Bevezetés és célkitiizések

Hosszll idon keresztiil az aluminium(Ill)iont az emberi szervezet szdmara artalmat-
lannak tekintették, hiszen a természetben rosszul oldodo hidroxidok, szilikatok, foszfatok
formajaban fordul eld és ennek megfeleléen bioldgiai hozzaférhetdsége korlatozott. Human
toxikussagat csak a 70-es évek kdzepén bizonyitottdk egyértelmiien. Nagyszamu kisérleti
tapasztalat tdmasztja ala azt a ma mar elfogadott tényt, hogy az aluminium(Ill)ion, példaul
idegméreg.

Az utobbi évtizedekben elsésorban a savas esdk, az étrend, a gyogyszerek, a kozme-
tikumok jelentdsen megnodvelték az aluminium(IIl)ion mobilitasat, ezaltal tobb aluminium
keriilhet a szervezetbe és igy ndhet az é16 szervezetek AI(III) terhelése. Normalis koriilmé-
nyek kozott, egy egészséges szervezet a napi 30—50 mg aluminiumterhelést jol tiiri, hiszen az
AI(III) nagy része felszivodas nélkiil iriil ki (csak 5-10 pg szivodik fel), a szervezet hatéko-
nyan védekezik az aluminium(IIl)ionnak nagymértékii felszivodasa ellen.

Tulzottan nagy aluminiumterhelés vagy a vese elégtelen mitkddése esetén a felszivo-
dott AI(IIT) mennyisége azonban jelentésen megndhet. A gyomor-bélrendszeren keresztiil fel-
szivodott aluminium(Il)ion a véraram utjan eljuthat a kiilonb6z6 szervekbe, ahol felhalmo-
zodva kifejtheti karos hatasat, igy a csontrendszerben csontlagyulast, a vérképzdérendszerben
egy specidlis vérszegénységet, az agyban pedig kiilonboz6é idegrendszeri elvaltozasokat
idézhet el6. Ezen okok miatt nem meglepd, hogy az elmult 20-30 évben gyorsan nétt az
érdeklddés az aluminium(IIl)ion koordinacids és bioszervetlen kémidja, valamint biologiai és
¢lettani hatésai irant.

Az aluminium(III)ion kdlcsonhatasba 1éphet az €16 szervezetekben eléforduld fehérjék
épitokoveivel, példaul a peptidekkel, amelyek a sejtek felépitésében nemcsak passzivan
szerepelnek, hanem aktivan is részt vesznek a biologiai folyamatok szabalyozasaban.
Az aluminium(III)ion toxikus hatasanak egyik oka lehet az AI(III) erésebb kdtddése bizonyos
ligandumokhoz, igy az AI(IIl) gyakran helyettesitheti a Mg(II)- és a Ca(Il)ionokat a kiilon-
boz6 biomolekuldkkal, tobbek kdzott peptidekkel és fehérjékkel képzett, biokémiai szempont-
bol jelentds komplexeiben. Ezéltal szamos Mg(Il)- és Ca(Il)-fiiggd enzim ¢és fehérje miikodé-
sét is megzavarja.

Ezen megfontolasok alapjan gy gondoltuk, hogy az Al(Ill)—fehérje kolcsonhatés
modellezése céljabal érdekes lehet megvizsgélni az aluminium(IIl)ion kdlcsonhatdsat kiilon-

boz6 peptidekkel, illetve a peptidek egyéb modellvegyiileteivel.



Al(IIT)—enzimrendszereken szamos biologiai vizsgalatot végeztek mar, de a megjelent
kozlemények eredményei igen ellentmondasosak. Az eltérések sok esetben abbdl erednek,
hogy az aluminium(Ill)iont kiilonbdzd vegyiiletek formdjaban haszndltdk a bioldgiai,
toxikoldgiai vizsgalatokban (AICl;, Al(IIT)-laktat, -glukonat, -citrat, -acetil-acetonat stb.), de
nem forditottak figyelmet arra, hogy az aluminium milyen formaban, milyen kémiai
kornyezetben van jelen. Ezért is tartjuk fontosnak az aluminium(IIl)ion kis és nagy bio-
molekulakkal képzett komplexeinek egyenstlyi és szerkezetvizsgalatat.

Az Al(II)—peptidrendszerek kolcsonhatasanak jellemzésére igen kevés irodalmi adatot
talaltunk, ez is indokolta ennek részletesebb tanulmanyozasat. Egyes aminosav- és peptid-
analog vegyliletekre is kiterjesztettiik a vizsgalatokat.

Munkank soran vizsgaltuk az Al(Ill)-szalicilglicin (SalGly), Al(IIl)-diaszparaginsav
(AspAsp), Al(Ill)—triaszparaginsav (AspAspAsp), Al(III)-AcLysSerProValValGluGly hepta-
peptid rendszereket, valamint az AI(IIl)-imino-diecetsav (IDA), Al(II)-nitrilo-triecetsav
(NTA), illetve ezek részben foszfonalt (IDAP, NTAP, NTA2P) és teljesen foszfonalt
szarmazékainak (IDA2P, NTA3P) komplexképzddését. Az aminofoszfonatokra azért esett a
valasztasunk, mert kordbban Holldsi és munkatarsai kimutattak, hogy a foszforilalt peptidek a
fosztatcsoport bevitelével jobban novelik a peptidek fémionkotd-képességét, mint az egyszerii
nemfoszforilalt peptidek. A képzddd intermolekularis Al(III) komplexeknek még nagyobb
szerepiik lehet a peptidaggregécios folyamatok kivaltdsdban, ily moédon az Alzheimer-kor
elérehaladasaban. Ugy gondoljuk, hogy az amino-polifoszfonatok foszfonatcsoportjaik révén
modellezhetik a foszforilalt peptidek kdlesonhatasat aluminium(IIl)ionnal.

Munkankat nagymértékben segitett¢k a Debreceni Egyetem, valamint a Szegedi
Tudoményegyetem, Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszékén, mar évtizedek ota elkezdett
kisérletek, az aluminium(IIl)ionnak bioldgiai jelentdségli molekuldkkal valo kdlcsonhatasat és

a képzodo komplexek oldategyensulyi €s oldatszerkezeti viszonyait vizsgald kutatasok.

Célul tiztiik ki, hogy:

l. olyan peptidet keressilink, amely az aluminium(III)iont fiziologids korilmények kozott
(pH = 7,4) is oldatban tartja ¢és igy modellezheti az Al(III) kdlcsonhatasat az ¢€16-
szervezetekben;

2. meghatarozzuk az aluminium(IIl)ion és az emlitett ligandumok részecskeeloszlasat és

a képz6do komplexek stabilitasi allandoéit vizes oldatban;



3. 'H, C és *'P NMR-spektroszkopia alkalmazasaval kozvetleniil is alatimasszuk az
egyensulyi adatok alapjan meghatarozott részecskeeloszlast;
4. a stabilitasi allandok, az NMR-spektroszkopia, valamint egyéb mddszerek segitségével

meghatarozzuk a képz6dé komplexekben a ligandumok kotéhelyeit;

Alkalmazott vizsgalati modszerek

A vizes oldatokban lejatsz6dd egyensulyi folyamatokat pH-metrids modszerrel, a
képz6dott komplexek szerkezetét 'H, °C, *'P NMR-spektroszkopiai modszerekkel tanulma-
nyoztuk. A jelek azonositasara kétdimenzids korrelacios technikakat is hasznaltunk (COSY,
HSQC, HMBC), valamint csatolasi allando-modulalt (J-MOD) spektroszkdpiai modszert. Az
Al(IIT)-SalGly rendszerben kialakuldé kotésmodok meghatarozédsdhoz spektrofotometrias

valamint dinamikus fényszoras-méréseket végeztiink.

Uj tudomanyos eredmények
1. A szalicilglicin AI(II)-koto sajatsaganak jellemzése

(1) A szalicilglicin gyenge Al(I11)-koté molekulanak bizonyult. Az Al(IIT) egymagva 1:1
Osszetételli, kiillonb6zd protonaltsagi allapoti komplexeket (AILH, AIL, AILH.,,
AlLH.,) képez pH = 2-7 tartomanyban. Megallapitottuk, hogy az AI(III) nem képes a
vizsgalhato pH-tartomdnyban a szalicilglicin amidprotonjanak deprotonalddasat

kivaltani.

(2) Spektrofotometrids modszerrel kimutattuk, hogy az AILH és AIL komplexekben a
fenolos hidroxilcsoport protonalt, mig a pH = 4—6 tartomanyban képzédé AILH.;
komplexben a fenolos hidroxilcsoport deprotonalédik és a ligandum (COO, CO, O")
haromfogu koordinaciét alakit ki, egy hidroxidionnal a koordinacids szférdban.
Nagyobb pH-n (pH > 5,5) a ligandum fenolatcsoportja ujra protonalédik. Az AILH ; =
Al(OH)s3-HL 0sszetételi komplex képzddik, amelyben a kozvetlen karboxilat-
koordinaci6 mellett a fenolos hidroxil feltételezhetéen az Al(OH)s-hoz kotott
hidroxidionokkal csak hidrogénkotésben vesz részt. Dinamikus fényszoras-mérésekkel
igazoltuk, hogy a pH nagymértékben befolyasolja az AIl(III)-SalGly rendszerben

lejatsz6dd aggregéacios folyamatokat, amely az Al(OH); kivalasahoz vezet.



A ligandum jelenléte késlelteti az AI(OH); csapadék levalasat és az Al(OH)s;-HL

crer

2. Az AI(IIT) kolcsonhatasa aszparaginsav-tartalmu peptidekkel

€)

(4)

Azt talaltuk, hogy a AspAsp és a AspAspAsp ligandumok vizes kdzegben hasonloan
viselkednek, egymagvu 1:1 Osszetételli komplexeket képeznek kiilonb6zd protonalt-
sagi allapotban (AILH,, AILH, AIL, AILH.). A karboxilatcsoportok szamanak
novekedésével n6 a képzddd Al(II)-komplexek stabilitasa. Igy az AspAspAsp Al(III)
komplexei stabilabbak, mint a AspAsp ligandum megfelelé Al(III) komplexei.

Megallapitottuk, hogy a AspAsp és AspAspAsp ligandumok koordindcidja az
aluminium(I1l)ionhoz feltehetden abban kiilonbozik, hogy a AspAsp ligandumnal
kétfogu koordinacié a meghatdroz6, mig az AspAspAsp ligandumndl részleges
haromfogu koordinacié is megvalosulhat. A korai (pH = 5-6) csapadékkivalas azt
bizonyitja, hogy az Asp karboxilatcsoportjai ilyen kis peptidekben nem képesek elég
erésen megkotni a fémiont, igy nem tudjak megakadalyozni az Al(OH); kivalasat
semleges pH-n. Ehhez feltehetéen tobb, kedvezébb elrendezddésben levd oldallanc

donoratomokra van sziikség.

3. Az AcLysSerProValValGluGly heptapeptid AI(IIT)-kot6 sajatsaganak jellemzése

)

(6)

Az AI(IIl) és AcLysSerProValValGluGly peptid kozott savas kozegben gyenge
kolcsonhatas mutathatod ki, a komplexképzddés csak semleges pH-tartomdnyban lesz
meghatarozo, amikor az AILH , az uralkodé komplex. A rendszerben csak egymagvua
1:1 Osszetételi komplexek képzddnek (AILH,, AILH, AIL, AILH,, AILH.). Az
NMR-mérések igazoltdk, hogy gyengén savas kozegben a heptapeptid C-terminalis
Gly, az oldallanc Glu karboxildtcsoport, valamint a peptid karbonilcsoportja kotik az

aluminium(I1I)iont.

Kozel fiziologias koriilmények kozott a heptapeptid oldatban tartja az aluminium(III)-
iont. Hasonléan, mint a szalicilglicin esetén az Al(OH); nanorészecskékhez jorészt
kiils6szférasan kapcsolodd peptidmolekuldk akadalyozzak meg az Al(OH);

makroszkopikus kivalasat.



Mindezek alapjan ugy gondoljuk, hogy méréseink megerdsitik a korabbi
eredményeket, melyek szerint a peptidek aluminium(Ill)ionnal valé intra- és inter-
molekularis kolcsonhatdsdnak szerepe lehet az Alzheimer-kort kisérd plakkok és
fonadékok képzddésében, és igy, ha nem is a betegség kivaltasaban, de a fokozo-

dasadban mindenféleképpen.

4. Az imino-diecetsav, a nitrilo-triecetsav, valamint a részben és teljesen foszfonalt

(7)

(8)

)

szarmazékok koordinacids sajatsagai aluminium(III)ionnal

Azt talaltuk, hogy a részben és teljesen foszfonalt szarmazékok az IDA- és NTA-hoz
hasonloan hatékony AIl(III)-koté molekuldk, a fémion hidrolizisét és az Al(OH);
csapadék kivalasat pH > 8-ig képesek megakadalyozni. Kimutattuk, hogy nagy
stabilitdsu, dontéen 1:1 dsszetételii komplexek képzédnek aluminium(III)ionnal, tobb
donorcsoportjukkal koordindlodnak a fémionhoz, csatolt kelatokat alakitva ki.
A vegyes karboxilat-foszfonat rendszerekre jellemz6 a kotési izomerek képzddése. Az
AI(IIT)-NTA, valamint az NTA részben és teljesen foszfonalt szdrmazékok AI(III)-
komplexeinél azt talaltuk, hogy 1:2 &sszetételli komplexek nem képzddnek, feltehetd-
en a foszfonatligandumok nagy térigénye ¢és a ligandumkarok kozott fellépd taszitod

hatas kovetkeztében.

A pAl értékek alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a foszfondtszdrmazékok erdsebb
AI(TIT)-kotd képességlieck, mint a megfeleld karboxilatszarmazékok. A karboxilat-
csoportok foszfondtcsoportokra torténd kicserélése noveli a pAl értékeket, azaz

csokkenti a szabad Al(IIT) koncentréaciot.

Az NMR-mérések alapjan kideriilt, hogy az IDA, NTA és foszfonatszarmazékaik
oldatbeli szerkezeteinek bels6 dinamikaja kiilonboz6. NTA esetén gyors intra-
molekularis mozgasok léteznek, szimmetrikus szerkezetli komplexek alakulnak ki,
mig az IDA esetén képz0dd komplexek nem szimmetrikusak, a vizsgalt magok sem
kémiailag, sem magnesesen nem egyenértékiick. Az NTA3P ligandum AILH
komplexe ugyanakkor a metilén foszfonatkarok gyors bels6 mozgéasa kovetkeztében

fluxionalis molekula.



(10) Figyelemre méltd, hogy az oldatbeli részecskeeloszlas ellenére, szilard fazisban
egymagvu 1:1 komplexeket nem sikeriilt eléallitani IDA-val, csupan 1:2 Osszetételii

komplexet. Ennek szerkezetét meg is hataroztuk.

Az értekezés anyagahoz kapcsolodo kozlemények

1. T. Kiss, T. Jakusch, M. Kilyén, E. Kiss, A. Lakatos, Solution speciation of bioactive
AI(III) and VO(IV) complexes, Polyhedron, 19, 2389-2401 (2000) If: 1,414

2. Kiss T., Jakusch T., Kilyén M., Kiss E., Lakatos A., Elettani hatasu AI(III) és VO(IV)

.....

(2000)

3. T.Kiss, M. Kilyén, A. Lakatos, F. Evanics, T. Kortvélyesi, Gy. Dombi, Zs. Majer, M.
Hollési, Interactions of AI(IIl) with a neurofilament heptapeptide fragment:

AcLysSerProValValGluGly, Coord. Chem. Rev., 228 (2), 227-236 (2002) If: 5,853

4, M. Kilyén, A. Lakatos, R. Latajka, I. Labadi, A. Salifoglou, C.P. Raptopolou, H.
Kozlowski, T. Kiss, Al(IIl)-binding properties of iminodiacetic acid, nitrilotriacetic
acid and its mixed carboxylic—phosphonic derivatives, J. Chem. Soc., Dalton Trans.,
3578-3586, (2002) If: 3,023

5. M. Kilyén, P. Forg6, A. Lakatos, Gy. Dombi, T. Kiss, N. Kotsakis, A. Salifoglou,
Interaction of Al(III) with the peptides AspAsp and AspAspAsp, J. Inorg. Biochem.,
94, 207-213, (2003) If: 2,204

6. M. Kilyén, 1. Labadi and T. Kiss, Complex formation between Ca(Il), Mg(II), Al(III)
ions and Salicylglycine, Bioinorg. Chem. Apl., 1, 321-332 (2003)

A szerz6 egyéb kozleményei

1. E. Forizs, L. David, O. Cozar, C. Craciun, M. Venter, M. Kilyén, IR and ESR study of
Cu(II) nitrazepam complexes, J. Mol. Struct., 408/409, 195 (1997) If: 1,122



2. I. Labadi, M. Kilyén, S. Kertész, A. Pécsvaradi, T. Kiss, Effect of different complexes
of aluminium on activity of magnesium-glutamine synthetase system, Magn. Res., 14,

316 (2001) If: 0,994

3. P. Zatta, M. Ibn-Lkhayat-Idrissi, P. Zambenedetti, M. Kilyén, T. Kiss, In vivo and in
vitro effects of aluminum on the activity of mouse brain acetylcholinesterase, Brain

Res. Bul., 59, 41 (2002) If: 1,284

4, A. Dornyei, M. Kilyén, T. Kiss, B. Gyurcsik, I. Laczkd, A. Pécsvaradi, L. M. Simon,
The effectes of AI(III) speciation on the activity of trypsin, J. Inorg. Biochem., 97, 118
(2003) If: 2,204

5. V. Di Marco, M. Kilyén, T. Jakusch, P. Forgo, Gy. Dombi, T. Kiss: Complexation
properties of ethylenediaminetetramethylenephosphonic acid (EDTMP) with AI"' and
VY0, Eur. J. Inorg. Chem,, (kozlésre elfogadva).

Az értekezés anyagahoz kapcsolodo konferencia eléadasok és poszterek

1. T. Kiss, M. Kilyén, A. Lakatos Speciation of aluminium(IIl) with small bioligands,
5" International Symposium on Applied Bioinorganic Chemistry, 13-17 April 1999,
Corfu, Greece (el6adas)

2. M. Kilyén, Gy. Dombi, I. Labadi, T. Kiss, AI(III) kolcsonhatasa oligopeptidekkel,
XXXIV. Komplexkémiai Kollokvium, 1999. majus 19-21, Tata (eléadas)

3. M. Kilyén, Gy. Dombi, I. Labadi, T. Kiss, Interaction of aluminium(IIl) with
oligopeptides, V Symposium on Inorganic Biochemistry towards molecular
mechanisms of metal toxicity, 23-27 September 1999, Wroclaw, Poland (poszter)

4. T. Kiss, A. Lakatos, M. Kilyén, Metal Complexes with potential involvement in
AI(III) toxicity, V Symposium on Inorganic Biochemistry towards molecular
mechanisms of metal toxicity, 23-27 September 1999, Wroclaw, Poland (el6adas)



10.

11.

T. Kiss, M. Kilyén, A. Lakatos, Zs. Majer, F. Evanics and G. Dombi, Interactions of
Al(IIT) with oligopeptides, Metals and Brain-First International Conference, from
Neurochemistry to Neurodegeneration, 20-23 September 2000, Padova, Italy (el6adas)

Kilyén M., Lakatos A., Kozlowski H., Kiss T., Salifoglou A, Imino-diecetsav, nitrilo-
triecetsav tipust aminofoszfonatok koordindcids sajatsagai Al(IIl)ionnal, XXXVI.

Komplexkémiai Kollokvium, 2001. majus 23-25, Pécs (eléadas)

M. Kilyén, A. Lakatos, H. Kozlowski.,T. Kiss, I. Labadi, A. Salifoglou, Coordination
behaviour of iminodiacetic acid, nitrilotriacetic acid and its mixed phosphonic
derivatives with AI(III) ion, VII International Symposium on Inorganic Biochemistry,
20-23 September 2001, Wroclaw, Poland (poszter)

Kilyén M., Lakatos A., Forgdé P., Kiss T., A diaszparaginsav ¢és triaszparaginsav
AI(TIT)-kot6 sajatsagainak jellemzése, XXXVII. Komplexkémiai Kollokvium, 2002.
majus 29-31, Matrahaza (eléadas)

M. Kilyén, A. Lakatos, R. Latajka, 1. Labadi, A Salifoglou, C.P. Raptopolou, H.
Kozlowski, T. Kiss, Characterisation of AI(III) complexes of iminodiacetic acid,
nitrilotriacetic acid and its phosphonic derivatives, Proceedings of the IVth
International Symposium Young People and Multidisciplinary Research, CD ISBN
973-8359-10-4, 2002. november 14-15, Temesvar, Roméania (poszter)

Kilyén M., Labadi 1., Salifoglou A., Kiss T., Az iminodiecetsav és nitrilo-triecetsav
tipusi aminofoszfonatok AIl(III)-koté képességének vizsgalata, VIII. Nemzetkoz
Vegyészkonferencia, ISBN 973-85809-8-6, 2002. november 15-17, Kolozsvar, Roma-
nia, 167-169 (eléadas)

M. Kilyén, 1. Labadi, T. Kiss, Complex formation of Salicylglycine with Ca(Il),
Mg(IT) and AI(III), International Conference on Solution Chemistry, 23-28 August
2003, Debrecen, (poszter)



12. M. Kilyén, I. Labadi, T. Kiss, Complex formation of Salicylglycine with Ca(Il),
Mg(I) and AI(I), IX International Symposium on Inorganic Biochemistry, 4-7
September 2003, Szklarszka Poreba, Poland (poszter)

Az értekezés anyagahoz nem kapcsolodo konferencia el6adasok és poszterek

1. E. Forizs, P. Bombicz, J. Madarasz, M. Kilyén, I. Labadi, A. Dedk, A. Kalman,
Structural and thermal studies on new clathrates of nitrazepam, XXXIII International
Conference on Coordination Chemistry, 30 August-4 September 1998, Florence, Italy

(poszter)

2. M. Kilyén, I. Labadi, Z. Galbacs, A jelenlegi és a lehetséges modszerek a szennyvizek
foszfortartalmanak csékkentésére, Proceedings of the 6th Symposium on Analytical
and Environmental Problems, 30 September 1999, Szeged, 155-159 (poszter)

3. I. Labadi, M. Kilyen, A. Pécsvaradi and T. Kiss, The effect of the chemical form of
AI(III) on its enzyme modulatory effects, Metals and Brain-First International
Conference, from Neurochemistry to Neurodegeneration, 20-23 September 2000,

Padova, Italy (el6adas)

4. Labadi 1., Kilyen M., Kertész S., Pécsvaradi A., Kiss T., Kiilonb6z6 aluminium(III)

komplexek hatdsdnak vizsgalata a glutamin szintetaz enzim miikodédében, Magyar

Magnézium SZimpdézium, 2001. junius 7-9, Siéfok (poszter)

5. A. Dornyei, M. Kilyén, T. Kiss, I. Laczko, A. Pécsvaradi, The effectes of Al(III)
speciation on the activity of enzymes, Fifth Keele Meeting on Aluminium, 22-25
Februar 2003, Keele, UK (poszter)

6. Kilyén M., Fabian A., Labadi 1., Pécsvaradi A., Kiss T., Aluminium(IIl)komplexek
hatasanak vizsgalata a novényi glutamin-szintetaz enzimre, XXXVIII. Komplexkémiai
Kollokvium, 2003. majus 21-23, Gyula (eléadas)

7. I. Labadi, M. Kilyen, A. Fabian, A. Pécsvaradi, T. Kiss, The role of Aluminium(III)

complexes in the glutamine synthetase Enzyme, Progress in Coordination and



Bioinorganic Chemistry, ed. M. Melnik, A. Sairota, Slovak Technical University
press, Bratislava, ISBN 80-227-1891-2, 2003, 363-368 (el6adas)



