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Vanadyl(IV). Nucleotide Complexes, *'P NMR Spectra, IR Spectra

The interaction between the VO?" cation and a number of nucleotides has been investigated by
means of *'P NMR and IR measurements in solutions. The results support and extend previous
conclusions obtained from electronic spectra and confirm the central role of the phosphate groups
of the nucleotides in this process. Preliminary results obtained from IR spectra of some solid
vanadyl/nucleotide compounds suggest a greater complexity of the metal-to ligand interaction in

the solid state.

Wir haben vor kurzem die Wechselwirkung des
Vanadyl(IV)-Kations mit Nucleotiden™ in wiisseriger
Losung, mittels Elektronenabsorptionsspektren, un-
tersucht [1]. Dabei wurde festgestellt. daB VO** be-
vorzugt mit den Phosphatresten der Nucleotide in
Bindung eingeht.

Um weitere Einsicht in dieses Problem zu bekom-
men, welches grofle Bedeutung fiir die Biochemie
des Vanadins besitzt [1—4], haben wir jetzt diese frii-
heren Untersuchungen mittels *'P-NMR- und IR-
Messungen in Losung ergidnzt. In einigen Fillen ge-
lang es auch, Vanadyl/Nucleotid-Komplexe als Fest-
korper auszufillen und ihre IR-Spektren zu untersu-
chen. Auch iiber diese Ergebnisse wird kurz be-
richtet.

Ergebnisse und Diskussion
1. 7' P-NMR-Messungen

Diese Methode erscheint als besonders geeignet,
um weiteren Einblick in die Vanadyl(IV)-Phosphat-
Wechselwirkungen zu bekommen. Solche Messun-
gen wurden bereits frither schon 6fters bei anderen
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Metall/Nucleotid-Systemen mit Erfolg angewandt
(vgl. z.B. [5—10]).

Es ist gut bekannt, da3 bei Triphosphatnucleoti-
den. wie z.B. ATP. die drei Phosphorsignale in der
Reihenfolge P,, P,, P nach hoheren Feldern. bezo-
gen auf dem H;PO,-Standard, auftreten [5]. Bei ge-
niigend hoher Autlosung und bedingt durch die P/P-
Kopplungen erscheinen die P,- und P,-Signale als
Dubletts, wihrend P als Triplett auftritt.

Andererseits verbreitern paramagnetische Ionen
die NMR-Linien der Kerne von komplexbildenden
Gruppen, mit denen sie in Wechselwirkung treten.
Diese Verbreiterung wird durch zwei Effekte verur-
sacht, einerseits durch Anderung der Relaxationszei-
ten des magnetisch-aktiven Kerns durch das magne-
tische Feld des Ions, und andererseits durch Ligan-
denaustausch zwischen dem komplexierten Ion und
der Losung.

Da aus den frither analysierten Elektronabsorp-
tionsspektren bereits deutlich war, daf} sich alle Tri-
phosphat-, Diphosphat- und Monophosphat-Nucleo-
tide unter sich ganz dhnlich verhalten. haben wir
jetzt nur Messungen mit jeweils einem Vertreter
einer jeden Reihe unternommen:; ATP, ADP und
AMP. Dazu haben wir auch noch Messungen mit
GMP durchgefiihrt, da dessen Elektronenabsorp-
tionsspektrum [1] ein etwas abweichendes Verhalten
bewiesen hat.

In allen untersuchten Fillen zeigten die *'P-NMR-
Messungen deutliche Linienverbreiterungen und ge-
ringe Hochfeldverschiebungen aller Resonanzsigna-
le. Als typisches Beispiel fiir diese Messungen zeigt
Abb. 1 die Spektren des freien ADP sowie dasjenige
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des gleichen Nucelotids in Anwesenheit des VO*-
Kations.
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Abb. 1. ”P—NMR—Spcktren von ADP (0.12 M. pH = 4.5)
und nach Zugabe von 0,0011 M VOSO, (pH = 4.0).

Die Ergebnisse der Messungen sind in Tab. I zu-
sammengefalt. Hieraus kann man sofort erkennen,
dalB3 bei allen Nucleotiden alle jeweils vorhandenen
Phosphat-Gruppen vom Kation beansprucht wer-

Tab. 1. Analyse der *'P-NMR-Spektren*,

Nucleotid P, Py P, [VO*]
ATP —12,67* —2424* —12,09*

ATP/VO —1324  -2476  —12,67 0,007 M
ADP - 1,28% -12.28* -

ADP/VO - 181 —-13.04 - 0.011 M
AMP - 0.38 - -

AMP/VO - 130 - - 0.007 M
GMP 2.17 - -

GMP/VO 2,07 - - 0.007 M

“ P, ist das dem organischen Rest niherliegende P-Atom.
© Mittelwerte der Dubletts bzw. Tripletts.

den. Im Falle des ATP stehen vorliegende Ergebnis-
se im Gegensatz zu einer fritheren Untersuchung
[11], bei welcher nur Wechselwirkungen mit den P,-
und Ps-Gruppen festgestellt wurden. Auch mit
Mg(II), Ca(Il), Zn(II) und Cu(II) werden gewohn-
lich nur diese zwei ATP-Reste beansprucht [5, 6, 7],
withrend beim Mn(1II) und Co(II) alle drei Phosphat-
gruppen in Wechselwirkung treten [5].

Was die Hochfeldverschiebung bedeutet, ist im
allgemeinen noch nicht klar. Eine solche Verschie-
bung wurde z.B. auch bei den ATP-Komplexen von
AI(IIT), Ga(III) und Be(II) gefunden (8], wihrend
diejenigen mit Mg(IT), Ca(II), Sr(II), Zn(IT), Cd(II),
Hg(II), Pb(II), Ag(I) und TI(1) eine Tieffeldver-
schiebung verursachen [7].

Unsere Ergebnisse zeigen deutlich, daB3 in allen
VO?*/Nucleotid-Systemen die Phosphatreste immer
vom Kation beansprucht werden und an der Kom-
plexbildung beteiligt sind. Die Ergebnisse sind be-
sonders im Falle der Monophosphatnucleotide von
Bedeutung. da bei diesen die Elektronenspektrosko-
pie nicht so eindeutige Beweise wie bei den anderen
Nucleotiden erbrachte.

2. IR-Spektren in Losung

Wir haben versucht, auch mittels dieser Methode
Beweise fur die Wechselwirkung des Vanadyl(IV)-
Kations mit den Phosphatresten der Nucleotide zu
bekommen.

Es ist bekannt, daf} die Phosphatreste der ..freien
Liganden™ Banden in folgenden charakteristischen
Bereichen aufweisen [8, 12—14]:

— Banden bei hochster Frequenz, zwischen 1215
und 1190 cm™', treten nur bei Vorhandensein von
>PO,-Gruppen auf; sie entsprechen der v,(PO,)-
Schwingung. Die entsprechende symmetrische
Schwingung dieser Gruppe ist gewohnlich durch die
intensiveren v,(PO;)-Banden verdeckt.

— Die v,(PO;)-Schwingungen sind im allgemeinen
sehr stark und erscheinen um 1100 cm™'. Die dazu-
gehorende symmetrische Streckschwingung liegt bei
etwa 1015 cm™' und ist gewohnlich sehr schwach.

— Die zuletzt erwidhnte Schwingung ist im allge-
meinen mit P—O—C- oder P—O—P-Schwingungen
gekoppelt. Die P—O—P-Briickenschwingungen kon-
nen aber auch etwas tiefer liegen (900—800 cm ™).

Bei Bildung von Metall/Nucleotid-Komplexen
kann man gewohnlich im Bereich dieser Phosphat-
Schwingungen kleinere Frequenzverschiebungen so-
wie Anderungen der Form der Banden feststellen.
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Abb. 2. IR-Spektren von ATP und ATP/VO (2:1); wiisse-
rige Losungen (pH = 6.5).

Als typisches Beispiel fiir unsere Messungen gibt
Abb. 2 die Spektren des freien ATP und dasjenige
einer VO/ATP-Losung wieder. Man kann als erstes
ganz deutlich die Aufspaltung der v, (PO;)-Bande
um 1100 cm™! erkennen. Dieser Effekt wird sicher-
lich durch eine Symmetrieerniedrigung und Auf-
hebung der Entartung dieser Bande durch Komplex-
bildung verursacht (vgl. [8]).

Die Lage der v,(PO,)-Schwingung ist hier, genau-
so wie bei anderen dhnlichen Systemen [8, 12, 13],
weniger beeinflult, und man beobachtet nur eine
ganz geringe (ca. 3 cm™') Verschiebung derselben zu
hoheren Frequenzen.

Das Verhalten anderer vermessener Triphosphat-
nucleotiden (CTP und ITP) ist dem Besprochenen
ganz dhnlich.

Weiterhin haben wir auch noch Messungen mit
den Monophosphatnucleotiden AMP und UMP und
dem Diphosphat CDP durchgefiihrt. In den ersten
beiden Fillen beobachtet man eine starke Anderung
der Form der 1100-cm™'-Bande sowie eine bedeuten-
de Intensitdtserhéhung der 980-cm™'-Bande. Beim
CDP spaltet die 1100-cm™~'-Bande deutlich in zwei
Komponenten auf, wihrend sich die v, (PO,)-
Schwingung kaum verédndert.

Leider konnte man in keinem der gemessenen
Spektren mit Sicherheit die Streckschwingung des
VO?**-Kations feststellen. Diese Bande liegt gewShn-

lich zwischen 970— 1020 cm™'[15]. also gerade in dem
Bereich, wo auch die Phosphatgruppen starke Ab-
sorptionen aufweisen. Andererseits konnte man in
Losung auch nicht den Bereich um 1600—1700 cm™!
tberpriifen, in dem typische Banden der organischen
Basen liegen, da er durch die starken H,O-Absorp-
tionen vollig verdeckt wird.

Diese Messungen haben aber dennoch ganz deut-
lich die Bildung von Phosphat-Vanadyl-Bindungen
bestatigt.

3. IR-Messungen an Festkorpern

Die IR-Spektren mikrokristalliner Vanadyl(IV)-
Komplexe mit ATP und verschiedenen Monophos-
phatnucleotiden wurden vor einiger Zeit von Katsa-
ros [16] aufgenommen und besprochen. Seine Ergeb-
nisse deuten vor allem auf Wechselwirkungen des
Kations mit den Stickstoffatomen der verschiedenen
Basen.

Unsere Messungen mit den Pyrimidin-Nucleotiden
CDP, UMP, UDP und UTP sowie mit den Purin-
Nucleotiden AMP, ADP. ATP und GMP zeigen
deutlich, daf3 sowohl Phosphatreste wie auch Grup-
pen der Basen mit dem Kation in Wechselwirkung
treten. Man beobachtet gewdhnlich spektroskopi-
sche Anderungen im Bereich der P—O-Schwingun-
gen, welche der in Losung festgestellten dhneln. aber
auch im Bereich um 1600—1700 cm ™'
charakteristischen Schwingungen der Basen liegen.
Eine ausfiihrliche Analyse dieser ziemlich kompli-
zierten Festkorperspektren ist zur Zeit im Gange
[17].

, wWo einige der

SchluBfolgerungen

Die vorliegenden Ergebnisse beweisen erneut die
zentrale Rolle der Phosphat-Gruppen bei der Wech-
selwirkung von Nucleotiden mit dem Vanadyl(IV)-
Kation. Die Ergebnisse der *'P-NMR-Messungen
und der IR-Spektren in Losung bestdtigen weitge-
hend die Befunde, welche aus den Elektronenspek-
tren erhalten wurden [1]. Die vorldufigen Daten aus
den IR-Festkorperspektren, welche hier nur ganz
kurz mitgeteilt wurden, lassen im festen Zustand ein
kompliziertes Verhalten vermuten.

Experimentelles

Die Natrium-Salze der Nucleotide waren kommer-
zielle Produkte der Fa. Sigma, VOSO,-5H,O von
Merck und 50%-VOCI,-Losung von Carlo Erba.
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Die *'P-NMR-Spektren wurden mit einem Bruker-
AM-300-Spektrometer, mit Fourier-Transform und
Protonenentkopplung bei 121.442 MHz erhalten. Es
wurde bei R.T. gearbeitet. Die chemischen Ver-
schiebungen sind auf 85-proz. H;PO, als dufBleren
Standard bezogen. Vermessen wurden ca. 0.12-M-
Losungen der Nucleotide in H,O sowie VO/Nucleo-
tid-Losungen mit  Vanadyl(IV)-Konzentrationen
zwischen 0,007 und 0.012 M.

Die IR-Spektren wurden mit einem Perkin-Elmer-
580-B-Spektrophotometer aufgenommen. Spektren
in Losung wurden mit Flissigkeitskiivetten mit
AgCl-Fenster und 0,05 mm Schichtdichte erhalten.
Es wurden wisserige Losungen mit einem Nucleotid/
VO*"-Verhiltnis von etwa 2:1 vermessen: der pH-
Wert wurde vor den Messungen auf etwa 6.5—7.0
eingestellt.

Im Falle der Festkorper wurden die Spektren an
KBr-PreBlingen vermessen. Die untersuchten mikro-
kristallinen Komplexe wurden im allgemeinen durch
ZusammengieBen dquimolarer VOSO,- und Nucleo-

tid-Losungen ausgefillt, mit Ethanol gewaschen und
im Vakuum getrocknet (vgl. [16. 17]). Auf diese
Weise wurden Festkorper mit AMP. GMP und CDP
erhalten. Durch diese Methode konnte man aber die
entsprechenden Komplexe mit UMP, UDP. UTP,
ADP und ATP nur schlecht kristallisiert oder als 6li-
ge Niederschlige bekommen. In diesen Fillen wurde
VOClI, anstatt von VOSOj, eingesetzt und nach dem
Zusammengiefen der Losungen der pH-Wert mittels
einer I-proz. NaOH-Losung auf ca. 7 eingestellt.
Aus diesen Losungen wurden anschliefend die Fest-
korper durch Tieftemperatursprithtrocknung erhal-
ten [17].

Diese Arbeit wurde mit Unterstiitzung des CONI-
CET durchgefiihrt. Diese Untersuchungen sind auch
Teil eines Forschungsprogramms tiber die Chemie
und Biochemie des Vanadins. welches mit Unterstiit-
zung der Stiftung ..Volkswagenwerk™ entwickelt
wird. E. G. F. ist Forschungsstipendiatin der CIC-
Provincia de Buenos Aires.
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