszetétele és stabilitasi szorzat
értékei a 7. tablazatban lathatok. A teljesen deprotonalt ligandumok eltérd toltése
miatt az egyes komplexek toltéseit a tablazatban nem tiintettiik fel.
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7. tablazat A V(III) — pikolinsav (Pic), 6-metil-pikolinsav (MePic), dipikolinsav (DiPic) és
4-hidroxi-dipikolinsav (DiPicOH) rendszerben képz6d6 komplexek stabilitasi szorzatai

(IgB) (t=25.,0 °C, I = 0,2 mol/dm’® (KCI)).

Pic MePic DiPic DiPicOH
[VAH] — — — 19,57(R)
19,57(8)*
[VA] 6,28(6) 5,98(5) 9,45(R) 15,23(1)
9,45(5)* 15,15(8)*
[VAH (] 3,87(3) 2,67(3) 4,63(9) 9,95(2)
4,01(4)* 2,83(8)* 9,7(1)*
[VA,H;] — — — 33,30(4)
[VAH] — — 18,02(7) 28,94(7)
[VA;] 12,16(4) — 15,18(5) 22,8(3)
12,49(6)* 15,2(1)*
[VAH (] 9,06(4) 6,90(4) 8,52(6) —
9,16(6)* 7,49(4)*
[VAH ;] 1,1(2) — — —
[VA;] 16,63(9) — — —

* spektrofotometriabol meghatarozott adatok
(R) spektrofotometriabol szamolt és rogzitett érték

A pikolinsav esetén a pH-potenciometrias adatokbol szamolhaté komplexek
koncentracio-eloszlasi gorbéi a 18. abran lathatok. A komplexképzodés a
fémionnal mar pH < 2-nél elkezdddik, a képzddd komplexek savas pH-
tartomanyban intenziv vords, mig pH ~ 8-ndl erds sarga szintiek. A rendszerben
mono-, bisz- és triszkomplexek képzddnek, melyekben a ligandum a karboxilat-
oxigénen és a piridin-nitrogénen keresztiill koordinalédik a fémionhoz, O&ttag
kelatgy(riit alakitva ki. Emellett a [VAH,]", a [VA,H,] és a [VA,H,]|
Osszetételi vegyes hidroxokomplexek is megjelennek, amelyekben a fémion
koordinacios szférajaban talalhatdo vizmolekula deprotonalédik. A vizsgalt pH-
tartomanyban a komplexképzédés a fémion hidrolizisét képes teljesen
visszaszoritani. Ismert az irodalombél,*> hogy a V(III)-ion trisz pikolinat-komplexe
savas pH-tartomanybdl szilardan is kinyerhetd, igy szamitasokat végeztiink az
altalunk kapott modell helyességének ellendrzésére, joval nagyobb koncentracid
mellett. Amint azt a 18. abra mutatja (szaggatott vonal), 0,1 mol/dm’ fémion
koncentracié és 1:4 fémion — ligandum arany esetén széles pH-tartomanyban a
részecske. A komplexképzodést

triszkomplex a {6 tanulmanyoztuk

54



4. Eredmények

spektrofotometridsan is, mely lehetoséget adott a képzddd részecskék stabilitasi
szorzatainak meghatarozasara egy, a pH-potenciometriatol fiiggetlen modszerrel.
Az egyes pH értékeken felvett spektrumok a 19. abran talalhatok. A spektrumokon
harom abszorpciés maximum jelentkezik 375, 515 és 628 nm-nél, ami jellemz6 a
V(III)-ionra oktaéderes kornyezetben.™ A spektrumok kiértékelésével kapott
stabilitasi szorzat értékek (7. tablazat) jo egyezésben vannak a pH-potenciometrias
adatokbol meghatarozott értékekkel.

1,0
(VA o VAHY
084
- ' SCIVAH]
:E 0.6 1 + N /'/'
= VA N a
< [VA,] ¥
g 0,4 1 P ,/'/ N
s [var [VAJ] -
WA .
024 X\ [VAH ] 7 IVAHLT
v VO ">~ [VA;H ;]
0,0 e - ‘ : e
2 3 4 5 6 ou 7

18. abra A V(III) — pikolinsav rendszerben képz6dé komplexek koncentracio-eloszlasi
g6rbéi (cym = 0,001 mol/dm® (—), cyam = 0,100 mol/dm’ (), V(III):Pic = 1:4).

0,2

0,0 T T T
300 400 500 600 A [am] 700
19. abra A V(III) — pikolinsav rendszerben felvett UV—lathaté spektrumok

(cvam= 0,001 mol/dm’, V(IIT):Pic = 1:4).

A 6-metil-pikolinsav esetén a pikolinsavhoz képest a komplexképzodés
nagyobb pH-n indult és 0,004 mol/dm’ ligandum koncentracié esetén pH ~ 5,5-nél
lilasrozsaszin csapadék valt ki. A pH-potenciometrids adatok kiértékelése soran a
rendszert kétféle modellel tudtuk leirni, ahol vagy a [VAj;] 0Osszetételii
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triszkomplex, vagy a [VA,H ;] Osszetételli vegyes hidroxokomplex képzddik,
egymast helyettesitve. A komplexképzddés soran kivalt csapadékot ESI-MS
spektroszkopiaval vizsgalva azt kaptuk, hogy a komplex egyértelmiien [VA,H ]
Osszetétellel irhatdo le. Az ESI-MS spektrum a 20. abran, az eredménynek
megfelelden szamolhat6 koncentracid-eloszlasi gorbék a 21. abran lathatok.

[VA,H.,]+Na'
] 361,998

2[VAH.]+Na"
] 700,930

7\Ll1\ MA[\LL\. Lo
10 200 300 400 500 600 700 800
m/z
20. abra A V(III) — 6-metil-pikolinsav rendszerben pH = 5,5-nél képz6dé szilard komplex
ESI-MS spektruma.

0,8 1 [VAH ]

0,6

v VOl

04 [VAH,]'

V(D) méltort

[V A]2+

0.2 .
V(OH),]

0,0 ‘ ‘ ‘
2 3 4 5 o 6
21. abra A V(III) — 6-metil-pikolinsav rendszerben képz6d6 komplexek
koncentracideloszlasi gorbéi (cyam = 5 107* mol/dm’, V(III):MePic = 1:4).

Amint azt a koncentracio-eloszlasi gorbék mutatjak, a komplexképzdodés a fémion
hidrolizisével parhuzamosan jatszodik le. Ha a komplexek képzddésére szamolhato
szarmaztatott egyensulyi allandok értékeit 0sszehasonlitjuk a pikolinsavéval, azt
kapjuk, hogy a 6-metil-pikolinsav esetén képz6dé komplexek stabilitasa kisebb.
Ezt egyértelmiien alatamasztjak a V'™ + HA — [VA]*" + H' folyamatra szamolhat6
értékek (logK = 1,12 (Pic); logK = 0,19 (MePic)). A masodik ligandum fémionhoz
val6é koordinalodasa szintén kevésbé kedvezményezett a pikolinsavhoz képest,
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melyet a [VAH_,]" + HA — [VA,H_|] + H' folyamatra szamolt értékek mutatnak
(logk = 0,03 (Pic); logK = —1,56 (MePic). Mindebbdl arra kovetkeztethetiink,
hogy a ligandumok fémionhoz valé koordinalodasaval kialakuldo (N,O) kelat
stabilitdsa a 6-metil-pikolinsav esetén kisebb, melyet feltehetéen a piridin-gytiriin
1év6 metilcsoport sztérikus gatlasa okozhat.

Az UV-lathat6 spektrofotometrias mérések soran a kiilonb6z6 pH értékeken felvett
spektrumokat a 22. abran mutatjuk be. 515 nm-nél a pH fiiggvényében pH ~ 5,8-ig
novekvd, majd e folott csokkend intenzitasu abszorbcids gorbét kaptunk, amelyet a
pikolinsav esetén kapott spektrummal 6sszehasonlitva megallapithatjuk, hogy a 6-
metil-pikolinsavval képz6dd részecskék kissé torzult oktaéderes geometriaval
jellemezhetok. A f6 komplexekre a spektrofotometriabol meghatarozott stabilitasi
szorzat értékek (7. tabladzat) jO egyezésben vannak a pH-potenciometrias
értekekkel.

pH=2,30

0,0 T T T
300 400 500 600

A [m] 700

22. abra A V(III) — 6-metil-pikolinsav rendszerben felvett UV-lathatd spektrumok
(cyam = 5-10"* mol/dm’, V(IIT):MePic = 1:4).

A dipikolinsav haromfogu ligandumként is viselkedhet, (O,N,0) koétésmoda
csatolt kelatot kialakitva (17. abra). A titralasok soran kiilonb6zo fémion —
ligandum arany mellett felvett pH-potenciometrias titralasi gorbék a 23. dbran
lathatok. A titralasi gorbék mutatjak, hogy ligandumfelesleg esetén pH ~ 5-ig extra
lugfogyasztd folyamat nincs, és a fémion hidrolizise ezen pH értékig nem
kovetkezik be. Ez arra utal, hogy mar 1:2 fémion — ligandum arany elégséges egy
nagy stabilitasu komplex kialakitasahoz. A komplexképzddés nagyon savas pH-n
indul, és pH = 2-nél mar nincs szabad fémion a rendszerben, ezért a pH-
potenciometria nmagéban nem volt alkalmas a komplexképz3dés leirasara. igy a
kiértékelést tigy végeztiikk, hogy kombinalt pH — spektrofotometrias titralasbol
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meghataroztuk a mintadkban erdsen savas pH-n, 1:1 aranynal kizarélagosan
képz8dé [VA]" dsszetételil részecske stabilitasi szorzat értékét, majd azt lerdgzitve
értékeltik ki a pH-potenciometrias gorbéket. A modell alapjan a képz6do
komplexekre szamolhaté koncentracid-eloszlds gorbék a pH fiiggvényében a 24.
abran lathatok.

14 L ligandum
pH 1
9 -
1:4
-ﬁ-;;' 1:3
71 & 12
F
3 1:1
3 4
1 T T T
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
Vikon (ml)

23. abra A dipikolinsav és a V(III) — dipikolinsav kiilonbdz6 aranyt mintdinak titralasi
gorbéi (t =25 °C, 1= 0,2 mol/dm’® (KCI)).
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24. abra A V(III) — dipikolinsav rendszerben képz6d6é komplexek koncentracio-eloszlasi
gorbéi (cyqm = 0,001 mol/dm”, V(IIT):DiPic = 1:2).

A vizsgalt pH-tartomanyban kiilonb6z6 protonaltsagi foku biszkomplexek a 6
részecskék, a mono-komplexek csak aldrendelten képzddnek. A [VA]" dsszetételit
komplexben a ligandum feltehet6en tridentat médon koordinalodik a fémionhoz. A
[VA;H] részecskében valdsziniileg az egyik karboxilatcsoport protonalt, mivel az
UV-lathatd spektrofotometrids mérések soran ezen részecske deprotonalddasi
1épése nem jart spektralis valtozassal. A [VA,] 0Osszetételi komplex széles pH-
tartomanyban van jelen a rendszerben. Osszehasonlitva a VA + A — VA,
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folyamatra szamolhat6 szarmaztatott allando értékét a pikolinsav esetén szamolt
értékkel (logKp. = 5,88; logKppie = 5,73), azt valoszintsithetjiikk, hogy a
dipikolinsavval a masodik ligandum a pikolinsavhoz hasonléan bidentat mddon,
(N,0) kelatot képezve koordinaldédik a fémionhoz. A pH = 5 felett jelentkezo
tovabbi lagfogyasztd folyamat a [VAH ] és a [VA,H > 6sszetétellel megadhato,
feltehetden vegyes hidroxokomplexek képzddésére utal. Ezekben a részecskékben
a fémion koordinacios szférajaban 1évé vizmolekula deprotonalodik. A pH tovabbi
novelésével (pH > 7) a komplexek elbomlanak és a V(Ill)-ion hidrolizise
kovetkezik be.

A 4-hidroxi-dipikolinsav a dipikolinsavhoz hasonloan tridentat (O,N,O)
koordinaciot alakithat ki. A ligandum 4-es helyzetben egy fenolos
hidroxilcsoportot tartalmaz, mely kodzvetleniil nem vehet részt a kelatképzésben
(17. abra). A komplexképzddés a dipikolinsavhoz hasonléan nagyon savas pH-n
indult, igy ezen rendszer esetén is kombinalt pH — spektrofotometrias titralassal
hatdroztuk meg a [VAH]" komplex stabilitdsi szorzatat, majd azt lerdgzitve
szamoltuk a pH-potenciometrias adatokat. A komplexekre szamolt koncentracio-
eloszlasi gorbéket a 25. dbra mutatja be.
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25. abra A V(III) — 4-hidroxi-dipikolinsav rendszerben képz6d6 komplexek koncentracio-
eloszlasi gorbéi (cym = 0,001 mol/dm3, V(III):DiPicOH = 1:2).

Itt, a dipikolinsavval ellentétben, a mono-komplexek a meghatarozd részecskék,
mig a biszkomplexek parhuzamosan, de kisebb koncentracioban képzddnek. A
[VAH]" és a [VA,H,] dsszetételii részecskékben a ligandum feltehetéen tridentat
modon koordinalodik a fémionhoz. A pH novelésével a koordinalt ligandum
fenolos hidroxilcsoportjanak deprotonalodasa kovetkezik be. Ezt egyértelmiien

alatdmasztja a monokomplex esetén szdmolhato pKiyap~ = 4,34 érték, mely jo
egyezésben van az irodalomban mas fémionokkal (VO%: 4,09; VO,": 3,70; Cu*":
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4,86)""""% Tleirt eredménnyel. A fenolos hidroxilcsoport bazicitisanak tobb
nagysagrenddel vald csokkenését feltehetben az okozza, hogy a ligandum
fémionhoz vald koordindcidjaval az aromas gyur( elektronsiirisége jelentOsen
csokken, ami megnoveli az OH-csoport savassagat. Az igy képzddd [VA]
komplexben a fémion koriili elektronsiiriség megnd, ami megmagyarazza, hogy a
pH tovabbi novelésével miért a [VAH || 0sszetételli mono-komplex képzodése a
kedvezményezett a bisz-komplexével szemben. A [VAH ] részecskében a
fémionhoz koordinal6do egyik vizmolekula deprotonalodik.

4.2.5. Komplexképzodés (0O,0) donor ligandumokkal

A kelatképzo helyzetben oxigén donoratomokat tartalmazo vizsgalt ligandumok
a maltol, 1,2-dimetil-3-hidroxi-4-(1H)-piridinon és tiron voltak, melyek szerkezeti
képleteit a 26. abran mutatjuk be. A ligandumok savi disszociacios allandoinak
értékeit, valamint a V(III)-ionnal képezett komplexeik Osszetételét és stabilitasi
szorzat értékeit a 8. tablazatban foglaltuk dssze. A teljesen deprotonalt ligandumok
eltérd toltése miatt az egyes komplexek toltéseit a tdblazatban nem tiintettiik fel.

(0] (0] OH
OH OH OH
0 CH, T‘\I CH, NaO;$ SO;Na
(a) (®)  cH, (©)
26. abra A maltol (a), 1,2-dimetil-3-hidroxi-4-(1H)-piridinon (b) és tiron (c) szerkezeti
képlete.

A maltol a mérhetd pH-tartomanyban egy disszocidbilis protont tartalmaz, a
gylriin 3-as helyzetben taldlhatd hidroxilcsoporton. A masik két ligandum esetén
két deprotonalodasi 1épés adhaté meg. Az 1,2-dimetil-3-hidroxi-4-(1H)-
piridinonnal a hidroxilcsoport mellett a piridin-gylriiben 1évé protonalt nitrogén
deprotonalodasa szamolhatd pK = 3,67 értékkel, mig a tiron a benzol-gytriin 1-es
és 2-es helyzetben két fenolos hidroxilcsoportot tartalmaz. Mindharom ligandum
esetén az altalunk meghatarozott pK értékek jo egyezést mutatnak az irodalomban
elézetesen meghatarozott adatokkal.”’

A ligandumok valamennyi esetben a gytriin kelatképzé helyzetben 1évo
oxigéneken keresztiil koordindlodhatnak a V(IIl)-ionhoz, ahogyan azt az
irodalomban a maltol ¢és az 1,2-dimetil-3-hidroxi-4-(1H)-piridinon esetén
meghatérozott rontgenszerkezet is alatamasztja.”® A komplexképz6dés mindhdrom
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ligandummal pH = 2 alatt elkezddédik, és a fémion hidrolizise még 1:1 fémion —
ligandum arany esetén is széles pH-tartomanyban visszaszorult. A pH-
potenciometrias adatok kiértékelése modellek alapjan a
ligandumokkal a V(III)-ion nagy stabilitdst mono-, bisz- ¢és triszkomplexeket

soran  kapott

képez, emellett kis koncentracioban megjelennek a [VAH ] és [VA,H ]
Osszetételli vegyes hidroxokomplexek is (8. tablazat). Az egyes rendszerekben a
részecskék stabilitasa a ligandumokban a donoratomok bazicitasanak megfeleléen
valtozik. A maltol és az 1,2-dimetil-3-hidroxi-4-(1H)-piridinon esetén a
monokomplex képzddését a pH = 0,8 — 2,0 tartomanyban spektrofotometrias
méréssel is tanulmanyoztuk. A maltolnal a pH-potenciometrias adatok kiértékelését
a kapott allando értékét lerogzitve végeztiik, mivel pH = 2-nél a rendszerben mar
nem volt jelen szabad fémion. A tiron esetén kombinalt pH — spektrofotometrias
titrdlassal a mono-, bisz- és triszkomplex képzddése egyarant nyomon kovethetd
volt. Az igy meghatarozott stabilitasi szorzat értékek jo egyezésben vannak a pH-
potenciometriaval meghatarozott adatokkal (8. tablazat).

8. tablazat A maltol (Mal), 1,2-dimetil-3-hidroxi-4-(1H)-piridinon (DHP) és tiron (Tir)
savi disszociacios allandoi, a V(III) — komplexek stabilitasi szorzatai (1gf3)
(t=25,0 °C, 1= 0,2 mol/dm’ (KCI)).

Mal DHP Tir
pK, 8,46(1) 3,67(1) 7,47(3)
pKo> — 9,75(1) 12,3(1)
[VA] 10,38(R) 13,36(3) 18,65(2)
10,38(1)* | 13.44(1)* | 18,73(1)*
[VAH ] 6,39(9) 9,10(6) 13,69(9)
[VA,] 18,97(2) 24,45(4) 32,53(2)
32,06(2)*
[VAH ] 13,1(1) 18,39(6) 24,80(9)
[VA;] 26,01(3) 33,39(5) 43,1003)
42,27(4)*

* spektrofotometriabol meghatarozott adatok
(R) spektrofotometriabol szamolt és rogzitett érték

Mivel a koordinalodd donoratomok kémiai mindsége nagyon eltérd, ezaltal azok
bazicitasa nagymértékben kiilonbozik egymastol, igy V(III)-ion megkdtd
képességiik Osszehasonlitasara az egyes rendszerekben képzddd komplexek
koncentracid-eloszlasi gorbéi helyett egy olyan elméleti koncentracid-eloszlasi
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gorbét készitettiink, ahol a V(III)-ion mellett egyszerre van jelen a harom ligandum
(27. abra). Az 6sszesitett koncentracio-eloszlasi gorbék mutatjak, hogy a legkisebb
bazicitasti maltollal képz6d6é komplexek csak a savas pH-tartomanyban vannak
jelen, mig a nagyobb bazicitasu 1,2-dimetil-3-hidroxi-4-(1H)-piridinon komplexei
a pH = 3 — 7 tartomanyban dominansak. A legnagyobb bazicitasi donoratomokat
tartalmaz6 tironnal képz6dd komplexek nagy mennyiségben csak lugos pH-
tartomanyban jelennek meg. Ha az egyes rendszerekben szamolhatoé log(K;/K,)
értékeket Osszehasonlitjuk (Mal: 1,79; DHP: 2,29; Tir: 4,77), azt kapjuk, hogy a
biszkomplex képzddése a maltollal a legkedvezobb, mig a tironnal a
legkedvezbtlenebb. Ez magyarazhatd egyrészt a tiron molekulan talalhato
szubsztituensek sztérikus gatlasaval, illetve azzal, hogy mig a maltol és az 1,2-
dimetil-3-hidroxi-4-(1H)-piridinon esetén a biszkomplex képzddése toltés-
kompenzacidval jar (VA* + A~ — VA,"), addig a tironnal a méar eleve negativ
toltésti monokomplexhez kapcsolddik a szintén negativ toltésti ligandum (VA™ +
AY S VAY).

1,0

08 - [V(DHP),]" [V(DHP),] [V(Tin) ]
£ 06
=
g
= 0.4+
S

0,2

0,0 —_—

2 3 4 5 6 7 8

pH
27. abra A V(III) — maltol (Mal) / 1,2-dimetil-3-hidroxi-4-(1H)-piridinon (DHP) / tiron
(Tir) hipotetikus rendszerben képz6d6é komplexek koncentracio-eloszlasi gorbéi
(cvam = 0,001 mol/dm’, V(III):Mal:DHP:Tir = 1:3:3:3).

A 28. abran lathaté oszlopdiagramot annak 6sszehasonlitasara készitettiik, hogy
az altalunk vizsgalt, a V(II)-iont erésen kotni tuddé (N,O) — pikolinsav és
szarmazékai —, illetve (O,0) ligandumok koziil melyik az, amelyiknek ténylegesen
szerepe lehet kozel fiziologias pH-n a fémion kotésében és szallitasaban. Az abra
pH = 7,0-nél a komplexben kotott fémion mennyiségét (sziirke oszlop), illetve ezen
beliil a semleges komplexek mennyiségét (zold oszlop) mutatja. Mivel a semleges
molekuldk a membranon passziv transzporttal konnyebben atjutnak, mint a
toltéssel rendelkezok, az eredményeink azt mutatjak, hogy a pikolinsav, a maltol és
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az 1,2-dimetil-3-hidroxi-4-(1H)-piridinon lehetnek a legjobb hordozomolekulai a
V(III)-ionnak ebben az egyszeri modellben.

100

V()%
80-
601
40

20

0

RIS > K X
Q\ @N Qs\ Q&O&b @‘D’ QQ, L

Q

28. abra A ligandumok altal komplexben kotott V(IIT) mennyisége (|| ), illetve a semleges
komplexben 1év6é V(III) mennyisége (]| ) pH = 7,0-nél.
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4.3. Az arginin oldallanc hatiasanak tanulmanyozasa
4.3.1. A vizsgalt peptidek disszociacios alland6i

Az arginin az €16 szervezetben megtalalhato o-aminosav, mely oldallancaban a
guanidino-csoportot tartalmazza (29. abra). Az altalunk vizsgalt arginin tartalmu
dipeptidek az alanil-arginin (AlaArg), arginil-alanin (ArgAla), arginil-szerin
(ArgSer) és arginil-arginin (ArgArg) voltak. Tovabba vizsgaltuk a triarginint
(ArgArgArg) és a tetraarginint (ArgArgArgArg) is.

i i i i i i
HZNf(‘ZH*C-NHf(‘ZH*C*OH HZNf‘CH*C-NH*(‘ZH*C*OH Hsz(‘?HfC-NH*(‘JH*CfOH
CHjy (‘EH2 ‘CHZ CH;, (‘sz ?Hz

‘CHZ (‘:H2 (‘3H2 OH
‘CHZ (‘:H2 ?Hz
NH NH NH

@ HzN-(‘ZZNH HZN-‘C:NH (b) HZN-é:NH ©

29. abra Az AlaArg (a), ArgAla (b) és ArgSer (c) szerkezeti képlete.

A protonalt guanidino-csoport deprotonaloddsa a mérhetd pH-tartomanyban nem
kovetkezik be (pKguan ~ 15). A vizsgalt dipeptidekben talalhato alanin és szerin az
oldallancaban nem tartalmaz disszociabilis protont. gy valamennyi ligandum
esetén két disszociacids allando hatarozhatdé meg a mérheté pH-tartomanyban,
amely a karboxilcsoport €s protonalt aminocsoport deprotonalédasdhoz rendelhetd.
A dipeptidekre kapott disszociacios allandok értékeit a 9. tablazatban, mig a
triargininre €s a tetraargininre vonatkozo értékeket a 10. tdblazatban tiintettiik fel.
Osszehasonlitasként megadtuk a di-, tri-, ill. tetraglicinre vonatkozé irodalmi
adatokat is.'®"*"

Az eredmények azt mutatjak, hogy valamennyi arginin tartalmi szarmazék esetén
az aminocsoporthoz rendelhetd savi disszociacids allandd értéke kisebb a
megfeleld glicin-szdrmazékhoz képest. Ez a kiilonbség nagyobb mértékben
jelentkezik az N-teminalis helyzetben arginint tartalmazé dipeptidek, illetve a tri-
és tetraarginin esetén. A karboxilcsoporthoz rendelhetd disszociacios allando
értékének valtozasara ilyen szabalyszerii kovetkeztetés nem vonhat6 le. Ez annak is
tulajdonithato, hogy a ligandumokat acetat s6 formajaban tudtuk megvasarolni, igy
a mintdk nagy mennyiségli acetat tartalma ndvelte az elsd deprotondlodasi 1€pés
meghatarozasanak a hibajat.
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4.3.2. Komplexképzodés Cu(Il)-ionnal

Az egyes rendszerekben a Cu(Il)-ionnal képzodé komplexekre a pH-
potenciometrias mérésekkel meghatarozott stabilitasi allando értékek a 9. és 10.
tablazatban talalhatok. A teljesen protonalt ligandumok eltéré toltése miatt az
egyes komplexek toltéseit a tablazatban nem tiintettiik fel.

9. tablazat A vizsgalt arginin tartalmu dipeptidek és a diglicin'® savi disszociacios
allandoi, a Cu(Il) — komplexek stabilitasi szorzatai (1gf), illetve néhany szarmaztatott
allandé értéke (t = 25,0 °C, I = 0,2 mol/dm’ (KCI)).

AlaArg ArgAla ArgSer ArgArg GIyGIy189
PKiarboxil 3,05(1) 3,21(1) 2,93(2) 3,09(2) 3,17
PKamino 8,00(1) 7,55(1) 7,57(1) 7,48(1) 813
[CuA] 5,11(3) 4,94(4) 5,22(5) 4,65(10) 5,56
[CuAH ] 1,63(1) | 1,40(1) | 1,57(1) | 1,45(1) 1,33
[CuA,H ] 4,41(2) 3,55(8) 3.84(9) 3,76(10) 4,46
[CurA,H 5] —4,07(2) | —4,44(8) |-3,94(10) | -4.27(13) | 4,51
[CuAH ,] ~7,75(1) | -8,03(1) |-7,70(1) |-7.882) | -804
pKs — 1gBcua; 2,89 2,61 2,35 2,83 2,57
CuAH_, + A =CuA,H_, 2,78 2,15 2,27 2,31 3,13

10. tablazat A tri- és tetraarginin, illetve a tri- és tetraglicin'®® savi disszociacids allandoi,
a Cu(Il)-komplexek stabilitasi szorzatai (1gf), illetve az amid-nitrogének
deprotonalodasara szamolhato6 allandok értékei (t = 25,0 °C, I = 0,2 mol/dm® (KCI)).

ArgArgArg | GlyGlyGly" | ArgArgArgArg | GlyGlyGlyGly'”
pKkarboxﬂ 3,35(7) 3, 32 3,00(2) 3, 24
PKamino 7,23(1) 7,93 7,13(1) 7,94
[CuA] 3,69(51) 525 3,25(54) 5,06
[CuAH ] —0,46(2) -0,16 -1,11(2) -0,50
[CuAH ;] —6,65(2) -7,02 -8,32(4) -7,41
[CuAH ;] — — —17,22(5) —16,59
PKamid2 6,19 6,86 7,21 6,91
PKamid3 — 8,90 918
pKs — 1gBicua; 3,54 2,68 3,88 2,88

Az eredményeink azt mutattdk, hogy az egyes rendszerek a megfeleld glicin-
szarmazéknal az irodalomban elzetesen meghatarozott modellel jol leirhatok.'®'*

65



Atmenetifém-ionok kolcsdnhatasa kis biomolekulékkal.

A pK; — 1gBcua; erték (9. és 10. tablazat) a komplexképzodés soran az els részecske,
a [CuA] képzddésére szamolhatd szarmaztatott allandd, melynél a komplex stabilitasi
szorzatanak az értékét az aminocsoport bazicitasaval korrigaltuk. Az igy kapott értékek
mar kozvetleniil is Osszehasonlithatok. Minél kisebb az allandd, annal stabilabb a
képz6dd komplex. A dipeptideknél a GlyGly-nel 6sszehasonlitva az adatokat, azt
lathatjuk, hogy egyediil az ArgSer esetén nagyobb a [CuA] komplex stabilitasa, mig a
tobbi arginin tartalmid ligandummal stabilitdscsokkenés kovetkezik be. Ezt a
stabilitascsokkenést okozhatja az, hogy a protonalt guanidino-csoport miatt a
pozitivan  toltott ligandum Cu(Il)-ionhoz valé koordinacidja nem  jar
toltéskompenzacioval. Kiilondsen érvényesiil ez a hatas a tobb guanidino-csoportot
tartalmaz6 ligandumok (tri- és tetraarginin) esetén, ahol a megfelelé glicin-
szarmazékkal Osszehasonlitva a szarmaztatott allandé értékét, mintegy egy
nagysagrendnyi kiilonbség jelentkezik. A 30. abran lathaté két koncentracid-
eloszlas gorbén jol lathatd, hogy az ArgArg esetén a [CuA] részecske kisebb
mennyiségben képzdodik a GlyGly-hez képest. Az ArgSer-nél, 6sszevetve az ArgAla-
val, a kismértéka stabilitasnovekedés a szerin oldallancahoz rendelhetd.

1,0 1,0
— +
o [CuAHL] [CuAH_,] o [Cu AH,1]2+ [CuAH_,]
0.8 - 08
5 <
S 0,6 - 506
£ CuA,H ] =
€0,4 go 4
= —
] 1 2+,
02 1 WAy Soz ] [CuA,H ] )
LA H 5N CuA]‘+ CupAgH 3
0,0 ; : - . - ; ; 0,0 :

@ 4 5 6 7 8 9 10 pH 11 3 4 5 6 7 8 9 10 pH 11
30. abra A Cu(Il) — GlyGly (a) és a Cu(Il) — ArgArg (b) rendszerben képz6d6 komplexek
koncentracio-eloszlasi gorbéi (ccyary = 0,002 mol/dm’, Cu(Il):A = 1:2).

A CuAH | + A — CuA,H | folyamatra szamolhat6 szdrmaztatott allandok értékei
azt mutatjak meg, mennyire kedvezményezett a biszkomplex képzdédése soran a
masodik ligandum koordinacidja a fémionhoz. Valamennyi dipeptidre a
szamolhato értékek kisebbek a GlyGly-re kapott értékhez képest (9. tablazat) —
nagyobb mértékben igaz ez az N-termindlis végen arginint tartalmazo dipeptidekre
—, ami azt jelenti, hogy az arginin tartalmi szarmazékoknal a biszkomplex
képzddése nem kedvezményezett (30. abra). Ezt minden bizonnyal a nagy
térkitoltésii oldallanc sztérikus gatlasa okozza.

A képz6dé  komplexek  szerkezetének  meghatarozasara - kiilonb6z6
spektroszkopias méréseket végeztiink (UV—lathato spektrofotometria, ESR és CD
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spektroszkopia). A kapott spektralis paramétereket a 11. tablazatban foglaltuk
Ossze. Az adatok alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy az arginint tartalmazo
ligandumok Cu(Il)-ionnal valé komplexképzddése soran a kialakuld kdtésmodok
megegyeznek a  nemkoordindlodd oldallancot tartalmazd, megfeleld glicin-

. . o Tk . 190
szarmazgek esetén leirt eredményekkel.

11. tablazat Az arginin tartalmu peptidek Cu(II)-komplexeire meghatarozott ESR és UV—
lathato spektrofotometrias paraméterek.

gi Ay (10%em ™) | Amax(om) | & (M 'em’)
[CuA] 2,309 171,2 — —
[CuAH ] 2,245 179,2 630 86
AlaArg [CuAH ] | 2230 161,2 622 86
[CuAH ,] 2,042 155,5 629 76
[CuA] 2,309 171,1 — —
[CuAH ] 2,244 179,1 631 84
ArgAla | roiam | 2226 166.0 626 89
[CuAH ,] 2,043 153,5 632 76
[CuA] 2,304 173,9 — —
AreSer [CuAH ] 2,242 182,6 631 86
g [CuA.H ] | 27225 167,5 623 87
[CuAH ,] 2,043 160,6 634 82
[CuA] 2,311 168,1 — —
AreAr [CuAH ] 2,247 176,3 631 88
BATE I CcuAH ] | 2229 161,7 628 87
[CuAH ,] 2,246 155,2 632 76
[CuA] 2,311 166.6 — —
ArgArgArg | [CuAH ] 2,253 169,0 — —
[CuAH ,] 2,201 196,2 544 145
[CuAH ] 2,252 174.6 — —
ArgArgArgArg| [CuAH ;] 2,216 178,9 — —
[CuAH ;] 2,173 206,1 517 187

A vizsgalt dipeptideknél a komplexképzddés a terminalis aminocsoport
koordinacidjaval indul, a [CuA] részecskében (NH,,CO) kotésmodu ottagu kelat
alakul ki. A pH novelésével a [CuAH ] komplexben az amid-nitrogén
deprotonalodik és koordinalodik a fémionhoz, (NHp,N-,COO") kétésmodi csatolt
kelatot hozva létre. Lugos pH-n a Cu(Il)-ion negyedik ekvatorialis koordinacios
helyét elfoglalé vizmolekula deprotondlodasadval a [CuAH ;] Gsszetételit vegyes
hidroxokomplex képzddik. Ligandumfelesleg mellett a [CuA,H ;] Osszetételil
biszkomplex is megjelenik, melyben az egyik ligandum (NHp,N,COO"), mig a
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masik ligandum axialis-ekvatoridlis helyzetben (NH,,CO) kotésmoddal
koordinalodik a fémionhoz. A masodik ligandumban az amid-nitrogén
deprotonalodasa nem kovetkezik be, igy ez gyengébb kotést eredményez.

A [Cu,A,H ;5] 6sszetétellel megadott részecske egy ESR inaktiv dimer, melyben a
két fémionhoz egy-egy ligandum (NH,,N",COO") kdétésmoddal koordinalodik, és a
fémionokat egy hidroxid-hid kapcsolja ossze.'” A dimer a rendszerben csak igen
kis mennyiségben jelenik meg (30. abra), igy erre a részecskére vonatkozod
spektralis adat nem hatdrozhaté meg.

A tri- és tetraarginin esetén a komplexképzddés a dipeptideknél leirt [CuA] és
[CuAH_,] 6sszetételli részecskékkel indul, (NH,,CO) majd (NH,,N",CO) kialakulo
kotésmoddal. A pH novelésével a peptidlancban talalhatdo kovetkezé amid-
nitrogén(ek) deprotonaldédasa és koordinacidja kovetkezik be. A [CuAH.]
részecskében a ligandum a fémionhoz az amino-nitrogén mellett két deprotonalt
amid-nitrogénen, mig a tetraarginin esetén a [CuAH ;] Osszetételll részecskében az
amino-nitrogén  mellett harom  deprotonalt amid-nitrogénen  keresztiil
koordinaldédik. Az amid-nitrogének deprotonalddéasara szamolhaté allandok értékeit
a 10. tablazatban tiintettiik fel. Mivel a [CuA] részecske csak kis mennyiségben
képzddik, igy az arra meghatarozott stabilitasi szorzat értékének hibdja, ezaltal az elsd
amid-nitrogén deprotonaldodasara meghatarozhatd érték hibaja is meglehetésen nagy,
ezért csak a masodik ill. a harmadik amid-nitrogénre vonatkozo pK értéket adtuk meg.
A triargininndl a masodik, mig a tetraargininndl a harmadik amid-nitrogén
deprotonalodasa kedvezményezettebb, mint a glicin-szarmazékokkal. Tehat ebben az
esetben az arginin oldallincanak a kialakuld csatolt kelatgytiriikre kismértékii
stabilizal6 hatasa van.

Az éltalunk elvégzett szisztematikus vizsgalatok eredménye valamennyi
tanulmanyozott ligandum esetén azt mutatta, hogy az arginin oldallancaban
talalhatd guanidino-csoport Cu(Il)-ionhoz valé koordinacidja a pH = 2 — 12
tartomanyban nem kovetkezik be. Az oldallancnak a képz6dé komplexek
stabilitasara gyakorolt kismértékii hatasa mutathatéo csak ki, az irodalomban a
koordinal6dé donoratomot nem tartalmazo oldallanct peptidekkel megegyezden.

4.3.3. Vegyes ligandumu rendszerek

Az arginin oldallancanak a komplexekben megvalosulhatdo, masodlagos
kolcsonhatasokon keresztiili stabilizald szerepét tanulméanyoztuk olyan vegyes
ligandumu rendszerekben, ahol az AlaArg, ArgAla vagy ArgArg dipeptidek mellett
B ligandumként nagy térkitdltésli, negativan polarozott csoportot tartalmazo
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molekulat valasztottunk. A ligandumok kivalasztasanal tovabbi szempont volt,
hogy a koordinacidjuk a fémionhoz abban a pH-tartoméanyban kovetkezzen be,
ahol a dipeptidekkel a [CuAH ;] dsszetételit komplex mar kialakult, igy a Cu(Il)-
ion ekvatorialis koordinacids szférajaban mar csak egy szabad koordinacios hely
maradt. Ennek a feltételnek olyan vegyiiletek felelnek meg, amelyekben a
donoratom deprotonalodasa a fenti pH-tartomanyban jatszodik le. A vizsgalt
ligandumok az 1-metil-uracil, uridin, fenilalanin-etil-észter és tirozin-metil-észter
voltak (31. abra). Az utobbi két észterszarmazék esetleges hatasanak
értelmezéséhez tanulmanyoztuk az alanil-metil-észterrel kialakuld vegyes
ligandumu rendszereket is.
i i i i

H,N—CH—C-0C,Hs H,;N—CH—C-OCH,
NH NH \ \
\ /& | /& CH, CH,
N~ o HO NEN)
) 0
CH;,
© O

@) O O ()
31. abra Az 1-metil-uracil (a), uridin (b), fenilalanin-etil-észter (c) és tirozin-metil-észter
(d) szerkezeti képlete.

Mind az &t tanulmanyozott vegyiilet egyfogl ligandumként viselkedik: az 1-metil-
uracil és az uridin a gylriben 3-as helyzetben 1évé nitrogénen, mig az észter-
szarmazékok az N-terminalison 1év6 aminocsoporton keresztiil tudnak a fémionhoz
koordinalddni. Az egyes rendszerekben a Cu(Il)-ionnal képezett vegyes ligandumu
komplexre meghatarozott stabilitasi szorzat értékét a 12. tablazatban tiintettiik fel.
A tablazat tartalmazza tovabba a [CuAH ,] + B — [CuABH,] folyamatra
szamolhato szarmaztatott allandd (logK) értékét, valamint Osszehasonlitasként a
GlyGly esetén az 1-metil-uracilra €s az uridinre az irodalomban eldzetesen
meghatérozott értékeket is.'”’

Az 1-metil-uracil és az uridin esetén is azt kaptuk, hogy mindharom vizsgalt
dipeptiddel a képz6do vegyes ligandumu komplex stabilitdsa a GlyGly-hez képest
valamivel nagyobb. Ez a stabilizdlo hatds nagyobb mértékben jelentkezik, ha a
dipeptid a C-teminalis végén tartalmazza az arginint. A fenilalanin-etil-észter és
tirozin-metil-észter esetén kapott adatokat az alanil-metil-észterrel tudjuk
Osszehasonlitani. Itt az alanil-metil-észterhez képest mind a fenilalanin-, mind a
tirozin-szarmazék esetén csokken a kialakulé vegyes ligandumu komplex
stabilitdsa. Minden bizonnyal ebben az esetben az altalunk vart, a két ligandum
oldallanca kozott kialakuld elektrosztatikus kdlcsonhatas mellett a nagy térkitoltési
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csoportok sztérikus gatlasa is fellép. A nagyobb negativ polarozottsagti Tyr-OMe
esetén a Phe-OEt-hez képest nagyobb stabilizalo hatast mindkét vizsgalt
dipeptiddel ki tudtunk mutatni.

12. tablazat Az AlaArg, ArgAla, ArgArg és a GlyGly'"' vegyes ligandumu rendszereiben
képz6d6 [CuABH ;] komplex stabilitasi szorzata (logf), és a szarmaztatott allandé (logK)
értéke (t=25,0 °C, I =0,2 mol/dm’ (KCI)).

AlaArg ArgAla ArgArg GlyGly"'
logB |logK | logB |logK| logB | logK | logB |logK
1-Me-uracil | 5,55(1) | 3,92 | 5,19(1) | 3,79 | 5,43(2)| 3,98 | 4,90 | 3,57
uridin 5,36(1) | 3,73 | 5,03(1) | 3,63 |5,24(2)| 3,79 | 4,76 | 3,43
Ala-OMe | 4,67(2) | 3,04 | 4393) | 299 | — — — —
Phe-OEt 4,02(2) | 2,39 | 3,86(2) | 2,46 | — — — —
Tyr-OMe | 13,81(3)| 2,64 | 13,71(2)| 2,77 | — — — —

Ezek az eredmények azt mutatjdk, hogy a kialakulé vegyes ligandumu
komplexekben az arginin pozitiv toltésii oldallanca a komplexben talalhato,
negativan polarozott, a fémionhoz nem koordinalodd csoporttal masodrendd,
gyenge kolcsOnhatast alakithat ki, ami bar kis mértékben, de képes novelni a
komplex stabilitasat.

4.3.4. Az amilin 17-29 fragmens kélcsonhatisa Cu(II)-ionnal

A vizsgalt amilin fragmens a patkanyokbol izolalt fehérje 17 — 29. tartomanya.
A 13 aminosavat tartalmazd, N- és C-terminalis végen védett peptid szekvencia
sorrendje a kovetkezd: Ac-ValArgSerSerAsnAsnLeuGlyProValLeuProPro-NH,. A
vegyiilet érdekessége, hogy a benne talalhaté aminosavak kiilon-kiilon az
oldallancaikban a fémionhoz koordinalddni képes donoratomot nem tartalmaznak.
Az el6zetes irodalmi eredmények alapjan a peptidlancban csak az
ArgSerSerAsnAsn szakasznal van lehetéség az oldallancok kozotti masodrendit
kolcsonhatas kialakuldsara. Tehat ha az amid-nitrogének deprotonalddasa és
koordinacioja bekovetkezik, az csak gy lehetséges, ha a peptid ezen szakasza tolti
be a horgonydonor szerepet, vagy legalabb is eldsegiti, hogy a fémion megfeleléen
kozel keriiljon a peptidlanchoz. A komplexképzddés tanulmanyozasat nagyban
nehezitette, hogy a ligandum hatéanyag-tartalmanak a meghatdrozasara a pH-
potenciometria nem alkalmas, mivel a mérheté pH-tartomanyban a vegyiilet nem
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tartalmaz disszocidbilis protont. A csak ligandumot tartalmazé minta titralasi
gorbéje azt mutatta, hogy a vegyiilet csak, a komplexképzddés szempontjabol
indifferens szennyezddést tartalmazhat, melynek a mérheté pH-tartomanyban nincs
disszociabilis protonja (pl. oldészermaradék). Mivel a ligandum hatdéanyag-
tartalmat nem tudtuk pontosan meghatarozni, ezért a komplexképzddés vizsgalata
soran a fémion — ligandum ardny beallitasanal kozel 100 %-os tisztasagot
feltételeztiink. A ligandum és a kozelitdleg 1:2 Cu(Il) — ligandum aranyl minta
titralasi gérbéje a 32. abran lathato.
12
pH 1 .. ligandum e

2 T T T T T

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30
Vkou (ml)

32. abra Az amilin 17-29 és a Cu(Il) — amilin 1:2 arany( mintdjanak titralasi gorbéje
(t=25,0 °C, 1= 0,2 mol/dm’® (KCl)).

Amint azt a titralasi gérbék egyértelmlien mutatjak, a fémiont tartalmazd minta
esetén lejatszodik a komplexképzodés. A kialakuldo komplexek jelenlétét a titralas
soran a minta szinének valtozdsa is mutatta. A kiilonboz6 pH értékeken felvett
UV-lathato spektrumokat a 33. dbra mutatja be. A spektrumokon az lathatd, hogy a
komplexképz6dés pH ~ 5-nél indul, és a A értékének fokozatos eltolédasa a
kisebb hullamhosszak fel¢ a Cu(Il)-ionhoz koordinalédd nitrogénatomoknak
tulajdonithat6. A pH = 10,44-nél felvett spektrum esetén a Ay, = 530 nm, amely
eltolodas megfelel a Sigel-Martin egyenletbél szamolhaté,” a Cu(Il)-ionhoz
ekvatorialisan koordinalodo négy nitrogéndonor hatasanak. Ez azt bizonyitja, hogy
a peptidlanc amid-nitrogénjeinek a deprotonaldédasa és a fémionhoz vald
koordinacidja bekovetkezik.

A Cu(ll) — ligandum 1:1,1 aranytl minta titralasa soran csapadékképzodést
tapasztaltunk, mely csapadék a fémion hidroliziséhez rendelhet6. Ebbdl arra
kovetkeztettiink, hogy a rendszerben fémion feleslege volt, azaz a ligandum
hatdéanyagtartalma kisebb, mint 100 %. A tisztasdgot, illetve a hatdéanyagtartalmat
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probaltuk 'H-NMR mérésekkel meghatarozni, ahol a peptidhez ismert mennyiségii
natrium-acetatot adtunk, pontosan ismerve az acetatcsoport kémiai eltolodasat. A
kiértékelést azonban nehezitette, hogy a peptid NMR spektruma igen Osszetett, és
az egyes csoportokhoz tartozdé kémiai eltoloddsok nem azonosithatdk be
egyértelmiien, ezért a komplexegyensulyi vizsgalatokhoz sziikséges pontossagot
nem tudtuk elérni. Tovabbi vizsgalatok elvégzésére nem volt lehetdségiink, mivel a
vegyiilet csak igen kis mennyiségben allt rendelkezésiinkre.

0,15

0,05 -

350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
A [nm]
33. abra A Cu(Il) — amilin 17-29 rendszerben felvett UV—lathaté spektrumok
(ccuan = 0,001 mol/dm?).

A peptid hatéanyagtartalmanak a pontos ismerete hidnyaban a pH-potenciometrias
adatok kiértékelése nem lehetséges, igy a képz6dd komplexek oOsszetétele és
stabilitisa nem szamolhato. A fenti eredmények azt azonban egyértelmiien
bizonyitjak, hogy ebben a peptidfragmensben az amid-nitrogének deprotonaldodasa
és a Cu(I)-ionhoz valé koordinacidja bekdvetkezik. Ami azt vonja maga utan,
hogy az ArgSerSerAsnAsn tartomdnyban [évé aminosavak oldallancai koziil
valamelyik, vagy azok egyiittesen képesek a horgony donorcsoport szerepének
betdltésére. Ennek tovabbi igazolasdra érdemes volna olyan szisztematikus
vizsgalatok elvégzése, ahol az ArgSerSerAsnAsn aminosavakat kiilonb6zo
szamban és helyzetben tartalmaz6 fragmensek kolcsonhatdsat tanulmanyozzuk
Cu(II)-ionnal.
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4.4. A peptidhidroxamsavak vizsgalata
4.4.1. A peptidhidroxamsavak szintézise

A hidroxamsavak eldallitisa a legtobb esetben ugy torténik, hogy az
alapmolekula karboxilcsoportjat aktivaljak, majd azt, mint acilezdszert reagaltatjak
hidroxil-aminnal.'** Az acilez3szer eldallithatd in situ, majd ezt reagaltatjak
hidroxil-aminnal, vagy a karboxilcsoport aktivalasa torténhet a hidroxil-amin
jelenlétében,  kapcsoloreagens  alkalmazasaval. A peptidhidroxamsavak
szintézisénél izolalhatoé acilezészert (dipeptid-metil-észtert vagy tripeptid-N-
hidroxi-szukcinimidil-észtert) reagaltattunk hidroxil-aminnal (3.1 fejezet). A 34.
abra a dipeptid-hidroxamsavak eldallitdsanak reakciolépéseit mutatja be.

1

R
[ I I
cH, C CH Nu C CH; \
\0/ \NI{ N \CH/ \0/ NHR3OH - HCl / NaOCH;
g | absz. MeOH / N,
@) R
o I t i
i
cH, C CH NH  C OH CH NH  C OH
0, /
N NN Nl N desre e 0,87 NS Ny N
(II) | | absz. MeOH I | |
(b) RZ R3 (c) RZ R3
34. abra A dipeptid-hidroxamsavak eléallitasa. R R '
a) Z-védett dipeptid-metil-észter
(@) , 'p P S , AlaAla -CH, -CH, —H/CH,
(b) Z-védett dipeptid-hidroxamsav
(¢) dipeptid-hidroxamsav hidroklorid sdja AlaSer -CH; -CHOH -H/CH,

Valamennyi esetben a megfelel6, N-terminalison védett peptid-szarmazékbol
indultunk ki, ahol a véddcsoport a benzil-oxikarbonil-csoport (Z-) volt. Ez azért
volt sziikséges, mert az N-terminalison 1év0 aminocsoport a hidroxil-aminhoz
hasonléan nukleofilként tdmadhatja az aktivalt karbonil-szenet, amely [épés
szamos melléktermék képzddéséhez vezethet. A tripeptid- és a primer dipeptid-
hidroxamsavak eléallitisa esetén a  Z-védett szarmazékok izolalasa
atkristalyositassal egyszeriien megvaldsithatd volt. A Z-védett szekunder dipeptid-
hidroxamsavaknal az elvalasztast csak tobbszori extrakcioval tudtuk megvaldsitani
ugy, hogy a molekulat el6szor semleges formaban a szerves fazisba juttattuk, majd
deprotonalva a vizes fazisba, és Gjra protonalva a szerves fazisba. A véddcsoport
hidrogénezéssel torténd eltavolitdsaval egyidoben a termék hidroklorid-sojat
allitottuk el6, mivel azt tapasztaltuk, hogy a szabad aminocsoportot tartalmazé
peptidhidroxamsavak bomlékonyak.
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4.4.2. A ligandumok disszociaciés allandoi
A vizsgalt peptidhidroxdmsavakra meghatarozott savi disszociacios allandok

értékeit a 13. tablazatban foglaltuk ssze.

13. tablazat A vizsgalt di- és tripeptid-hidroxdmsavak savi disszociacios allandoi
(t=25,0 °C, 1= 0,2 mol/dm’ (KCI)).

pKi pK;
Z-AlaAlaNHOH 8,91(1) —
Z-AlaSerNHOH 8,69(1) —
Z-AlaAlaN(Me)OH 8,64(1) —
Z-AlaSerN(Me)OH 8,58(1) —
Z-AlaGlyGlyNHOH 8,76(1) —
Z-AlaGlyGlyN(Me)OH 8,46(1) —
H-AlaAlaNHOH 7,66(1) 8,88(1)
H-AlaSerNHOH 7,63(1) 8,73(1)
H-AlaAlaN(Me)OH 7,74(1) 8,74(1)
H-AlaSerN(Me)OH 7,60(1) 8,64(1)
H-AlaGlyGlyNHOH 7,71(1) 8,82(1)
H-AlaGlyGlyN(Me)OH 7,66(1) 8,63(1)

A Z-védett peptidhidroxamsavakra egy savi disszociacios allando hatarozhatd meg,
mely a molekula hidroxamsavcsoportjanak a deprotonalédasdhoz rendelhetd. A
szekunder szarmazékoknal a pK értéke kisebb a megfeleld primer
szarmazékokéhoz képest. Ez 0Osszhangban van a hidroxamat-nitrogénen 1évo
metilcsoport irodalomban leirt hataséval, miszerint a nitrogénen 1évo elektronkiildo
csoport a C—N kotésen at a C—O kotésrendet és delokalizaciot ndveli, ami végiil is
az OH-csoport bazicitisat csokkenti.'"' A szabad aminocsoportot tartalmazo
peptidhidroxamsavak esetén két disszociacios folyamat jatszodik le a mérhet6é pH-
tartomanyban, melyek az ammoéniumcsoport és a hidroxamsavcsoport
deprotonalodasahoz rendelhetok. Az értékek megfeleld egyezést mutatnak mind a
H-AlaGlyNHOH (pK; = 7,52; pK, = 8,40)," mind a H-ProLeuNHOH (pK; =
8,17; pK, = 9,11)'* és a H-ProLeuGlyNHOH (pK, = 8,22; pK, = 9,06)'* megfelel6
értékeivel. Mivel a két disszociacids folyamat egymassal jelentdsen atfed, igy a
pH-potenciometridbél  meghatarozott  disszociaciés = makroallandok  egyik
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csoporthoz sem rendelhetok egyértelmiien. A molekulaban talalhaté amino- és
hidroxamatcsoport bazicitasanak egymashoz valo viszonyat a H-AlaAlaNHOH és
a H-AlaSerNHOH esetén '"H-NMR spektroszkopia segitségével tanulmanyoztuk, és
a funkcids csoportok szomszédsagaban 1évé protonok kémiai eltolédas értékeinek
pD fiiggéseibdl meghataroztuk a két donorcsoporthoz rendelhetd disszocidcios
mikroallandokat. A 35. abran a H-AlaSerNHOH ligandumra kiilonb6z6 pD

értékeken felvett "H-NMR spektrumokat mutatjuk be.
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35. abra A CH(Ser) (a), CH(Ala) (b), CH,(Ser) (c) és CH;(Ala) (d) protonok kémiai
eltolodasanak pD fiiggése a H-AlaSerNHOH ligandum esetén.

A 14. tablazat a protonalodasi mikroallandok értékeit tartalmazza, a 36. abra pedig
a ligandum deprotonalodasi 1épéseit mutatja be makro- és mikroszinten.

14. tablazat A meghatarozott savi disszociacios K, K, )
mikroallandok (t=25,0 °C,1=0,2 mol/dm’® (KCD)). H,A" HA A

H-AlaAlaNHOH | H-AlaSerNHOH ki .0 \&

pk; 7,71(1) 7,73(1) (w1 / 0.0
pks 8.63(1) 8.32(1) \ ,/k
pks 8,83(1) 8,63(1) ke = A0

36. abra A deprotonalddasi makro-
pky 791(1) 8,04(1) és mikrofolyamatok jelolése.

A 36. abran K| jeloli az egyenstlyi makro-, k; a mikroallanddkat, (1,1) a teljesen

protonalt, (0,0) a teljesen deprotonalt ligandumot, (0,1) az aminocsoporton

deprotonalt, (1,0) a hidroxamatcsoporton deprotonalt ligandumot. Az abran jelolt

mikrofolyamatokbol kitlinik, hogy az ammoéniumcsoport depotonalodasahoz a k; és

k4, mig a hidroxamsavcsoporthoz a k; és k; egyensulyi mikroallandok rendelhetok.

A meghatarozott értékek azt mutatjak, hogy mindkét peptidhidroxamsav esetén az
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aminocsoport bazicitasa kisebb a hidroxamatcsoportéhoz képest. Ez az eredmény
osszhangban van az a-AlaNHOH deprotonalédasi mikroallandoéival.'*® A 37. 4bra
a H-AlaSerNHOH deprotonalédasi mikrofolyamatainak koncentracio-eloszlasi
gorbéit, ill. az egyes csoportok protonaltsagdnak mértékét mutatja be a pH
fiiggvényében. Az abran lathatd, hogy a HL makrorészecskéhez 78 %-ban (a H-
AlaAlaNHOH esetén 87 %) jarul hozza a hidroxamatcsoporton protonalt, €s 22 %-
ban (a H-AlaAlaNHOH esetén 13 %) az aminocsoporton protonalt mikrorészecske.
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37. abra A H-AlaSerNHOH savi disszociacios mikrofolyamatainak koncentracio-eloszlasi
g6rbéi (a) (cji,, = 0,001 mol/dm?), ill. a kiilénboz6 csoportok protonaltsagi foka (b) a pH
fliggvényében.

4.4.3. Komplexképzodés Fe(I1I)-ionnal

Valamennyi vizsgalt peptidhidroxamsav esetén a komplexképzodés Fe(Ill)-ionnal
mar joval pH ~ 2 alatt indult, ami azt mutatja, hogy a képz6dé monokomplex igen
nagy stabilitast. Mivel a mintdkban pH = 2-nél mar gyakorlatilag nem volt szabad
fémion, ezért az els6 képz6dd részecske stabilitasi allandojat kombinalt pH —
spektrofotometrids titralassal hataroztuk meg, majd annak értékét lerdgzitve
értékeltiik a pH-potenciometrias adatokat. A Z-védett szdrmazékoknal az 1:3 és 1:5
fémion — ligandum aranyoknal, pH ~ 5,5-6 koriil (Z-AlaGlyGlyN(Me)OH esetén
pH ~ 3,8-nal), mar 1,5-10° mol/dm’ ligandum-koncentracional is csapadékkivalast
tapasztaltunk. A szabad aminocsoportot tartalmazé peptidhidroxamsavaknal bar az
egyes mintakban csapadékképzodés nem tortént, 1:3 és 1:5 fémion — ligandum
aranyoknal, pH ~ 6 koriil valamennyi esetben a fémion hidrolizise kertilt el6térbe,
amely lassi pH-beallast eredményezett. A 38. abran szemléltetésként a H-
AlaAlaN(Me)OH ligandummal az 1:5 fémion — ligandum aranynal a pH
fliggvényében felvett, ill. a kiértékeléssel nyert stabilitasi szorzat értékekbol az
egyes komplexekre szamolhatdo UV—lathato spektrumokat mutatjuk be. Amint az a

38/a. abran 1év6 spektrumokon lathatd, a pH = 0,7-1,6 tartomanyban a Ay, = 510
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nm-nél jelentkezd sdv abszorbanciajanak fokozatos novekedése jellemzd, mely
egyetlen szines komplex jelenlétére utal. (A Apx = 330 nm-nél jelentkezo
abszorpcios sav a Fe(Ill)-ion valamely klorokomplexéhez rendelhetd toltésatviteli
SAV.) A Amex = 510 nm és az & = 915 dm’/mol-cm értéke megegyezik a
monohidroxamét-kelat képzdésére az irodalomban megadott értékkel.'*® A Z-
védett szarmazékoknal ez a részecske [FeA]™", a szabad aminocsoportot tartalmazé
ligandumok esetén [FeAH]*" osszetétellel adhato meg. A pH tovabbi novelésével
ennek a savnak a folyamatos eltolddasa a kisebb hullamhosszak felé, és az ¢
értékének fokozatos novekedése a jellemzd, amely a két hidroxamat-kelatot (A =
460 nm, [FeA,]" és [FeA,H,]*"), majd a harom hidroxamat-kelatot (Amex = 420 nm,
[FeAs] és [FeA;H;]*") tartalmazo komplex képzddésének felel meg (38/b. 4bra).'*
Ez azt jelenti, hogy mind az N-terminalison védett, mind a szabad aminocsoportot
tartalmazé peptidhidroxamsavak esetén a ligandum csak a hidroxamatcsoporton
keresztiil koordinalédik a fémionhoz. Ez 6sszhangban van az irodalomban az
amino-hidroxamsavak ¢és a peptidhidroxdmsavak Fe(Ill)-komplexeire kapott

r 14,14
eredményekkel.'*'*®
0,6 2000
A e [FeA;H,T* (b)
04 1 1500 ~ [FeA2H2]3+
1000 + [FeAH]™"
0,2
500 -
0,0 0 : : :
300 320 420 520 620 720
A [nm)]

38. abra A Fe(Ill) — H-AlaAlaN(Me)OH rendszerben felvett (a) (Cpequry = 3107 mol/dm3,
Fe(II):lig. = 1:5), ill. az egyes komplexekre szamolt (b) UV—lathato spektrumok.

A kombinalt pH — spektrofotometrids adatokat kiértékelve meg tudtuk hatarozni a
mono-, bisz- és triszkomplexek stabilitdsi szorzatait, majd a monokomplexre kapott
értéket lerdgzitve tudtuk szamolni a pH-potenciometrids adatokat. Az egyes
rendszerekben képz6do részecskék Osszetételét és stabilitasi szorzat értékeit a 15.
és a 16. tablazatban foglaltuk 6ssze. A megfeleld bisz- és triszkomplexekre a két
fiiggetlen modszerrel meghatarozott stabilitasi szorzatok jo egyezésben vannak.

A pH-potenciometrias titralasi gorbék kiértékelésénél, ahol az 1:1, 1:2, 1:3 és 1:5
fémion — ligandum aranyt rendszereket is figyelembe vettik, azt talaltuk, hogy a
primer és szekunder dipeptid-hidroxadmsavak esetén a legjobb illesztést addo modell
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tartalmazza a Z-védett szarmazékoknal az [FeAH |]", a nem védett szarmazékoknal
az [FeA]  0Osszetételi vegyes hidroxokomplexet, amelyben a fémionhoz
koordinalodd  egyik deprotonalodik. tripeptid-
hidroxamsavak esetén vegyes hidroxokomplex képzddését nem tudtuk kimutatni.
A Z-AlaGlyGlyN(Me)OH esetén pH ~ 3,8-nal kivalt csapadék a spektrofotometrias
mérések alapjan nem a triszkomplex, hanem feltehetden az [FeA,H ;] Osszetételil
vegyes hidroxokomplex. A H-AlaGlyGlyN(Me)OH a fémionnal mono-, bisz- és

vizmolekula A primer

triszkomplexeket

képez, a

hidroxokomplex nem képzddik.

H-AlaGlyGlyNHOH-hoz

hasonldan

vegyes

15. tablazat A Z-védett peptidhidroxamsavak Fe(III)-komplexeinek stabilitasi szorzatai
(IgP), ill. néhany szarmaztatott allandé értéke (t = 25,0 °C, I =0,2 mol/dm® (KCI)).

Z-AA- Z-AS- | Z-AGG- | Z-AA- Z-AS- | Z-AGG-
NHOH | NHOH | NHOH |N(Me)OH | N(Me)OH | N(Me)OH
[FeA]* 10,18(R) | 9,95(R) |10,08(R) | 10,31(R) | 10,17(R) | 9,94(R)
10,18(1)* | 9,95(1)* | 10,08(1)* | 10,31(1)* | 10,17(1)* | 9,94(1)*
[FeAH ., ]" | 7,18Q2) | 7,18(3) — 6,80(7) | 6,26(6) | 6,47(8)
[FeAs]" 18,53(9) | 19,23(7) |17,98(11)| 18,6(1) |18,98(2) |17,9(2)
18,85(2)* | 18,47(1)* | 18,66(1)* | 19,29(1)* | 19,07(3)* | 18,45(2)*
[FeA,H ] — — — — — 14,56(7)
[FeAs] 258(1) |26,6(1) |24,53) |26,659) |26,19(5) —
25,68(3)* | 25,26(3)* | 25,52(3)* | 26,23(4)* | 26,24(4)* | —

* spektrofotometriabol meghatarozott adatok
(R) spektrofotometriabol szamolt és rogzitett érték

16. tablazat A szabad aminocsoportot tartalmazé peptidhidroxdmsavak Fe(IIT)—
komplexeinek stabilitasi szorzatai (Igf), ill. néhany szarmaztatott allando értéke
(t=25,0 °C, 1= 0,2 mol/dm’® (KCI)).

H-AA- H-AS- H-AGG- H-AA- H-AS- H-AGG-
NHOH | NHOH | NHOH |N(Me)OH | N(Me)OH | N(Me)OH
[FeAHT | 17,62(R) | 17,39(R) |17,74(R) | 18,08(R) | 17,71(R) | 17,64(R)
17,62(1)* | 17,39(1)* | 17,74(1)* | 18,08(1)* | 17,71(1)* | 17,64(1)*
[FeA” | 15,092) |14,64(3) — 14,67(8) | 14,25(6) —
[FeA-HLT" | 34,57(6) |33,91(7) |34,02(5) |33.82) |33.22) |33,70(7)
34,0002)* | 33,58(3)* | 34,00Q2)* | 34,71(2)* | 33,92(2)* | 33,76(1)*
[FeAsH:"| 49,40(8) |49,40(8) |48,7(2) |50,01(8) |49,43(5) |48,97(11)
48,61(3)* | 48,75(11)*| 48,55(3)* | 49,51(3)* | 48,50(2)* | 48,16(2)*

* spektrofotometriabol meghatarozott adatok
(R) spektrofotometriabol szamolt és rogzitett érték
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4.4.4. Komplexképzodés Al(III)-ionnal

Az Al(Ill)-ionnal és szekunder dipeptid-
hidroxamsavak esetén tanulmanyoztuk. A komplexképzddés a fémionnal pH ~ 2,5-
nél indult. A Z-védett ligandumokkal valamennyi fémion — ligandum aranynal, pH
~ 5 koriil csapadékkivalast tapasztaltunk. A szabad aminocsoportot tartalmazod
ligandumokkal 1:3 és 1:5 fémion — ligandum aranynal is, pH ~ 9-nél az Al(IlI)-ion
hidrolizise valt meghatarozovd. A pH-potenciometrids adatok kiértékelésével a
komplexek Osszetételére és stabilitasi szorzat értékeire kapott eredményeket, ill. a
szarmaztatott allandok értékeit a 17. és a 18. tablazatban foglaltuk Ossze.

a kolcsonhatast a primer

17. tablazat A Z-védett dipeptid-hidroxamsavak Al(III)-komplexeinek stabilitasi szorzatai
(IgP), illetve a szarmaztatott allandok értékei (t = 25,0 °C, I = 0,2 mol/dm® (KCI)).

Z-AA- Z-AS- Z-AA- | Z-AS-
NHOH | NHOH |N(Me)OH | N(Me)OH
[AIA 7,594) | 7,07(1) | 7,095)| 7,14(5)
[AIAH. T | 242) | 2412) | 3.248) | 3201
[AIAH,] | —23(1) | 2,95(6) | — —
PKiaiag 52 4,66 3,85 3,9
PKjaan 4,7 5,36 — —

(t=25,0 °C, 1= 0,2 mol/dm’® (KCI)).

18. tablazat A szabad aminocsoportot tartalmaz6 dipeptid-hidroxamsavak Al(III)—
komplexeinek stabilitasi szorzatai (IgP), illetve a szarmaztatott allandok értékei

H-AA- H-AS- H-AA- H-AS-

NHOH | NHOH |N(Me)OH | N(Me)OH
[AlAH]3+ 14,68(4) | 14,38(3) |14,83(3) | 14,77(2)
[AlA]2+ 9,53(9) 9,63(4) |10,29(2) |10,05(3)
[AlAzH]2+ 24.20(5) |23,24(6) |23,96(4) |24,06(4)
[AIA,] 17,60(6) | 16,48(4) |16,86(4) |17,42(3)
pKiaiam 5,15 4,75 4,54 4,72
pK[AlAZH] 6,60 6,76 7,10 6,64

A Z-védett ligandumokra szamolt modellek kiilonb6zé protonaltsagi foku
monokomplexeket tartalmaznak. Az [AIA]*" részecskében a ligandum a
hidroxaméatcsoporton keresztiil koordindlédik a fémionhoz. Az [AIAH|]" és az
[AIAH ;] komplexekben a fémion koordinacids szférajaban 1évé vizmolekula
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deprotonalodasaval vegyes hidroxokomplexek képzddnek. Az oldatokbol
feltehetden a semleges [AIAH ;] részecske valt ki csapadék formajaban.

A szabad aminocsoportot tartalmazo ligandumokkal, ellentétben a Z-védett
ligandumokkal, a monokomplexek mellett biszkomplexek képzodése is
kimutathato. Ez a nagyméret védOcsoport hidnya, ill. az ammoniumcsoport
jelenléte miatti jobb oldhatosaggal, és igy szélesebb vizsgalhatd pH-tartomannyal
értelmezheté. Az [AIAH]" és [AIAH]*" Osszetételti részecskében a ligandum
valoszintileg a hidroxamat-oxigéneken keresztiil koordinalédik a hard sajatsagu
Al(IlT)-ionhoz, az amino-hidroxdmsavak esetén kapott irodalmi eredményekkel
megegyezben.'*® A komplexek deprotonalodasi Iépéseire szamolhaté szarmaztatott
allandok értékei azt mutatjak, hogy az, a fémionhoz koordinalodé vizmolekula, és
nem az aminocsoport deprotonalddasahoz rendelhetd (18. tablazat utolso két sora).
Az igy kialakul6 vegyes hidroxokomplexek tényleges szerkezetét csak a pH-
potenciometria alapjan nem tudjunk egyértelmiien megadni, azok feltehetden
bonyolult, [AIH ;L], dsszetétellel megadhatd oligomereket, vagy polimereket is
alkothatnak, mely polimerek képzése jellemz6 az Al(Ill)-ion hidrolitikus
folyamataira. A ligandumokkal triszkomplex képzodését nem tudtuk kimutatni,
ami szintén alatdmasztja, hogy a peptidhidroxamsavak nem talzottan jo
komplexképzdi az Al(Ill)-ionnak, a fémion hidrolizisét nem tudjak hatékonyan

visszaszoritani.

4.4.5. Komplexképzodés Zn(II)-ionnal

A Zn(Il) — peptidhidroxamsav rendszerekben képz6d6 komplexek Osszetételét és
stabilitasi szorzat értékeit a 19. és 20. tablazatban mutatjuk be. A komplexképzddés
pH ~ 4,8-n4l indult, és mig a szabad aminocsoportot tartalmazo6 ligandumokkal az
egyes rendszerek ligandumfelesleg esetén pH = 11,0-ig mérhetok voltak, addig a
Z-védett szarmazékokkal valamennyi fémion — ligandum aranynal, pH ~ 7,5-nél
csapadék valt ki, igy a komplexképzddést csak sziik pH-tartomanyban tudtuk
vizsgalni.
19. tablazat A Z-védett peptidhidroxamsavak Zn(II)-komplexeinek stabilitasi szorzatai
(gB) (t=25,0 °C, I = 0,2 mol/dm’ (KCI)).

7-AA- 7-AS- 7-AGG- 7-AA- 7-AS- 7-AGG-
NHOH | NHOH | NHOH |N(Me)OH | N(Me)OH | N(Me)OH
[ZnA]" 4692) | 467(1) | 4,642) | 4542) | 433(1) | 4,2905)
[ZnAH ] | -3,193) | -3,0903) | =3,10(5) | -3,73) | -3,26(2) | —4,0(1)
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20. tablazat A szabad aminocsoportot tartalmaz6 peptidhidroxamsavak Zn(Il)—
komplexeinek stabilitasi szorzatai (IgB) (t = 25,0 °C, I = 0,2 mol/dm’ (KCI)).

H-AA- H-AS- H-AGG- H-AA- H-AS- H-AGG-

NHOH | NHOH | NHOH |N(Me)OH | N(Me)OH | N(Me)OH
[ZnAHT | 12,35(7) | 12,50(6) | 12,47(2) | 12,00(8) | 12,23(4) | 11,91(2)
[ZnA]" 5,64(4) | 540(6) | 5,07(1) | 5,11(4) | 4.87(6) | 4,55(2)
[ZnAH. ] | -2,58(4) | —2,48(4) | -3,18(2) | -3.23(3) | —2,84(3) | -3.46(3)
[ZnAH]™ | 17,529) | 17.49@8) | — 17,12(7) | 16,75(8) | —

A Z-védett szarmazékokkal a képzédé [ZnA]™ részecskében a ligandum a
hidroxamat-oxigéneken koordinalédik a fémionhoz, majd a pH-t ndvelve a
[ZnAH ] 6sszetételt vegyes hidroxokomplex, melynek oldhatosaga feltehetéen a
semleges toltése miatt kicsi.

A szabad aminocsoportot tartalmazé dipeptid-hidroxdmsavaknal a rendszereket
legjobban leir6 modell alapjan kiilonb6z6 protonaltsagi fokii monokomplexek
vannak jelen, illetve ligandumfeleslegnél megjelenik a [ZnA,H]" Osszetételii
biszkomplex is. A képzddd részecskék oldatbeli szerkezetének a felderitése
céljabol 'H-NMR spektroszkopiaval tanulméanyoztuk a H-AlaAlaNHOH és H-
AlaSerNHOH protonjainak kémiai eltolodasaban jelentkez6 kiilonbséget a fémion
jelenlétében, valamint tavollétében. A H-AlaSerNHOH esetén a kiilonb6zé pD
értékeknél az egyes csoportok kémiai eltoldodas-valtozasat a szabad ligandum
jeleihez képest a 39. abran lathatjuk.

4,5
oxe o X X Xg X & PO (a)
5 < e u . .
x
oxe o x X x#
x
_ x
4,0 M .,
oxe o x xe X X weexe o, . (C)
. .
.
" (b)
* .
3,5 -
y /
oxe x x .
x
1,5 - x

Tek (d)

pD 12
39. abra A CH(Ser) (), CH(Ala) (b), CH(Ser) (c) és CH;(Ala) (d) protonok kémiai
eltolodasanak pD fiiggése a H-AlaSerNHOH (¢) és a Zn(II) — H-AlaSerNHOH (x)
rendszerben (cznqy= 0,02 mol/dm?®, Zn(IT):lig. = 1:1).
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A fémion jelenlétében végzett NMR titralas azt mutatta, hogy a pH = 6-8
tartomanyban nem csak a ligandum hidroxdmsavcsoportjanak deprotonalodasat
érz0 szerin protonjainak kémiai eltolodas értékei kiillonboznek a szabad
ligandumban ezen a pH értékeken tapasztalhatd kémiai eltolodastol, hanem
kismértékben az ammoniumcsoport deprotonalodasara érzékeny alanin protonjaié
is. Ez azt jelenti, hogy a ligandumok mind a hidroxamat-, mind az aminocsoporton
keresztiil képesek a fémionhoz koordindlédni, ami azt vonja maga utan, hogy egy
ligandum akér két Zn(II)-ionhoz is koordinaldédhat egyszerre. Ezért felvettiik a pH-
potenciometrias titraldsi gorbéket fémion feleslege mellett is. A mérési
eredmények azonban azt mutattak, hogy a ligandumok nem képesek fémfelesleget
megkotni, azaz az NMR mérések szerinti, két kiilonbdz6 csoporton torténd
koordinacio6 csak kotési izomerekben jelentkezhet.
A pH-potenciometrids adatokat kiértékelve meghataroztuk a rendszerben képz6do
komplexek Osszetételét, és az NMR titralas eredményét figyelembe véve adtuk
meg a legvaldsziniibb kétésmodokat. A [ZnAH]*" részecskében a ligandum [0,0],
vagy [NH,,CO] kotésmoddal koordinalodhat a fémionhoz. A pH ndvelésével
megjelend [ZnA]" Osszetételli részecske képzddése tdbb tton is megvaldsulhat.
Bekovetkezhet a  fémion koordindciés  szférajaban  1évé  vizmolekula
deprotonalodasa, vegyes hidroxokomplex képzddése kozben. Deprotonalodhat
maga a ligandum, attdl fiiggden, hogy a [ZnAH]*" komplexben az aminocsoportjan
vagy a hidroxamatcsoportjan volt-e protonalva. A [ZnAH ;] komplex feltehetéen
vegyes hidroxokomplex, ahol az egyik koordinalt vizmolekula deprotonalodik. A
lagos pH-tartoméanyban megjelend [ZnA,H]" Osszetételti biszkomplexben a
masodik koordinalodé ligandum valamelyik csoportja protonalt. A NMR titralas
alapjan pH ~ 9 felett a ligandum kiszorul a Zn(II)-ion koordinacios szférajabol, és a
fémion hidrolizise jatszodik le.
A tripeptid-hidroxamsavak esetén biszkomplexek képzOodését nem tudtuk
kimutatni, melyet feltehetéen a ligandum hossza lancanak sztérikus gatlasa okoz.
Ezen ligandumoknal a hosszabb peptidlanc miatt jobban el6térbe keriilhetnek a
kotési izomerek. Fémion felesleget ezek a ligandumok sem képesek megkotni, de
természetesen a dipeptid-szarmazékoknal leirt kétmagvi részecskék itt is
megjelenhetnek.
Az eredmények a szabad aminocsoportot tartalmazo peptidhidroxadmsavak esetén
azt mutatjdk, az aminocsoport fémionhoz toérténd koordinacidja bar csak kotési
izomerekben, de bekdvetkezhet, azonban az amid-nitrogén deprotonalddasat és a
Zn(Il)-ionhoz val6 koordinalodasat egyik szarmazék esetén sem tudtuk kimutatni.
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4.4.6. Komplexképzodés Cu(Il)-ionnal

A Cu(Il)-ion peptidhidroxamsavakkal valé komplexképzdodését tanulmanyozva
— eldzetes, az amino- és peptidhidroxamsavakra kapott irodalmi eredményekbol

kiindulva'*!4314

— azt vartuk, hogy a nitrogén donoratomokat kedvelé Cu(Il)-ion
esetén bekovetkezhet az amid-nitrogén deprotonalodéasa, ezaltal a peptidvaz
fémionhoz valé koordinacidja. Mivel a Z-védett, ill. a szabad aminocsoportot
tartalmaz6 primer és szekunder, di- és tripeptid-hidroxamsavak esetén a kapott
eredmények teljesen eltérnek egymastol, ezért azokat kiilon-kiilon targyaljuk.
Valamennyi Z-védett primer peptidhidroxamsav esetén a komplexképzodés pH ~
3,5-nél indult, amivel szinte egyidében zold szinii, nagy mennyiségii csapadék
kivalasat tapasztaltuk, amely a pH novelésével sem oldodott vissza. Igy ezen
ligandumoknal a képzodd komplexek stabilitasi szorzatat pH-potenciometridsan
nem tudtuk meghatirozni. ESR méréseink azonban azt mutattdk, hogy a
csapadékos oldatban mono- és biszkomplexek képzddnek, hidroxamat-oxigéneken
keresztiili koordinaciéval.

A Z-védett szekunder peptidhidroxamsavak Cu(Il)-ionnal szintén csapadékot adtak,
de csak pH ~ 6,5-8,0 felett, a fémion koncentraciojatol fiiggéen. fgy lehetdség volt
a komplexképzddés oldategyensulyi vizsgalatara. A komplexek Osszetételét és a
pH-potenciometriabol, ill. a kombinalt pH — spektrofotometriab6l meghatarozott
stabilitasi szorzat értékeit a 21. tablazatban foglaltuk 6ssze. A tablazat tartalmazza
tovabba az egyes komplexekre meghatarozott ESR és UV-lathat6 spektroszkopiai
paraméterek értékeit is. A 40. abra a Cu(Il) — Z-AlaGlyGlyN(Me)OH rendszerben
kiilonb6z6 pH értékeken felvett UV—lathato spektrumokat mutatja be.

21. tablazat A Z-védett szekunder peptidhidroxamsavak Cu(Il)-komplexeinek stabilitasi
szorzatai (Igp) (t = 25,0 °C, I = 0,2 mol/dm’ (KCl)), valamint a komplexekre meghatarozott
ESR ¢és UV-lathat6 spektroszkdpiai paraméterek.

1gp lgB+ g1 | An(10em™) [Apay (nm) (g (M 'em™)

Z-AA- | [CuAl™ | 7,15(1) 2,337| 161,
N(Me)OH | [CuA,] | 12,96(2) 2,280 | 1804

Z-AS- |[CuAl" | 7,17(1)| 7,192)*| 2,335 | 164,0 [380,750| 40,31
N(Me)OH | [CuA,] | 12,84(1) |12,72(4)*| 2,279 | 1793  |350,640| 127, 40

Z-AGG- |[CuAl" | 6,68(2)| 6,70(1)%| 2,341 | 1584 |390,750| 41,34
N(Me)OH | [CuA,] | 11,82(6) [11,95(2)*| 2,279 | 1793 350,650 103, 33

* spektrofotometriabol meghatarozott adatok
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40. abra A Cu(Il) — Z-AlaGlyGlyN(Me)OH rendszerben kiilonb6z6 pH értékeken felvett

UV-lathaté spektrumok (ccyn= 1-10~ mol/dm’, Cu(Il):lig. = 1:2).

Mindharom szekunder peptidhidroxamsav a Cu(Il)-ionnal mono- és biszkomplexet
képez, ahol a ligandum a hidroxamat-oxigéneken keresztiil koordinalodik a
fémionhoz. A mintakban a nagyobb pH-n megjelend csapadék feltehetéen a
semleges [CuA;] komplex. A kapott ESR paraméterek jo egyezésben vannak az
irodalomban az aceto-hidroxamsavra korabban meghatirozott paraméterekkel
([CuA]" komplexre: g, = 2,336, A = 168 - 10* ecm™; [CuA,] komplexre: g =
2,282, Ay=181 - 10" ecm™)."? A Amax = 390-350 nm-nél jelentkez6 abszorpcios
sav a Cu(Il) — hidroxamat koordinacidra jellemzé toltésatviteli sav, a Aya = 750—
640 nm hulldmhossznal jelentkezd sav pedig a Cu(Il)-ion d—d &atmeneteihez
rendelhet6 (40. abra).

A szabad aminocsoportot tartalmazo primer dipeptid-hidroxamsavak (H-
AlaAlaNHOH ¢és H-AlaSerNHOH) Cu(Il)-ionnal a pH = 2-11 tartomanyban
intenziv kolcsonhatasra voltak képesek, és a ligandumok 1,5-sz6rds fémion
felesleget is oldatban tartottak. A 41. abran a H-AlaSerNHOH titralasi gorbéi
lathatok kiilonb6z6 fémion — ligandum aranyok mellett. A 42. abran a Cu(Il) — H-
AlaSerNHOH mintak kiilonb6z6 pH értékeken felvett ESR ¢és UV-lathato
spektrumait mutatjuk be.

Az ESR spektrumok alapjan pH = 3,2-nél talnyomoérészt a [Cu(H,0)s]*" (*) van
jelen (42. 4bra). A pH novelésével (pH = 4,1-5,2) megjelend uj részecske (1) ESR
paraméterei (g, = 2,338, A; = 160,0 - 10*cm™ a H-AlaSerNHOH-ra, g = 2,346,
Ay=1573- 10*cm ' a H-AlaAlaNHOH-ra), illetve az UV-lathat6 spektrumokban
a A = 360 nm koril jelentkezé abszorpcios sav jo egyezésben van a Z-védett
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szekunder  peptidhidroxdmsavakndl ~a  monohidroxamat  koordinéciora
meghatarozott értékekkel (21. tablazat).
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41. abra A H-AlaSerNHOH ¢és a Cu(Il) — H-AlaSerNHOH kiilonb6z6 arany titralasi
g6rbéi (t=25,0 °C, I= 0,2 mol/dm’® (KCI)).
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42. abra A Cu(Il) — H-AlaSerNHOH rendszerben kiilonb6z6 pH értékeken felvett ESR és
UV-lathaté spektrumok (ccyan=5-10° mol/dm’, Cu(Il):lig. = 1:1).

A pH = 4,45-11,10 tartomanyban, ligandumfelesleg mellett is az ESR jelek
intenzitdsanak jelentds csokkenését tapasztaltuk, ami tobbmagvi, ESR inaktiv
részecskék jelenlétére utal. Az intenzitas csokkenésével parhuzamosan a pH = 6,6—
11,1 tartomanyban 0j ESR cstiicsok megjelenését és azok hatarozott kiszélesedését
lathatjuk (). A jelek szélesedése a Cu(Il)-ion koordinacios szférdjaban 1évo
donoratomok megvaltozasara utal, amikor is az oxigén donoratomokat fokozatosan
nitrogén donorok valtjak fel. Ezt alatdmasztjak az UV-lathatd spektrumok is, ahol
a pH = 4,5-7.8 tartomanyban a A ~ 580 nm-nél jelentkezé abszorpcids sav a
Cu(Il)-ionhoz koordinadloddé harom nitrogén donoratomnak felel meg, az
irodalomban a Cu(Il) — H-ProLeuNHOH rendszerre kapott eredményekkel
megegyezden.'* Az ESR jelek fokozatos tolodasabol tobb, hasonld ESR
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paraméterekkel rendelkez6 részecskék egyideji jelenlétére kovetkeztethetiink. Az
erre a pH-tartomanyra szamolhaté ESR paraméterek (g, = 2,200-2,216, A;;= 191—
198 - 10 cm ™) szintén j6 egyezésben vannak a Cu(II) — H-ProLeuNHOH rendszer
ESR paramétereivel (g, = 2,217, Ay=191,3 - 10 crlfl),14 melyet harom nitrogén
donoratom fémionhoz térténd koordinacidjahoz rendeltek.

A komplexképzodést CD spektroszkdpia segitségével is tanulmanyoztuk. A 43.
abran a Cu(Il) — H-AlaAlaNHOH rendszerben a ligandum- és fémion felesleg
esetén, kiillonb6zo pH értékeken felvett CD spektrumokat mutatjuk be. A A = 300—
450 nm tartomanyban két abszorpcids sav talalhato. Az irodalmi elézmények
alapjan a Ap. ~ 330 nm-nél jelentkezd sav feltehetéen a Cu(Il) — hidroxamat-
oxigén kozotti toltésatviteli savnak felel meg, mig a Ap.x ~ 400 nm-nél 1€vo sav a
Cu(Il) — hidroxamat-nitrogén karakterisztikus toltésatviteli savja.'*’ A A = 450-700
nm tartomanyban a Cu(ll)-ion d—d atmeneteihez rendelhetd abszorpcids savok
jelennek meg. A ligandumfelesleg esetén felvett CD spektrumokon jol lathato (43.
abra), hogy mig pH ~ 8-ig a hidroxamat-oxigének koordinacidja a meghatarozo,
addig a pH = 10,0-11,0 tartomanyban mar a hidroxamat-nitrogének koordinacioja
is kimutathato.

0,0015 0.0010
pH=4,

Ag Ae | (b)
/ —

0,0005 - 0,0000 === pizals

pH=9,94

0,0005 -0,0010 pH=11.01
pH=7,00
-0,0015 ; ; ; ; -0,0020 ‘ ‘ ‘ ‘
300 400 500 600 700 800 300 400 500 600 700 800
A [nm] A [nm]

43. abra A Cu(Il) — H-AlaAlaNHOH rendszerben kiilonb6z6 pH értékeken felvett UV—
lathaté spektrumok (cjig = 3107 mol/dm?, Cu(Il):lig. = 1:2 (a) / 1,5:1 (b)).

Valamennyi spektralis modszer eredményét figyelembe véve értékeltiik ki a pH-
potenciometrias adatokat. Ennek megfeleléen a legjobb illesztést adé modell
alapjan a képzodo komplexekre szamolt 0sszetételt és stabilitdsi szorzat értékeket a
22. tdblazatban foglaltuk 6ssze. A modell alapjan szemléltetésiil a H-AlaAlaNHOH
ligandummal a komplexekre kapott koncentracio-eloszlasi gorbéket a pH
fliggvényében a 44. dbran mutatjuk be.

A [CuAHT*" 6sszetételii komplexben az ESR paraméterek alapjan a ligandum
[0,0] kotésmoddal, a hidroxamat-oxigéneken keresztiil koordinalodik a
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fémionhoz. A pH emelésével, uj lugfogyasztd folyamatban a koordinacios mod
fokozatosan attevédik az oxigénekrdl a nitrogén donoratomokra, mikozben a
rendszerben [Cu,A,]*" sszetétellel megadhato, feltehetéen tobb oldatszerkezettel
is rendelkezd, az aminocsoport részvételével kialakuld, dontdéen kétmagvia, ESR
inaktiv komplex képzodik. A [CuAH_ ;] komplexben a ligandum [NH,,N ,N]
kotésmoddal koordinalodhat (45. abra), ahol a masodik nitrogén a deprotonalt
amid-nitrogén, a harmadik pedig a hidroxamatcsoport deprotonalt nitrogénje,
mikdzben a hidroxamat-oxigénje protonalt. A [CuAH ,] Osszetételi részecske
valészinlileg egy vegyes hidroxokomplex, melyben a fémion negyedik
koordinacios helyét elfoglald vizmolekula disszocil, amit a részecske képzodésére
szamolhato szarmaztatott allando értéke is alatdmaszt (pK[CuAH_l] =9,67 és 9,41).

22. tablazat A H-AlaAlaNHOH és H-AlaSerNHOH Cu(II)-komplexeinek stabilitasi
szorzatai (Igp) (t = 25,0 °C, I = 0,2 mol/dm’ (KCI)).

H-AANHOH | H-ASNHOH
[CuAH]* 14,70(5) 14,46(6)
[Cu A, 23,20(5) 23,28(4)
[CuAH ] 4,43(6) 4,68(5)
[CuAH ,] —5,24(8) —4,73(5)
[CusA,H 4] 5,89(6) 6,48(5)
[CusASH 5] -3,56(10) -2,87(9)
[CusAH (> | —14,28(11) -13,51(10)
1,0
1 o
081 [CusALH ]
% 0,6 [Cu,A T [CuAH ] [CuAH_,]"
E 4
g 0,4 i " [Cu3A2 75]7
3 [CuAH]
0.2 [CU3A2H76]27
0,0 T T T T T T T T
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

pH
44. abra A Cu(Il) — H-AlaAlaNHOH rendszerben képz6dé komplexek koncentracio-
eloszléasi gorbéi (ceyan = 0,004 mol/dm®, Cu(Il):lig. = 1:1).
A [CuzA,H 4] 6sszetétellel leirt harommagvia részecskében feltehetden két CuAH_
egység szabad hidroxamat-oxigénjeiken keresztiil kapcsolodik ssze, egy harmadik
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Cu(Il)-ion szegitségével, hidroximato-tipusu koordinaciot alakitva ki (45. abra),
Osszhangban azzal a kisérleti tapasztalattal, hogy a ligandum 1,5-sz0r6s fémion
felesleget tudott oldatban tartani (41. abra). A hidroxamat-oxigének koordinaciojat
a teljes vizsgalt pH-tartomanyban az UV-lathaté spektrumok is aldtamasztjak,
ugyanis a A ~ 360 nm-nél talalhaté nagy intenzitasu toltésatviteli sav pH = 11-ig
jelen van. A pH-t ndvelve, a széls6 fémionokhoz (45. éabra) koordinalodo

rrrrrr

N R‘
(0] OH,
0 / \ NGt N 0SS N R

N .N>~oH ' cuzt ,
N | 4 AN ———m -
:Cu2+ R N- \O' N O_/N ?u NH,
7 N \
NH2 OH2 CI)H2

R le} R
[CHAH_I] [CU3A2H_4]

45. abra A szabad aminocsoportot tartalmazo primer dipeptid-hidroxdmsavak Cu(Il)-
ionnal képezett néhany komplexének javasolt szerkezetei.

A szabad aminocsoportot tartalmazo szekunder dipeptid-hidroxamsavak (H-
AlaAlaN(Me)OH és H-AlaSerN(Me)OH) Cu(ll)-ionnal a primer szarmazékhoz
hasonléan intenziv kdlcsonhatast alakitottak ki a pH = 2—11 tartomanyban, azzal a
kiilonbséggel, hogy ezek a ligandumok fémfelesleget nem voltak képesek
megkotni. A ligandumok Cu(Il)-ionnal képezett komplexeinek ESR spektrumai
szintén kiilonboztek a primer szarmazékokhoz képest. Egyrészt a spektrumokban
jel-intenzitds csokkenést nem tapasztaltunk, ami azt mutatja, hogy itt nem
képzédnek ESR inaktiv tobbmagvi részecskék. Masrészt az 1:1 fémion — ligandum
aranyu mintak ESR spektruma eltért a ligandumfelesleget tartalmazo mintakétol,
azaz a komplexképzddés soran ligandumfelesleg esetén biszkomplexek is
megjelennek. A 46. abran a H-AlaSerN(Me)OH-val a fémion jelenlétében, a
kiilonb6z6 pH értékeken felvett ESR, a 47. abran pedig a H-AlaAlaN(Me)OH
esetén az UV-lathaté spektrumokat mutatjuk be.

A komplexképzodést ezen ligandumok esetén is tanulmanyoztuk CD
spektroszkopiaval. A spektrumokban a 300450 nm tartomanyban megjelend egy
abszorpcios sav a Cu(ll) — hidroxamat-oxigén kozotti toltésatviteli savnak felel
meg. A savok intenzitdsa a pH ndvelésével fokozatosan no, és pH ~ 10 felett kissé
tolodik a kisebb hullamhosszak felé. A 450-800 nm tartomanyban a nitrogén-
koordinaciohoz rendelhetd, a d—d atmenetekbdl szarmazo sav jelenik meg.
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46. abra A Cu(Il) — H-AlaSerN(Me)OH rendszerben kiilonboz6é pH értékeken felvett ESR
spektrumok (Ceyan = 5-10"° mol/dm?, Cu(Il):lig. = 1:1 (a) / 1:2 (b)).

700 800
A [nm]

47. abra A Cu(Il) — H-AlaAlaN(Me)OH rendszerben kiilonb6z6 pH értékeken felvett UV—
lathato spektrumok (ccyan = 1,5-10° mol/dm’, Cu(Il):lig. = 1:2).

A spektroszkopiai mérések eredményeit figyelembe véve értékeltik ki a pH-
potenciometrias titralasi gorbéket. A komplexekre meghatarozott Osszetételt és
stabilitasi szorzat értékeket a 23. tablazatban foglaltuk ssze.

23. tablazat A H-AlaAlaN(Me)OH és H-AlaSerN(Me)OH Cu(II)-komplexeinek
stabilitasi szorzatai (Igp) (t = 25,0 °C, I = 0,2 mol/dm® (KCI)).

H-AAN(Me)OH

H-ASN(Me)OH

[CuAHT*
[CuAH ]
[CuAH.,]
[CuA,H,]*"
[CuAH]'
[CuA,]
[CuAH ]

15,02(6)
3,04(4)
~6,63(5)
29,17(8)
22,3(2)
14,8(2)
6,3(1)

14,73(5)

3,14(3)
—6,46(4)
28,86(6)
22,84(7)
15,44(8)

7,16(8)
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Atmenetifém-ionok kolcsdnhatasa kis biomolekulékkal.

Az ESR spektrumokbdl a komplexekre szamolhatdé paramétereket, valamint a
kialakul6 legvaldszinlibb kotésmodokat a 24. tdblazat tartalmazza.

24, tablazat A H-AlaAlaN(Me)OH ¢és H-AlaSerN(Me)OH Cu(II)-komplexeinek ESR
paraméterei, €s a legvalosziniibb kotésmodjaik.

H-AAN(Me)OH | H-ASN(Me)OH
i Aj (107%em™) i Ay (107%cm™)

kotésmod

[CuAH]*" | 2,329 160,7 | 2,331 162,1 | [0.0]

[CuA,H.]*" | 2,271 180,8 2,275 179,5 | [0,0][0,0]

[CuAH ] 2,236 191,8 | 2,238 188,3 | [NH,N O]
[CuAH,] | 2,234 1793 | 2236 179,0 | [NH,N,0,0H ]
[CuA,] 2,216 189,5 | 2,218 186,7 | [NH,N,0 J[NH,,CO]

Amint azt a 23. tablazat adatai mutatjak, a ligandumok Cu(Il)-ionnal kiilonbdz6
protonaltsagi fokii mono- és biszkomplexeket képeznek. Az ESR mérések alapjan
6t kiilonboz6, ESR aktiv részecske van a rendszerben (24. tablazat). A [CuAH]*"
mono- (1) és a [CuA,H,]*" biszkomplexben 0) (46. abra) a ligandum hidroxamat-
oxigéneken keresztiil koordinalodik a fémionhoz. Ezt a koordinaciéos modot mind
az ESR paraméterek, mind az UV-lathatoé spektrumok alatamasztjak, melyek jo
egyezésben vannak a Z-védett szarmazékokra kapott eredményekkel (21. tablazat).
A [CuA,H]" részecske képzddése nem jar az ESR paraméterek megvaltozisaval,
amibdl arra kovetkeztethetiink, hogy a ligandum nem koordinalédo
ammoniumcsoportja deprotonalddik. A [CuAH_ ] &sszetételii komplex (*) esetén a
g csokkenése, és az Aj értékének novekedése azt mutatja, hogy a Cu(Il)-ion
koordinacios szférajaban az oxigén donoratomok részben nitrogénekre
cserélddnek, a ligandum az amino-nitrogénen, a deprotonalt amid-nitrogénen és a
hidroxamatcsoport oxigénjén koordinalédva, egy oOttaghi és egy hattagu csatolt
kelatot alakit ki (48. abra). A nitrogén donoratomok koordinacidjat az UV-lathato
spektrumokban jelentkez6 (47. abra kinagyitas), a fémion d—d atmeneteire jellemzd
sav fokozatos eltolodasa a kisebb hullamhosszak felé is igazolja.

A [CuAH_,,] () (46. dbra) minden bizonnyal egy vegyes hidroxokomplex, ahol a
Ezt az A, értékének csokkenése mutatja, mikdzben a g, értéke alig valtozik. A
[CuA;] (|) (46. 4bra) gy képzddhet, hogy a [CuAH_;]-hez egy HA" ligandum
koordinaldédik ekvatoridlis—axialis pozicidban. A masodik ligandum koordinacidja
torténhet a hidroxamat-oxigéneken, vagy az amino- és karbonil-csoporton
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4. Eredmények

keresztiil. A koordinacios mod eldontésére ESR méréseket végeztink a H-
AlaSerN(Me)OH — Z-AlaSerN(Me)OH — Cu(Il) és a H-AlaSerN(Me)OH — H-
GlySar-OH — Cu(Il) 1:1:1 aranyu rendszerekben, ahol a Z-AlaSerN(Me)OH csak
[0,0], a H-GlySar-OH csak [NH,,CO] koordinaciét tud kialakitani. Azt talaltuk,
hogy a [CuA,]-ben a koordinacidos mod a H-AlaSerN(Me)OH — H-GlySar-OH —
Cu(Il) rendszerben képz6dé vegyes ligandumii komplexével mutat igen hasonlo
ESR spektralis viselkedést, azaz az ekvatoridlis—axialis koordinacios helyet a
ligandum [NH,,CO] csoportja foglalja el (48. dbra). A masik lehetséges, az [O,0]
koordinacionak az is ellent mond, hogy az UV-lathaté spektrumokban nem
tapasztaltunk eltolodast a nagyobb hullamhosszak fel¢, ami az ekvatorialis—axialis
hidroxamat-tipusi  koordinacié velejaréja.'® A [CuA,H ] komplex a
koordinal6dé masodik ligandum hidroxamsavcsoportjanak a deprotonalddasaval

alakul ki. Ezt a pK[cUAZ] értékek (8,25 ill. 8,26) is alatdmasztjak.

0 0
R' N~ CHs

O)" Ne-s 2@
H,N™" e

N R
R ? [CuAHL,] [CuA,]
48. abra A szabad aminocsoportot tartalmazo6 szekunder dipeptid-hidroxamsavak Cu(Il)-

ionnal képezett néhany komplexének legvaldsziniibb szerkezetei.

A szabad aminocsoportot tartalmazo primer tripeptid-hidroxamsav (H-
AlaGlyGlyNHOH) Cu(Il)-ionnal torténdé pH-potenciometrids titralasakor azt
tapasztaltuk, hogy a ligandum fémion felesleget is képes oldatban tartani, azonban
a pH ~ 5 feletti tartoméanyban valamennyi fémion — ligandum ardny esetén nagyon
lassu komplexképzddés jatszodik le, amely az oldategyenstlyi vizsgalatokat
nehezitette, a pH-potenciometrids titralasi adatok kiértékelését pedig részben
meghitsitotta. A 49. abran az 1:1 fémion — ligandum aranynal kiilénb6zé pH
értékeken felvett ESR és UV-lathato spektrumokat mutatjuk be.

Az ESR spektrumban a pH = 4,5-nél a [Cu(H,0)s]*" (*) mellett megjelend
részecske (*) paraméterei (g = 2,345, Ay = 160,5 - 10 cm™) megegyeznek az
[0,0] tipusu hidroxamat-koordinaciora szamolhatoé ESR paraméterekkel (21.
tablazat). A pH = 5,3-8,0 tartomanyban a jelek intenzitasa csokken, ami ESR
inaktiv tobbmagvu részecskék jelenlétére utal. Ezen oligomer részecskék mellett,
azokkal egyensulyban, egymagvu komplexek is jelen vannak a rendszerben. Az
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ESR jelek kiszélesedése ebben a pH-tartomanyban azt mutatja, hogy a fémion
koordinacios szférajaban kezdetben jelen 1év6 oxigének folyamatosan nitrogénekre
cserélédnek ki.

03

pH = 3,60 - 7,75
pH=8,00-11,0
pH=4,48 R 0,2 1
pH=5.29
pH=6,06

pH=6,58 - 0,1 1

|pH=6,98
pH=7,38

ApH=8,01 i 0,0 4
PH=0.18 ~— 300 400 500 600 700 800

49. abra A Cu(Il) — H-AlaGlyGlyNHOH rendszerben kiilonbdzé pH értékeken felvett
ESR spektrumok (ccyan = 5- 10 mol/dm’®, Cu(Il):lig. = 1:1) és UV-lathat6 spektrumok
(ccuan = 3-10" mol/dm’, Cu(Il):lig. = 1:1).

A pH = 9.2-nél jelen 1évo részecskére (#) (49. abra) szamolhato ESR
paraméterekbdl (g = 2,176, Ay =213,4 - 10 cm') arra kovetkeztethetiink, hogy a
Cu(Il)-ionhoz négy nitrogén donoratom koordinalodik az ekvatorialis sikban. Az
ESR értékek jo egyezést mutatnak a Cu(Il) — H-ProLeuGlyNHOH rendszerben a
4N koordinaciora vonatkozo értékkel (g = 2,181, Ay = 208,5 - 10* cm™)."* A
nitrogének folyamatos belépését a kiilonb6zo pH értékeken felvett UV-lathato
spektrumok is bizonyitjak (49. abra). Az abran a pH = 11,0-nél lathatd A, = 500
nm érték szintén jo egyezésben van a Cu(ll) — H-ProLeuGlyNHOH rendszerben a
4N koordinaciohoz rendelhetd értékkel (Amo = 490 nm).'* A 300450 nm
tartomanyban a Cu(Il) — hidroxamat koordinaciora jellemzd toltésatviteli sav
jelenik meg, amely pH ~ 8-ig fokozatosan ndévekvd, majd a folott csokkend
intenzitdsu. Ez azt mutatja, hogy a hidroxamat-oxigének az e feletti pH-
tartomanyban fokozatosan kiszorulnak a fémion koordinacios szférajabol. Az
eredményeket tekintve feltételezhetjiikk, hogy koztes pH-tartomanyban olyan
kétmagvi részecskék is jelen vannak, amelyekben a ligandum ambidentat médon,
az egyik fémionhoz a nitrogén(ek)en, mig egy masik fémionhoz a hidroxamat-
oxigéneken keresztiil koordinalodik. Ezzel magyarazhatd az a jelenség, hogy 1:1
fémion — ligandum aranynal a pH = 5,3-7,0 tartomanyban jelentds mennyiségben
van jelen a bisz [0,0] koordinaciot valdsziniisité ESR paraméterekkel rendelkezo
részecske (#) (gn= 2,283, Ay=181,7 - 10 cm™"). Ez feltehetéen egy olyan dimer
részecskéhez rendelhetd, ahol az egyik fémionhoz csak hidroxamatcsoport
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koordinalodik, a madsik fémionhoz pedig nitrogén(ek). Az, hogy az ESR
spektrumokban a tobbmagvu részecskék jelenléte ellenére az intenzitas csdkkenés
csak kismértékli, értelmezhetd azzal, hogy a harom aminosavat tartalmazé
ligandum két végén kotott fémion elég tavol helyezkedik el egymastol ahhoz, hogy
a koztik fellépd spinkicserélodési effektus csak gyenge kolcsonhatasban
érvényesiiljon.

A pH-potenciometrias titralasok soran valamennyi fémion — ligandum arany esetén
a pH = 5-8 tartomanyban nagyon lassi folyamatok jatszodtak le, az egyensuly
feltétele nem valdsult meg, igy a gorbék ezen szakaszait nem tudtuk kiértékelni. Az
1:1 aranyu titralasi gorbe alapjan a rendszerben a komplexképzddés soran
Osszességében a ligandumrdl négy ekvivalens proton szorult ki. Az ESR és UV—
lathatd spektroszkopia eredményeit is figyelembe véve értékeltik ki a pH-
potenciometrias mérések adatait abban a pH-tartomanyban, ahol adott volt az
egyensulyi feltétele (pH = 2-5 és pH > 8). A komplexekre meghatarozott stabilitasi
szorzat értékeket, ill. az ESR paramétereket a 25. tablazatban foglaltuk dssze.

25. tablazat A H-AlaGlyGlyNHOH Cu(Il)-komplexeinek stabilitasi szorzatai (1gf3) (t =
25,0 °C, I = 10,2 mol/dm® (KCI)), illetve a komplexekre meghatarozott ESR paraméterek.

1gP g Ay (107 em™)

[CuAHT" | 14,45(7) | 2,345 160,5
[CUAHL,] | —5,38(5) | 2,176 2134

A [CuAH]*" komplexben a ligandum a hidroxamat-oxigéneken keresztiil
koordinalédik a fémionhoz. A [CuAH,,]” részecskében a megvaldsuld
koordinacios mdéd [NHp,N,N',N7], ahol a masodik és harmadik koordinacios
helyet a deprotonalt amid-nitrogén, mig a negyediket a hidroxamatcsoport
deprotonalt nitrogénje foglalja el, mikozben a hidroxamat-oxigén protonalt.

A szabad aminocsoportot tartalmazo szekunder tripeptid-hidroxamsav (H-
AlaGlyGlyN(Me)OH) Cu(Il)-ionnal valé komplexképzddése soran a kiilonbozo
fémion — ligandum aranyoknal mért pH-potenciometrids titralasi gérbéket az 50.
abran tlintettiik fel. A pH = 2-11 tartomanyban intenziv komplexképz6dés volt
jellemzé. A ligandum fémion felesleget nem volt képes oldatban tartani. Az 1:1
aranynal felvett titralasi gorbe jol szemlélteti, hogy fémion jelenlétében a
ligandumrol harom ekvivalens proton kooperativ folyamatban szorult ki, mig a
negyedik ekvivalens proton kiszoritasa elkiiloniilo 1épésben tortént.
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50. abra A H-AlaGlyGlyN(Me)OH és a Cu(Il) — H-AlaGlyGlyN(Me)OH kiilonb6z6
aranyn titralasi gorbéi (t = 25,0 °C, 1= 0,2 mol/dm’® (KCl)).

A kiilonboz6 pH értékeken felvett ESR és UV—lathatd spektrumokat az 51. dbran
mutatjuk be. Az ESR spektrumok mutatjak, hogy polimer komplexek ezen
ligandum esetén nem képzddnek. A pH-potenciometrias adatok kiértékelésével a
komplexek 0Osszetételére és stabilitasi szorzat értékeire kapott eredményeket,
valamint az ESR paramétereket a 26. tdblazatban foglaltuk dssze.

*

pH=3.40
pH=473
pH=543
pH=6,49
pH=7,39

pH=8,08

pH=10,19

51. abra A Cu(Il) — H-AlaGlyGlyN(Me)OH rendszerben kiilonb6z6 pH értékeken felvett
ESR spektrumok (ceyan = 5- 107 mol/dm’, Cu(Il):lig. = 1:2) és UV—-lathat6 spektrumok
(ccuan = 1,5-107 mol/dm’, Cu(Il):lig. = 1:2).

Az ESR spektrumban pH = 3,40-nél a Cu(Il)-ion akvakomplexe (*) (51. abra)
mellett megjelend részecske (*) [CuAH]*" osszetétellel adhaté meg, melyben a
paraméterek alapjan a ligandum [O,0] kelaton keresztiil koordinalodik a
fémionhoz (26. tablazat). Ezt alatamasztja az UV-lathato spektrumokban, a
toltésatviteli tartomanyban A = 380 nm-nél jelentkezd abszorpcids sav is. A pH =
4,7-6,5 tartomanyban jelenlévé komplexben (¢) az ESR paraméterek alapjan két
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hidroxamatcsoport koordinalodik a Cu(Il)-ionhoz, a részecske a [CuA,H,]*"
Osszetételll biszkomplex.

26. tablazat A H-AlaGlyGlyN(Me)OH Cu(II)-komplexeinek stabilitasi szorzatai (1gf3)
(t=25,0 °C, 1 =10,2 mol/dm’ (KCl)), illetve a komplexekre meghatarozott ESR

paraméterek.

lgB i A|| ('10'4cm"1)
[CuAH]2+ 14,66(2) | 2,335 159,8
[CuAH ] 3,52(2) | 2,169 1239
[CuAH.,] -5,28(2) | 2,204 203,0

[CuAH. 1 | 27.62) | 2,283 181,7
[CuA,H] 22,23(9)
[CuA,] 14,8(1)

A pH = 6,5-8,1 tartomanyban felvett ESR spektrumok alapjan (51. &bra)
elkezdddik a ligandum nitrogén donoratomjainak fémionhoz valé koordinalodasa,
melyet az UV-lathaté spektrumokban a Cu(Il)-ion d-d atmeneteihez tartozo
abszorpcids savok jelentds eltolodasa a kisebb hullamhosszak felé (A ~ 560 nm) is
mutat (51. abra). A pH-potenciometrias adatok kiértékelésével azt kaptuk, hogy
ebben a tartomanyban, feltehetéen kooperativ deprotonalddasi Iépések
eredményeként a [CuAH_,], illetve ligandumfelesleg esetén a [CuA,H]" és [CuA,]
is detektalhatdo. Az ESR spektrumok (51. &bra) alapjan ezek a részecskék
valosziniileg kétési izomerek keverékei lehetnek. Koziiliik a dominans (1) [CuAH 4]
ESR paraméterei (26. tablazat) szerint a komplexben a Cu(II)-ion koriili geometria
igen nagymértékben torzul (a gy és az A értékének jelentds csokkenése). Erre a
részecskére a legvaldsziniibb szerkezetek az 52. abran lathatok. A komplex
szerkezetének megadasakor figyelembe vettiik azt, hogy az UV-lathato
spektrumokban a hidroxamat-oxigének koordinaciodjara jellemzo toltésatviteli sav a
A ~ 350-380 nm-nél az egész vizsgalt pH-tartomanyban megmarad (51. abra). A
[CuA,H,]*" komplex deprotonalodasara szamolhaté érték (PKicua,m,) = 5,3) kisebb,
mint a szabad aminocsoport deprotonalodasahoz tartozod pK érték, ami arra utal,
hogy a [CuA,H]" komplexben az egyik ligandum aminocsoportja a fémion hatasara
deprotonalodik, illetve koordinalodik. Tovabbi lugfogyasztd folyamatban, a pH =
10 feletti tartomanyban a [CuAH ,] részecske képzddik, amely [NH,,N,N,O7]
kotésmodu, ahol az amino-nitrogén, a két deprotonalt amid-nitrogén, és a
hidroxamat-oxigén koordinalodik a fémionhoz az ekvatorialis sikban (52. abra).
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52. abra A H-AlaGlyGlyN(Me)OH Cu(Il)-ionnal képezett néhany komplexének
legvalosziniibb szerkezetei.

4.4.7. Komplexképzodés Ni(I1I)-ionnal

A Z-védett peptidhidroxamsavak Ni(Il)-ionnal toérténd kdlcsonhatasa soran az
egyes ligandumokra szamolhato legjobb modelleket a 27. tablazatban tiintettiik fel.
A komplexképzodés pH ~ 4,5-nél indult, és valamennyi fémion — ligandum
aranynal, pH ~ 6,5-7,5 koriil csapadék valt ki.

27. tablazat A Z-védett peptidhidroxamsavak Ni(Il)-komplexeinek stabilitasi szorzatai

(gB) (t=25,0 °C, I = 0,2 mol/dm’ (KCI)).
Z-AA- Z-AS- | Z-AGG- | Z-AA- Z-AS- | Z-AGG-
NHOH | NHOH | NHOH |N(Me)OH | N(Me)OH | N(Me)OH
[NiAT" 474(4) | 4,94(4) | 4,833)| 4512) | 451(1) | 4,3903)
[NIAH ;] | -3.4(1) | -2,8(1) | -3,16(6) | -3,8(3) | —-3,55(2) | —4,0(1)

Valamennyi Z-védett ligandummal a vizsgéalhatdo sziik pH-tartomanyban kis
stabilitasa  [NiA]" és [NiAH_ ;] Osszetételi komplexek képzédnek, melyeknél
kizarélag a ligandum hidroxamat-oxigéneken keresztiili koordinacidja valosulhat
meg. A [NiAH ] feltehetéen egy vegyes hidroxokomplex, ahol a Ni(Il)-ionhoz
koordinalédo egyik vizmolekula deprotonalodik. Ezt a pKinia
értékek is alatamasztjak (7,7 —
valik ki az oldatbol csapadék formajaban.

szarmaztatott
8,4). Valoszintileg ez a semleges toltésti komplex

A szabad aminocsoportot tartalmazé peptidhidroxamsavak Ni(Il)-komplexeinek a
pH-potenciometrids adatok kiértékelésével meghatarozott dsszetételét és stabilitasi
szorzat értékeit a 28. tdblazatban foglaltuk 6ssze. Mivel az egyes ligandum tipusok
esetén a kapott eredmények eltéroek, ezért azokat kiilon értékeljiik.

A primer dipeptid-hidroxamsavak (H-AlaAlaNHOH és H-AlaSerNHOH) a Ni(Il)-
ionnal a pH = 4-11 tartomanyban kiilonbdz6 protonaltsagi foki monokomplexeket
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képeznek. A H-AlaAlaNHOH ligandum Ni(II)-komplexeinek koncentracio-
eloszlasi gorbéit a pH fiiggvényében az 53/a. abran mutatjuk be. A titralasok soran
a mintak pH > 7-nél intenziv sarga sziniiek voltak, amely a Ni(Il)-ionra jellemzé
siknégyzetes és diamagneses komplexek jelenlétére utal. A H-AlaAlaNHOH
rendszerben kiilonb6zé pH értékeken felvett UV-lathatd spektrumok az 53/b.

abran lathatok.

28. tablazat A szabad aminocsoportot tartalmazo peptidhidroxamsavak Ni(IT)—
komplexeinek stabilitasi szorzatai (IgB) (t = 25,0 °C, I = 0,2 mol/dm’ (KCI)).

H-AA- H-AS- H-AGG- H-AA- H-AS- H-AGG-

NHOH | NHOH | NHOH |N(Me)OH | N(Me)OH | N(Me)OH
[NIAHP> | 12,50(9) | 12,56(8) | 12,79(3) — 1 11,95(5) | 11,6(2)
[NiA]" 6,303) | 5,529) — 6,019) | 5,692) | 5,04(7)
[NIAH ] | -1,10(4) | —1,00(5) — — — | =33
[NIAHL] | -9,57(4) |-10,20(6) | —7,44(2) — —  [-10,78(3)
[NiAH]' — — — 16,8(2) | 16,96(9) | 17,10(9)
[NiA,] — — — 9,13(4) | 9,08(4) —

A [NiAH]*" részecskében a ligandum [0,0] vagy [NH,,CO] koétésmoddal
koordinalodhat a fémionhoz, mikdzben a koordinacioban részt nem vevO masik
funkcids csoport protonalt. A kétféle kotési izomer egyidejii jelenlétének a
lehetéségét alatamasztjiak az Ni*” + HA — NiA" + H™ folyamatra szamolhatd
allandok értékei a glicil-glicin (—4,17 [NH,,CO]
koordinaciora),'”® és az aceto-hidroxamsav (-3,90 [0,0] koordinaciora)'*’ esetén.

irodalmi szdrmaztatott
Mivel a két érték igen kozel esik egymashoz, ez azt jelenti, hogy a két eltérd tipust
kelat kotési
deprotonalodasi lépések a geometriavaltas miatt altalaban kooperativ. mddon
mennek végbe, ezekben a rendszerekben a [NiA]™ stabilitasi 4llanddja is

erbssége kozel azonos. Noha a pH novelésekor az egyes

meghatdrozhato volt. A pKnian) kis értéke (6,20 ill. 7,04) azt mutatja, hogy az
[NiAH]** komplexben nem koordinalédd funkcios csoport deprotonalodasat a
fémion indukalja, ami azt jelenti, hogy a [NiA]" komplexben a ligandum tridentét
modon koordinalodhat [NH,,CO,07] vagy [O,0,NH,] koétésmoddal. A [NiAH ]
[NH,,N ,N] kotésmod
a Ni(Il) — H-ProLeuNHOH rendszerben tapasztaltakhoz
hasonléan."* A harom nitrogén koordinaciojat alatimasztja az UV-lathato

részecskében az amid-nitrogén deprotonalodasaval
valésulhat meg,

spektrumokban a A,x = 450 nm-nél jelentkezd nagy intenzitasu abszorpcids sav is
(53/b. abra). A [NiAH.,| részecske valoszinileg egy vegyes hidroxokomplex,
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amelyben a siknégyzetes geometriaju komplex negyedik koordinacios helyén 1évo
vizmolekula deprotonalodik.

1,0 0,45
{ N [NiAH ,] A pH = 4,96 - 10,23
0,8
£ [NIAH ] 030 ]
H . + —1 >
Zos [NiA]
£ i
04
= . 0,15
z [NiAHT?
0,2
0,0 T T - - . 0,00 T T T 7 =
4 5 6 7 8 9 10 300 350 400 450 500 550 600
(a) pH A [nm]

53. abra A Ni(II) — H-AlaAlaNHOH rendszerben képz6dé komplexek koncentracio-
eloszlasi gorbéi (a) (cnia = 4-10~° mol/dm’, Ni(ID):lig. = 1:1), illetve a kiilonb6z6 pH
értékeken felvett UV-lathato spektrumok (b) (cign = 2:107° mol/dm’, Ni(Il):lig. = 1:1).

A szekunder dipeptid-hidroxamsavak (H-AlaAlaN(Me)OH és H-AlaSerN(Me)OH)
a primer szarmazékoktol eltéréen viselkedtek. A komplexképzédést pH ~ 9-ig
tudtuk pH-potenciometridsan tanulmanyozni, efelett lassu egyensulyi folyamatok
jatszodtak le. Az egyes rendszerekben képzddd kiilonbozd protonaltsagi foku
mono- ¢és biszkomplexek Osszetételét és stabilitasi szorzat értékeit a 28. tablazatban
foglaltuk 6ssze. A H-AlaSerN(Me)OH ligandummal a pH fiiggvényében felvett
koncentracio-eloszlasi gorbéket az 54/a. dbran, mig az UV-lathato spektrumokat az
54/b. dbran mutatjuk be.

1,0 0,08
Ni2+ (a) A

0.8

- [NiA]” 0,06 9

Qo
5 0.6 1 [NiA,]

E 0,04 -

Eo04

z [NiA,H]"

02 [NiAHT*) 0,02 4

0,0 T T T 0,00 . . . . . .

4.5 55 6.5 7.5 pH 85 250 350 450 550 650 750 850 950

A [nm]
54, abra A Ni(II) — H-AlaSerN(Me)OH rendszerben képz6d6 komplexek koncentraciod-

eloszlasi gorbéi (a) (cnian = 1-10~° mol/dm’, Ni(ID):lig. = 1:3), illetve a kiilonb6z6 pH
értékeken felvett UV-lathato spektrumok (b) (cigr = 2:107° mol/dm’, Ni(Il):lig. = 1:3).

Amint az a spektrumokbdl lathatd (54/b. abra), pH = 9-ig a képz6d6 komplexek az
oktaéderes geometriara jellemz6 harom, kis intenzitast abszorpcids savval
rendelkeznek (Apax ~ 360, 650 és >950 nm). A H-AlaSerN(Me)OH esetén
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kimutathaté [NiAH]*" részecskében a ligandum — a primer szarmazékokhoz
hasonléan — [0,0] és [NH,,CO] kotésmoddal is koordinalodhat, mikozben a
koordindcioban részt nem vevé masik funkciés csoport protonalt. A [NiA]"
komplex ugy képzddik, hogy a [NiAH]*" komplexben 1év6, nem koordinalodo
masik funkcios csoport deprotonalddik és koordinalodik a Ni(Il)-ionhoz. Ezt a
fémion altal indukalt deprotonalodast mutatja a pKnian = 6,26 kis értéke is. Az igy
kialakulé koordinaciés mod lehet [O,0°,NH,] vagy [NH,,CO,07]. A masodik
ligandum hasonlé koordinacioval torténé belépése eredményezi a [NiA,H] és az
[NiA,] oOsszetételi biszkomplexeket. Az UV-lathatd spektrumok (54/b. abra) azt
mutattak, hogy a pH > 9,5 tartomanyban elkezdddik az oktaéderes geometria
atrendezodése siknégyzetessé, amit a Ay, = 450—460 nm értékkel jellemezheto 1j
abszorpcios sav egyértelmiien mutat. A pH igen lassu beéllasa miatt azonban a
deprotonalt amid-nitrogént is tartalmazo, feltehetéen [NH,,N,07] koordinacidju 1ij
komplexre nem tudtunk Osszetételt és stabilitasi szorzatot meghatarozni.

A primer tripeptid-hidroxamsav (H-AlaGlyGlyNHOH) Ni(Il)-ionnal valo
kolcsonhatasakor a mintak szine pH ~ 6 felett intenziv sarga volt, ami a képz6do
komplexek siknégyzetes geometriajara utalt. A titralas soran a ligandum a fémion
jelenlétében Osszességében négy ekvivalens H'-iont adott le. A kiilonbozé pH
értékeken felvett UV—lathatd spektrumokat az 55/a. abran mutatjuk be. Az UV—
lathaté spektrumokban a A.x = 400 nm-nél jelentkezd nagy intenzitasu abszorpcios
sav négy nitrogén donoratom koordinacidjat igazolja, amely egyezésben van a
Ni(Il) — H-ProLeuGlyNHOH rendszerre vonatkozoé értékkel (An.x = 410 nm), ahol
a képz6d6 komplexben szintén a fenti koordinacios modot valdszintsitették.'

L@

pH=6,62— 11,08

0,4 0,3

)

pH=7,19-11,01

A
03

A

0,2 1

0,14

T T T T ¥ 0,0 T T T
300 350 400 450 500 550 600 300 350 400 450 500 550 600
A [nm] A [nm]

55. abra A kiilonbozo6 pH értékeken felvett UV—lathato spektrumok a Ni(IT) — H-
AlaGlyGlyNHOH (a), és a Ni(Il) — H-AlaGlyGlyN(Me)OH (b) rendszerben
(enian = 1,510 mol/dm’, Ni(ID):lig. = 1:1).
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Az egyes deprotonalodasi Iépések — a primer dipeptid-szarmazékokkal
megegyezden — a geometriavaltas kdvetkeztében kooperativ modon mentek végbe,
de az egyensulyi folyamatok sokkal lassabban jatszodtak le. Ennek kovetkeztében
a pH-potenciometrias adatokbol csak a [NiAH]*" és a [NiAH.,] részecskékre
tudtunk stabilitasi allandot meghatérozni (28. tablazat). A [NiAH]*" részecskében —
hasonléan a mar targyalt rendszerekhez — a ligandum valodsziniileg [O,0] és
[NH,,CO] kotésmoddal koordinalodik, kotési izomereket hozva létre. A pH
novelésével bekdvetkezik az amid-nitrogének kooperativ deprotonalddasa, illetve a
hidroxamat-nitrogén koordindcidja, kialakitva a diamagneses, siknégyzetes
[NiAH ,] komplexet, amelyben négy nitrogén donoratom koordinalodik a
fémionhoz, [NH,, N ,N N7 kotésmoddal, mikézben a ligandum hidroxamat-
oxigénje protonalt.

A szekunder tripeptid-hidroxamsav (H-AlaGlyGlyN(Me)OH) Ni(Il)-ionnal valo
komplexképzddése a pH = 4-11 tartomanyban pH-potenciometria modszerével
tanulmanyozhatd volt. Az egyes deprotonalodasi 1épések itt is kooperativ modon
jatszodtak le, de a viszonylag gyors egyensulyi folyamatok eredményeként a
kiértékelés a teljes titralasi gorbe-tartomanyban lehetséges volt. A képz6do
komplexek Osszetételét és stabilitasi szorzat értékeit a 28. tdblazat tartalmazza. A
kialakul6 komplexek a H-AlaGlyGlyNHOH-hoz hasonldéan siknégyzetes
szerkezetiiek. A pH fliggvényében felvett UV—lathatd spektrumok az 55/b. abran
lathatok. A  titralds sordn 1:1 ardnynal a ligandum a primer tripeptid-
hidroxdmsavval megegyez6en négy ekvivalens H'-iont adott le a fémion
jelenlétében. A rendszerben monokomplexek képzddtek kiilonbdzd protonaltsagi
fokkal, és a titralasi gorbék illesztését jelentésen javitotta a [NiA,H]*" biszkomplex
feltételezése a modellben. A [NiAH]** komplexben a megvalosulé koordinacios
mod feltehetben megegyezik a H-AlaGlyGlyNHOH esetén képz6dd azonos
Osszetételli részecskéjével. A [NiAH ,|  Osszetételi részecskében a ligandum
minden bizonnyal [NH,,N,N",07] kétésmoddal koordinalodik a fémionhoz, ahol
az amino- ¢és a deprotonalt amid-nitrogének mellett a hidroxamat-oxigén
koordinacioja valosul meg.
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5. OSSZEFOGLALAS

Doktori munkam elsé részében az allatkisérletekben igazoltan inzulinutanzé
hatast mutaté VO(IV)—, és V(IlI)-vegyiiletek oldategyensulyi vizsgalatat végeztiik
el. Meghataroztuk a VO(IV) — 5-metoxi-karbonil-pikolinsav (MKP) rendszerben
képz6dé komplexek Osszetételét és stabilitasi szorzat értékeit, ill. ESR
spektroszkopia segitségével megadtuk a komplexek legvalosziniibb szerkezetét.
Megallapitottuk, hogy a ligandum a pikolinsavhoz képest er6sebben koti a fémiont.
Vizsgéaltuk a vérszérumban talalhatd kis molekulatomegii, a VO(IV)-ion
megkotésére alkalmas biomolekulakkal (oxalsav, tejsav, citromsav és foszforsav)
kialakulé vegyes ligandumu rendszereket. Mind a négy kismolekulaval széles pH-
tartomanyban képzdédtek vegyes ligandumu komplexek, melyekben a kialakulo
kotésmodokat  ESR  spektroszkopidval — hataroztuk  meg.  Hipotetikus
modellszamitast végeztilk annak megértésére, hogy az altalunk vizsgalt MKP
ligandum, mint hordozd a szervezetbe bekeriilve képes-e megtartani a fémiont
[VO(MKP);] biszkomplex formdjaban, a vérszérum kis biomolekulaival szemben.
Eredményeink azt mutattdk, hogy fiziologids pH-n az eredeti biszkomplex
elbomlik, és a VO(IV)-ion a citrat és a laktat torzskomplexeiben, illetve a citrat €s
a foszfat vegyes ligandumt komplexeiben kotédik.

Modszert dolgoztunk ki V(III) torzsoldat eldallitdsara, taroldsara, fémion- és
savtartalmanak a meghatarozédsara, valamint a pH-potenciometrids és UV-lathato
spektrofotometrias mérések oxigénmentes koriilmények kozotti kivitelezésére.
Részletesen tanulmanyoztuk a V(III)-ion hidrolizisét sajat mérési koriilményeink
kozott, és meghataroztuk a képz6dé hidroxokomplexek stabilitdsi szorzatat.
Vizsgaltuk a fémion komplexképzddését a pikolinsavval €s harom szubsztitualt
szarmazgkaval, tovabba harom [O,0] donoratomot tartalmazo6 ligandummal. Ezen
ligandumok V(III)-vegyiileteit szintén inzulinutanzé hatastnak talaltak. Mind a hét
ligandum esetén megallapitottuk, hogy erds komplexképzdéi a fémionnak, a
hidrolizis széles pH-tartomanyban visszaszorult. Egy egyszerti hipotetikus
modellszdmitasban Osszevetettiik, hogy az egyes ligandumok kdozel fiziologias pH-
n milyen szerepet vallalhatnak a fémion kotésében és szallitasaban. Eredményeink
alapjan a pikolinsav, a maltol és az 1,2-dimetil-3-hidroxi-4-(1H)-piridinon a
legjobb hordozomolekulak a V(III)-ion szamdara. Tanulmanyoztuk tovabba az
egyszeri, oldallancban kiilonb6z6 tipusi donoratomot (O, N és S) tartalmazo
aminosavak komplexképzddését a V(IlI)-ionnal. Valamennyi vizsgalt aminosav

esetén azt talaltuk, hogy a fémionnal kialakul6 kolcsonhatds igen gyenge, a
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komplexképzddést minden esetben megel6zi, vagy azzal parhuzamos a fémion
hidrolizise, ami bonyolult, nehezen értékelhetd egyensulyi rendszerek kialakulasat
eredményezi.

PH-potenciometrias, UV-lathato, CD ¢és ESR spektroszkopids mérésekkel
megvizsgaltuk az arginin oldallancédnak a Cu(Il)-ionnal val6 komplexképzddésére
kifejtett hatasat, szisztematikus oldategyensulyi vizsgalatokkal. Vizsgaltunk négy
dipeptidet, a tri-Arg-ot és a tetra-Arg-ot. Valamennyi ligandummal azt talaltuk,
hogy a képzodd komplexek Osszetétele és kotésmodja megegyezik a megfeleld
glicin-szarmazék — Cu(ll) rendszerre leirt modellel, az oldallincban 1évo
guanidino-csoport fémionhoz torténd koordinacidjat pedig egyik esetben sem
tudtuk kimutatni. Tanulmanyoztuk az oldallanc komplexekben megvalosulhato,
masodlagos kolcsonhatasokon keresztiili esetleges stabilizald szerepét is. Ehhez
olyan vegyes ligandumu rendszereket vizsgaltunk, ahol az arginin tartalmua
dipeptid mellett masodik ligandumnak egyfogl, nagy térkitoltésii, negativan
polarozott nemkoordinalddd csoportot tartalmazé molekulat valasztottunk. A
vegyes rendszerekben bar csak kismértékben, de ki tudtunk mutatni némi
stabilizald hatast, ami a két ligandum kozott (a pozitivan toltott guanidino-csoport
és a negativan polarozott csoport) kialakul6 masodrendil kolcsonhatas eredménye.
Emellett vizsgaltuk az arginint tartalmazé amilin peptid egy fragmensét, ahol a
ligandum a guanidino-csoporton kiviil a fémionhoz koordinalédni képes egyéb
donorcsoportot nem tartalmazott. Azt talaltuk, hogy Cu(Il)-ion jelenlétében
bekovetkezik a peptidvazban 1évé amid-nitrogének koordinécidja, ami bizonyitja a
guanidino-csoport horgony donorként betoltott részleges vagy teljes szerepét.

Megvalositottuk tizenkét 0j ligandum — N-temindlison védett és nemvédett,
primer és szekunder, di- és tripeptid-hidroxdmsavak — szintézisét. Meghataroztuk
az egyes ligandumok savi disszociacids folyamatait. A szabad aminocsoportot
tartalmazé szarmazékok esetén a mérhetdé pH-tartomanyban két disszocidcios
folyamat jatszodik le, melyek egymassal nagymértékben atfednek. Ezért
meghataroztuk a primer dipeptid-hidroxdmsavak esetén az egyes csoportokhoz
tartozo disszociacios mikrofolyamatokat, kombinalt pH — '"H-NMR mérésekkel. Az
eredményeink azt mutattak, hogy az aminocsoport bazicitasa valamennyivel kisebb
a  hidroxamatcsoporthoz ~ képest. Tanulmanyoztuk  a ligandumok
komplexképzodését a két, eltéré tulajdonsagi funkcids csoport szempontjabol
érdekes fémionokkal, pH-potenciometria és UV — lathato, '"H-NMR, CD és ESR
spektroszkopia segitségével. Legfontosabb megallapitasaink a kdvetkezok:
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» Fe(Ill): valamennyi ligandummal a komplexképzddés nagyon savas pH-n
indult, nagy stabilitdst monokomplex képzddésével. Az eredményeink alapjan a
ligandumok csak a hidroxamatcsoporton keresztiil koordinalodnak a fémionhoz,
mono-, bisz- és triszkomplexeket képezve. A Z-védett szarmazékoknal pH ~ 6-nal
a képzodo komplexek kis oldhatdosaga miatt csapadékkivalast tapasztaltunk, mig a
szabad aminocsoportot tartalmazé ligandumokkal pH ~ 6 felett a fémion
hidrolizise keriilt el6térbe. Megallapitottuk, hogy a vizsgalt peptidhidroxdmsavak a
Fe(Ill)-ionnak kevésbé jo6 komplexképzéd ligandumai, mint az egyszeri
hidroxdmsav-szarmazékok (pl. aceto-hidroxamsav), amit feltehetéen a Z-csoport
nagy térkitoltése, illetve a protonalt aminocsoport pozitiv toltése okoz.

» AI(IID): valamennyi dipeptid-hidroxamsavval kiilonb6z6 protonaltsagi foku
mono-, illetve biszkomplexek képzodtek. A  ligandumok csak a
hidroxamatcsoporton keresztiil koordinalodtak a fémionhoz. Az eredmények
alapjan a peptidhidroxamsavak szintén kevéssé jo komplexképz6é ligandumai az
Al(II)-ionnak, a fémion hidrolizisét nem tudtak hatékonyan visszaszoritani.

» Zn(Il): mig a Z-védett szarmazékoknal kizardlag [O,0] koordinacidé valosult
meg, csapadék képzodésével, addig a szabad aminocsoportot tartalmazé
ligandumok esetén azt talaltuk, hogy [NH,,CO] koordinaci¢ is megjelenik, de csak
kotési izomerekben, az peptidvazban 1évé amid-nitrogének deprotonalddasa és
koordinacidja nem kovetkezett be. A ligandumok a lugos pH-tartomanyban a
fémion hidrolizisét hatékonyan nem tudtak visszaszoritani.

» Cu(ll): A Z-védett szarmazékokkal kis oldékonysagu mono- €s biszkomplexek
képzodtek, kizardlag [O,0] koordinacidéval. A szabad aminocsoportot tartalmazo
ligandumok esetén a ,borderline” Cu(ll)-ionnal a komplexképzddés [O,0]
koordinécidval indult. A primer peptidhidroxamsavak képesek voltak 1,5-sz6rds
fémion felesleget is pH = 11-ig oldatban tartani, és polimer részecskék képzddése
mellett, bekovetkezett az amid-nitrogén(ek) €s a hidroxamat-nitrogén fémionhoz
torténd koordinacidja, Ottagu csatolt kelatokat kialakitva. A primer dipeptid-
szarmazékokkal harommagva részecskék is képzddtek, vegyes tipustu
koordinacioval. A szekunder peptidhidroxamsavak fémion felesleget nem tudtak
megkotni, és a rendszerekben tobbmagvi részecskék sem képzoédtek. Ezen
szarmazékokkal is bekovetkezett az amid-nitrogén fémion altal indukalt
deprotondlodasa ¢€s koordinacidja, de mivel a hidroxamat-nitrogénen [évo
metilcsoport megakadalyozta annak koordinalodasat, igy a komplexekben a
hidroxamat-oxigén koordinacioja valosult meg, hattagu kelat kialakulasaval.
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» Ni(Il): a Z-védett szarmazékokkal szintén csak [O,0] koordinacioju, kis
oldékonysagii monokomplexek képzddtek. A nemvédett primer dipeptid- €s
mindkét tripeptid-szdrmazékkal az amid-nitrogén(ek), illetve a primereknél a
hidroxamat-nitrogén fémionhoz térténd koordinacidja bekdvetkezett, diamagneses,
siknégyzetes geometriaji komplexek képzodésével. A szekunder dipeptid-
szarmazéknal az amid-nitrogén koordinacioja csak pH ~ 9 felett, részben tortént
meg.

Az eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy az N-termindlison blokkolt
szarmazékoknal valamennyi vizsgalt fémionnal a ligandumok csak a
hidroxamatcsoporton keresztiil koordinalédnak a fémionhoz, a peptidvazban 1évé
amid-nitrogén(ek) koordinaciojat egyik esetben sem tudtunk kimutatni. Tehat az
aminocsoport, mint horgonycsoport, hianya esetén a hidroxamatcsoport nem
elégséges a horgony donor szerepének betdltésére.

A hard tulajdonsagt fémionokkal (Fe(IlI)- és Al(IlI)-ion) a szabad aminocsoportot
tartalmazo ligandum csak a hidroxamatcsoporton keresztiil koordindlodik a
fémionhoz. Az egyszerli hidroxamsavakkal ellentétben a peptidhidroxdmsavak
nem képesek lugos pH-tartomanyban visszaszoritani a fémionok hidrolizisét.
Azonban ezen ligandumok esetén mindenképpen elonyt jelent az egyszerl
hidroxdmsavakkal szemben az, hogy a komplexekben talalhaté peptidlancnak
fontos szerepe lehet a fémion szervezetbeli széllitasa soran a molekularis
felismerésben, a makromolekuldkkal megvalosuldé specifikus, masodrendii
kolcsonhatasok révén. A Zn(Il)-ion esetén ugyan csak kotési izomerekben, de
kimutathaté az aminocsoport koordinacidja is. A Cu(Ill)- és Ni(Il)-ionnal a
ligandum aminocsoportja ténylegesen képes betdlteni a horgony donorcsoport
szerepét, €s részben vagy egészen bekdvetkezik a koordinacids mod atrendezddése
a hidroxamat-oxigénekrél a peptidlanc nitrogénjeire. Azaz a ligandumok a
peptidlanc révén ezen két fémionra nézve szelektiv komplexképzoknek
tekinthetdk.
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6. SUMMARY

Numerous compounds of vanadium in the oxidation states +4 and +5 (and more
recently also +3) have already tested in vitro and in vivo and found to show insulin-
mimetic activities. Vanadium compounds are active in type I diabetes (insulin-
dependent diabetes mellitus, IDDM) and also type II diabetes (non-insulin-
dependent diabetes mellitus, NIDDM). The main advantage of these compounds,
as compared to insulin, is in the possibility of oral administration. Complexes with
VO(IV) and picolinic acid (pyridine-2-carboxylic acid) are proved to have insulin-
like activity and demonstrated the ability of these compounds to normalise the
serum glucose level.

We have carried out speciation studies on the VO(IV) complexes of 5-methyl-
carboxy-picolinic acid — a derivative of picolinic acid with the modification of the
ligand in position 5, which allows a fine tuning of the transport properties — by pH
potentiometry. In order to assess the stability of the complexes in the presence of
competitive low molecular mass ligands present in the blood serum (oxalate,
citrate, lactate and phosphate), mixed ligand complexes have also been studied.
Binding modes of the complexes in solution were determined by EPR
spectroscopy. The presence of the electron-withdrawing ester group in 5-methyl-
carboxy-picolinic acid decreased significantly the basicity of both protonation
sides, the pyridine-nitrogen and the carboxylate. The ligand, similar to picolinic
acid, forms mono and bis complexes with different protonation degree with
VO(IV) coordinating via the pyridine-nitrogen and the carboxylate and forming
five-membered chelate(s). All the four serum bio-ligands are competitive binders
for VO(IV). In the ternary systems stable mixed ligand complexes dominate in a
wide pH range. In order to understand the fate of the VO(IV) picolinate complex
after absorption and transport into the blood, the distribution of the metal ion
among picolinate and the four serum ligands was calculated. The modelling
calculations were performed at serum concentrations of the bioligands and at the
concentration level of VO(IV) which still shows a marked insulin-mimetic effect.
The results show that the picolinate ligands are partly or completely displaced from
the coordination sphere of VO(IV) by citrate and phosphate in ternary complexes
and by phosphate and lactate in binary complexes.

Stable, neutral, air-resistant, lipophilic but water-soluble V(III) complexes with
low toxicity may also serve as insulin-enhanced pro-drugs, which would rapidly
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oxidise in vivo to VO(IV) or V(V) at physiological pH. The difference in the
coordination chemistry of V(III) and VO(IV) or V(V) may lead to fine-tuning of
hydrophilic/hydrophobic balance of the potentially active complexes to be taken up
in the body enhancing their transport via biological membranes. The number of
solution equilibrium studies is very limited in the literature, because of the strong
tendency of V(III) to get oxidized and its intensive hydrolysis even below pH = 2.0
in aqueous solution. First of all the technical details of the preparation and storage
of V(III) stock solution have been worked out and then the hydrolysis of the metal
ion under our experimental conditions has been studied. The V(III) binding
capabilities of some [0,0] and [N,O] bio-molecules have been characterized in
solution using combined pH potentiometric and UV—vis spectroscopic techniques.
The results have shown a very weak interaction between V(III) and amino acids
(glycine, aspartic acid, penicillamine, histidine), which was parallel with the
hydrolysis of the metal ion. Although, the presence of the common coordinating
side chains (e.g. imidazole-N of His) may improve the coordination capability of
the ligand, we could not obtain reliable models and stability constants with these
ligands because of the very complicated equilibrium systems. Picolinates (picolinic
acid (Pic), 6-methylpicolinic acid (MePic), pyridine-2,6-dicarboxylic acid
(DiPic) and 4-hydroxypyridine-2,6-dicarboxylic acid (DiPic-OH)) can form
stable complexes with V(III) and hinder its hydrolysis strongly in the acidic pH
range. In the Pic system the complexation started below pH = 2.0 and mono, bis
and tris complexes with different protonation degree were determined. The
complex formation was monitored by UV—vis spectroscopy and the spectra exhibit
three bands at 375, 515 and 628 nm, which are characteristic of V(III) in an
octahedral environment. With MePic the complex formation starts at higher pH,
compared to Pic, and the hydrolysis of the metal ion also takes place due to the
weaker metal binding capabilities of the ligand. The lack of tris complex might be
due to the sterical hindrance of the methyl group. In the DiPic and DiPic-OH
systems the complexation occurred below pH = 2.0, so the complex formation was
also monitored and the stability constant for the first complex was determined by
UV-vis spectroscopy. With DiPic the major complexes have 1:2 stoichiometry and
one of the ligands binds in a tridentate manner, whereas the other binds in a
bidentate manner. With DiPic-OH even at high ligand excess mono complexes
remain the major species. The non-coordinating OH group of the ligand after
deprotonation yields a very stable mono complex. The tridentate coordination to
the metal ion decreased the electron density of the aromatic ring, making the OH
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group significantly more acidic than that in the free ligand. The [O,0] donor
ligands (maltol, 1,2-dimethyl-3-hydroxy-4-(1H)-pyridinone and tiron) were
found to form stable complexes with V(III). In all cases mono, bis and tris
complexes were determined with high stability, and the stability order of the
corresponding species followed the basicity of the donor atoms of the ligands.
Comparing the V(III) binding strengths of the picolinates and [O,0] donor ligands
at close to physiological pH, the amount of the complexed metal ion was calculated
in each system. The results have shown that the amount of the neutral complexes,
which might cross membranes easier with passive transport, was considerable with
Pic, maltol and pyridinone indicating them as the best carrier molecules.

Arginine (Arg) is an essential amino acid with a side chain guanidinium group,
which is strongly basic and protonated in wide pH range. Although, a number of
important roles of Arg-containing peptides in biological processes where
published, the real function of the guanidinium group is still unknown. It is thought
that the positively charged side chain of Arg has an effect on the stabilization of
the peptide with weak non-covalent interaction. Because of the lack of data for
understanding the properties of the guanidinium group on the complexation with a
given metal ion, different peptide residues (AlaArg, ArgAla, ArgSer, ArgArg,
ArgArgArg, ArgArgArgArg) with Cu(Il) have been studied by pH
potentiometry, UV—vis, EPR and CD spectroscopy. The results have shown that
the deprotonation and coordination of the guanidinium group to the metal ion did
not take place. The metal ion speciation of all the systems was similar to the
corresponding glycine derivatives. In order to improve the weak ligand — ligand
interaction in ternary systems, monodentate ligands (1-methyluracil, uridine,
phenylalanine-ethylester, tyrozine-methylester) with a polar, negatively charged
side chain have been used as B ligand. The formation of mixed ligand complexes
was favoured and a little stability increase was observed. The complexation on the
fragment (17-29) of rat amylin with Cu(Il) has also been studied. The fragment,
protected at N and C termini, is an Arg-containing oligopeptide, which has only the
guanidinium group in the side chain for coordinating to the metal ion. The amide-
nitrogens were found to take part in metal binding, the coordination sides of Cu(Il)
were occupied by the peptide backbone. The important role of guanidinium group
as an anchor donor has been confirmed in the case of the lack of other anchor
group.

Peptide hydroxamic acids can be considered to be derivatives of hydroxylamine
and carboxylic acid of the corresponding peptide. It is known that peptide
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hydroxamic acids are effective inhibitors of metalloenzymes, such as thermolysin,
enkephalinase B, angiotensin converting enzyme, collagenases, and their anti-
cancer properties were also found. In the active centre of these enzymes, transition
metal ions can usually be found, and the basis of the inhibition is the direct
interaction between the metal ions and the peptide hydroxamic acids.
Consequently, systematic equilibrium studies on complexation between the ligand
and the metal ion may give an insight into understanding of the inhibition. In the
literature only a few results deal with metal ion — peptide hydroxamic acid systems.
First of all, twelve di- and tripeptide hydroxamic acids with different non-
coordinating side chains (AlaAla, AlaSer and AlaGlyGly) — primary and secondary
derivatives containing protected and free N terminus — have been synthetized.
Proton dissociation constants of the ligands and the stability constants of the
complexes with Fe(Ill), Al(IIl), Zn(Il), Cu(Il) and Ni(Il) were determined by pH
potentiometry and spectrophotometry. For characterisation of the binding modes in
the complexes UV—vis, EPR, CD and 'H-NMR spectroscopic techniques have been
applied. The protected ligands can release one proton from the hydroxamic acid
group, while the non-protected derivatives have two deprotonation processes in the
measurable pH range. In accordance with earlier results in the literature, the
dissociation constants for the secondary peptide hydroxamic acids are smaller than
those of the corresponding primary derivatives — because of the electron donating
methyl group at the hydroxamate-nitrogen. With non-protected ligands the two
deprotonation steps overlap considerably each other. Therefore the microscopic
protonation processes were also explored from combined pH — 'H-NMR titrations
of the primary dipeptides. The data have shown that the ammonium group is more
acidic than the hydroxamic acid group.

In the case of Fe(IlI) with the protected and non-protected ligands studied the
complex formation started below pH = 2.0 yielding a mono complex with very
high stability. The UV—vis spectra with typical Ay, values showed the formation
of mono, bis and tris chelated hydroxamate complexes. Above pH = 6.0 the
hydrolysis of the metal ion became significant with non-protected ligands yielding
very slow processes, while precipitation was detected with protected ligands.

With AI(III) a narrow pH range could only be studied due to the precipitation
above pH = 4.5-5.0. Mono complexes with the protected ligands, mono and bis
complexes with the non-protected ligands with different protonation degree were
found, most probably containing only hydroxamate chelate(s). The hydrolysis was
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parallel with the complex formation and polymeric species cannot be ruled out
either.
For the Zn(II) systems the complexation started above pH = 4.0 with all the
ligands studied. With protected ligands the formation of mono complexes with
precipitation was detected. With non-protected ligands mono and bis complexes
with different protonation degree were found and above pH = 9.0 the hydrolysis of
the metal ion occurred. In order to gain information about the structure of the
complexes in solution combined pH — 'H-NMR titrations of the Zn(II) — non-
protected primary dipeptide systems were carried out. The chemical shifts of the
signals for the protons have suggested that the ligands are capable to coordinate to
Zn(Il) either via the hydroxamate group or via the [NH,,CO] chelating set.
Although, linkage isomers can be formed the ligands were not able to bind more
than one metal ion.
In the presence of Cu(ll) the protected and non-protected ligands behaved
differently. Mono and bis complexes with hydroxamate chelate(s) were formed
with protected ligands. In the systems containing primary derivatives precipitation
was occurred at pH as low as 3.6, therefore stability constants could not be
determined. With non-protected ligands beside the amino-nitrogen, amide-
nitrogen(s) have also been deprotonated and coordinated to the metal ion. In the
case of primary derivatives the hydroxamate-nitrogen, while with secondary
derivatives the hydroxamate-oxygen has also found in the coordination side of the
metal ion. With primary ligands oligomeric species were detected in the systems
too, when both of hydroxamate-nitrogen and hydroxamate-oxygen could be
coordinated to different metal ions at the same time.
With Ni(II) the complex formation started above pH = 4.5 in the all systems. Only
mono complexes parallel with precipitation were detected with the protected
ligands, similarly to Zn(II). In the case of secondary dipeptide hydroxamic acids
mono and bis, paramagnetic, octahedral complexes were found in a wide pH range.
The partial coordination of the amide-nitrogen forming square planar complex was
observed by UV—vis spectroscopy only at above pH ~ 9.5. With primary di- and
tripeptide and secondary tripeptide hydroxamic acids the complex formation
became slow and the almost colourless samples turned to yellow during the
titration. This strongly suggested the formation of diamagnetic, square planar
complexes. Similarly to Cu(Il), the amino-nitrogen, amide-nitrogen(s) and
hydroxamate-nitrogen — in the case of primary derivatives — or hydroxamate-
oxygen — in the case of secondary derivative — have taken part in metal binding.
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