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1. Bevezetés és célkituzések

A biologiai rendszerekre hato, akar 1étfontossagu, akar toxikus fémionok biologiai
folyadékokban valé eléforduldsuk/részecskeeloszlasuk ismerete alapvetd fontossagli ezen
fémionok fizioldgiai, gyogyaszati vagy toxikologiai hatdsanak jellemzésében. Nagyszamu
kisérleti tapasztalat tamasztja ala azt a ma mar elfogadott tényt, hogy az aluminium(III)ion,
példaul idegméreg (neurotoxikus elem) [96Al, 96Re, 00Y o, 01Ca]. Osszefiiggésbe hozhat6
olyan betegségekkel, mint példdul csontlagyulds, egy jellegzetes vérszegénység vagy
éppen az Alzheimer-korral. Az aluminium(Ill)ion hatasainak megértésében kulcskérdés a
fémion hozzaférhetésége a biologiai rendszerek szamara, hiszen alig igaz az, hogy a
toxikus hatésért ugyanaz a molekula/komplex lesz felelds, mint ami bekertilt a szervezetbe.

A kiilonbozé Al(IIT)-komplexek ligandumcsere reakcdinak sebessége széles
hatarok kozott valtozik. Amig néhany szervetlen ligandummal a komplexképzddés gyors,
addig még az olyan egyszerii ligandummal is, mint a citromsav egyes oligomer torzs-
komplexeinek vagy vegyes hidroxokomplexeinek képzddése napokat-heteket is igénybe
vehet. A részecskeeloszlasi modell 1ényegesen kiilonbozhet attdl fliggden, hogy méréseink
soran csak a viszonylag gyors komplexképzddési folyamatokat kdvetjiilk nyomon, vagy a
rendszer valodi termodinamikai egyensulyat vizsgaljuk. A képz6d6 komplexek stabilitasa,
valamint a kinetikai tényezok hatarozzédk meg azt, hogy fizioldgias koriilmények kozott
melyik lesz az Al(IIl)-szallit6 molekula, amely tulajdonképpen az AIl(IIl) bioldgiai
hatasaért lesz felel0s.

Az AI(IIT) kolcsonhatasba léphet az €16 szervezetben eléforduld fehérjék épitd-
koveivel, példaul a peptidekkel, amelyek a sejtek felépitésében nemcsak passzivan
szerepelnek, hanem aktivan is részt vesznek a biologiai folyamatok szabalyozasaban.
Exley és munkatarsai [99Ex] kimutattdk, hogy az aluminium(Ill)ion toxikus hatasanak
egyik oka lehet az AI(II) erés kotddése bizonyos ligandumokhoz. Az Al(III) gyakran
helyettesitheti a Mg(II) és a Ca(Il)ionokat a kiilonb6zé biomolekuldkkal, tobbek kozott
peptidekkel ¢és fehérjékkel képzett, biokémiai szempontbdl jelentds komplexeiben, ezaltal
szamos Mg(II)- és Ca(Il)-fiiggd enzim és fehérje miikddését is megzavarja [94Ma, 99Ex].

Ezen megfontolasok alapjan ugy gondoltuk, hogy az Al(IlI)—fehérje kdlcsonhatés
modellezése céljabol érdekes lehet megvizsgalni az aluminium(IIl)ion kolcsonhatasat

kiilonb6z6 peptidekkel, illetve a peptidek egyéb modellvegyiileteivel.



Munkénk soran vizsgaltuk az Al(Ill)—szalicilglicin (SalGly), Al(Ill)-diaszparagin-
sav (AspAsp), Al(Ill)-triaszparaginsav (AspAspAsp), Al(IlI)-AcLysSerProValValGluGly
heptapeptid rendszereket, valamint az Al(Ill)-imino-diecetsav (IDA), AI(IIl)-nitrilo-
triecetsav (NTA), illetve ezek részben foszfonalt (IDAP, NTAP, NTA2P) és teljesen
foszfonalt szarmazékainak (IDA2P, NTA3P) komplexképzddését. Az aminofoszfonatokra
azért esett a valasztasunk, mert korabban Hollosi ¢s munkatarsai [94La, 96Fa] kimutattak,
hogy a foszforilalt peptidek a foszfatcsoport bevitelével jobban nodvelik a peptidek
fémionkoté-képességét, mint az egyszerii nemfoszforilalt peptidek. A képzddd inter-
molekularis Al(IIT)-komplexeknek még nagyobb szerepiik lehet a peptidaggregacios
folyamatok kivéltasaban, ily modon az Alzheimer-kor el6rehaladasaban. Ugy gondoljuk,
hogy az amino-polifoszfondtok foszfonatcsoportjaik révén modellezhetik a foszforilalt
peptidek kolcsonhatasat aluminium(I1I)ionnal.

Munkankat nagymértékben segitették a Debreceni Egyetem, valamint a Szegedi
Tudomanyegyetem, Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszékén mar évtizedek ota el-
kezdett kisérletek, az aluminium(IIl)ionnak biologiai jelentdségli molekuldkkal vald
kolcsonhatasat és a képzddé komplexek oldategyensulyi és oldatszerkezeti viszonyait
vizsgalo kutatasok.

Erdemes megemliteni, hogy az AI(IIl)-peptidrendszerek jellemzésére igen kevés

irodalmi adatot talaltunk. Ez is indokolta ennek részletesebb tanulmanyozasat.

Célul thztiik ki, hogy:

1. olyan peptidet keressiink, amely az aluminium(IIl)iont fiziologias koriilmények
kozott (pH = 7,4) is oldatban tartja és igy modellezheti az AI(III) kolcsonhatasat az

€16 szervezetekben;

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

¢és a képz6do komplexek stabilitasi allandoit vizes oldatban;

3. 'H, 1°C és *'P NMR-spektroszkopia alkalmazasaval kozvetleniil is alatimasszuk az

egyensulyi adatok alapjan meghatarozott részecskeeloszlast;

4. a stabilitasi allandok, az NMR-spektroszkopia, valamint egyéb modszerek segitsé-

gével meghatarozzuk a képz6d6 komplexekben a ligandumok kétohelyeit;



1.1. Az aluminium(II)ion toxikussaga

Hosszi idén keresztiil az volt az altalanosan elfogadott nézet, hogy az
aluminium(IIT)ionnak nincs semmiféle bioldgiai szerepe. Artalmatlannak tekintették az ¢16
szervezetek szamara, hiszen a természetben rosszul o0ldodé hidroxidok, szilikatok,
foszfatok forméjdban fordul eld és ennek megfelelden biologiai hozzaférhetdsége
korlatozott. Az utobbi évtizedekben azonban elsOsorban a savas esdk, az étrend egyes
gyogyszerek és kozmetikumok jelentdsen megndvelték az aluminium(IIl)ion mobilitasat,
ezaltal tobb aluminium keriilhet a szervezetbe ¢és igy ndhet az ¢él6 szervezetek
Al(IIT)-terhelése [00Ki]. Normalis koriilmények kozott egy egészséges szervezet a napi
30-50 mg aluminiumterhelést jol tiiri, hiszen az aluminium(IIl)ion nagy része felszivodas
nélkiil tril ki (csak 5-10 g szivodik fel), a szervezet hatékonyan védekezik az
aluminium(IIl)ionnak nagymérték felszivodasa ellen [91Ma]. Talzottan nagy aluminium-
terhelés vagy a vese elégtelen miikddése esetén a felszivodott és/vagy ki nem {iriilt Al(IIT)
mennyisége azonban jelentdsen megndhet. A gyomor-bélrendszeren keresztiil felszivodott
AI(IIT) a véraram 1tjan eljuthat a kiilonb6z6 szervekbe, ahol felhalmozddva kifejtheti karos
hatasat. Klinikai vizsgalatok bizonyitjak az aluminium(IIl)ionnak az emberi szervezetben
valo felhalmozddasa €és egyes betegségek kialakulasa kozotti Osszefliggést [00ORo]. Az
aluminium(Ill)ion toxikus hatdsit elséként a novényeken vették észre. Az alumi-
nium(Ill)ionban gazdag talajokban a novények fejlédése lelassul, ami els@sorban a
gyokerek elcsokevényesedésében nyilvanul meg. Bar a fitotoxicitds mechanizmusa nagyon
Osszetett €¢s még nem teljesen tisztazott, a kisérletek arra utalnak, hogy a talajban levo
szabad aluminium(III)ionok kompetitiv reakcioban géatoljdk a novények kalcium felvételét,
tobbek kozott hatdssal vannak a kalcium és a foszfat anyagcseréjére is [88Ta]. A savas
esOk hatasainak vizsgalata soran, Osszefiiggést allapitottak meg a természetes vizek
megnovekedett Al(III)-tartalma és a halak pusztulasa kozott is. Azt talaltak, hogy a halak
tiréképessége aluminium(IIl)ionnal szemben 4-8 pumol/l, ennél nagyobb koncentracidoban
jelentds halpusztulas kovetkezett be. Az aluminium(IIl)ion szerepet jatszik a halakban az
ozmotikus egyenstlydnak megbomlasaban is, olyan légzési problémak kialakulasaban,
amit a kopoltytiban talalhato nyalka koagulalédasa okoz [89Dr, 96FI].

A sok vizsgalat ellenére az aluminium(IIl)ionnak sem anyagcseréje, sem toxikus
hatdsanak mechanizmusa nem teljesen ismert. Szamos kutatd, pl. Berthon nemrég

megjelent 6sszefoglald kozleményében [02Be] részletesen targyalta a részecskeeloszlasnak

crer



Véleményiink szerint ebben a témakdrben tovabbi vizsgédlatok mindenképpen indokoltak,
hiszen a megjelent kdzlemények eredményei ellentmondasosak. Az eltérések sok esetben
abbol erednek, hogy az aluminium(IIl)iont kiilonb6z6 vegyliletek forméjaban (leg-
gyakrabban valamilyen oldhat6 aluminiumsé vizes oldatat) hasznaltdk a bioldgiai,
toxikologiai vizsgalatokban (AICl;, Al(II)-laktat, -glukonat, -citrat, -acetil-acetonat stb.).
Nem forditottak figyelmet arra, hogy az aluminium milyen forméaban, milyen kémiai
kornyezetben van jelen, holott ismert, hogy az aluminium(Ill)ionnak nem minden kémiai
formdja egyforman toxikus [92Co, 97Gr, 00Ca]. Megbizhat6 eredmények csak akkor
remélhetdk, ha az adott AI(IIl)-vegyiilet kémiailag pontosan ismert formaban wvan,
hidrolitikusan stabil és el is jut a bioldgiai célszervhez [89Le, 92Co]. Fizioldgids pH-n
(pH = 7,4), vizes oldatban az aluminium(IIl)-sok kis oldékonysidga és nagyon lassi
ligandumcsere folyamatai hatarozzdk meg a rendszerben lejatszodod reakcidkat, ami
gyakran rosszul definidlt metastabilis allapot kialakuldsat eredményezi. A toxikologiai
vizsgalatokhoz olyan Al(IIl)-ligandum oldatokat érdemes hasznalni, ahol a ligandum
Osszemérhetd koncentracidban torténd adagolasaval a csapadékkivalds elkeriilhetd. Ilyen

ligandumok, példéul a tejsav, citromsav, borkdsav, gliikkonsav, maltol, acetil-aceton.

1.2. Az Alzheimer-kor

Az Alzheimer-kor az agy degenerativ elvéltozasa, mely foként id6s korban
jelentkezik. A gyogyithatatlan betegség korai felismerését megneheziti, hogy a tiinetek
nem kiilonboznek az iddskori feledékenység tiineteitdl, masrészt a tudomany mai
allaspontja szerint csak agyi biopszidval (mintavétel az €16 agyszdvetbdl) ismerhetd fel.

A kor jellegzetes agyi elvaltozasait elsként Alois Alzheimer irta le 1907-ben.
A betegek agyanak koros elvaltozasai: (i) a neuronokon beliil a neurofibrillaris fonadékok
(NF) megjelenése ¢és (ii) az amiloidban gazdag plakkok felhalmozddasa a neuronok
kozotti térben. Ezen elvaltozasok egyiittes jelenléte egyértelmiisiti az Alzheimer-kor

diagndzisat [94La].

A neurofibrilléris fonadékok (NF) két, spiralisan Gsszecsavarodott fehérjeszalbol,
ugynevezett neurofilamentumbol éallnak. A neurofilamentumok az idegsejt sejtvazanak
alkot6i, amelyek fontos szerepet toltenek be a lassu axonalis széllitdsban, a jelatvitelben és

az idegsejt egyéb folyamataiban. Egészséges idegsejtben ezek a folyamatok a neuro-



filamentum-fehérjék foszforilacidjaval valosulnak meg, mig az Alzheimer-koros betegek-

nél ezek a fehérjék talfoszforilalt allapotban vannak.

Az amiloid (jelentése: keményitdszer(i) 39-42 aminosavbol allo kis molekula-
tomegli polipeptid, amely a neuronvédd amiloid prekurzor fehérje (APP) abnormalis
lebontasabdl szarmazik és az Alzheimer-koros betegek agyaban korosan felhalmozodik.
Masodlagos szerkezetére tulnyomodan a B-redézott konformacio a jellemzo.

Ezek a koros elvaltozasok a neuronok pusztulasahoz vezetnek, amely idével a beteg
teljes szellemi leépiilését eredményezi. A betegség okai nem ismertek, de valdsziniileg
tobb tényezd egyiittesen jarul a betegség kialakuldsdhoz. Sokan genetikai okokra vezetik
vissza [02Ta, 96Sa], masok kornyezeti hatasokkal — pl. aluminium(Ill)ion felhalmozddas
[93Ar, 94Sh, 01Cr], virusfertézés [96Pa], vérkeringési elégtelenség [96Mc], gyulladasos
folyamatok [96Fi, 02He], oxidativ stressz [97Be] — magyarazak kialakuldsat. A szervezet
kalciumegyenstlydnak megbomldsa éppugy gyanuba keriilt, mint az iddskori agyi
szénhidrat anyagcserezavar. Egyes kutatasok az agyi ingeriiletatvivé anyagok (neuro-
transzmitterek) egyensulyhidnyat mutattak ki. A koran felismert enyhe és kozépsulyos
szakaszban gyogyszerekkel a betegség tiinetei enyhithetok, a folyamat romlasa késleltet-
het6 [01Fa]. Az agyi acetilkolin szintvéltozdsainak ismeretében fejlesztettek ki a
gyogyszeres kezelés 1) lehetoségét, a leggyakrabban alkalmazott acetilkolinészteraz-gatlok
masodik nemzedékét (Rivasztigmin [99Bi, 99Ro], Donepezil [99Bu, 00Gr]). A dezferri-
oxamin (DFO) — egy AI(IIl)- és Fe(Ill)-szelektiv kelatképzd — gyogyszerként torténd

alkalmazasa is lassitja az Alzheimer-kor elérehaladasat [91Mc, 96Sav].

1.3. Az aluminium(IIl)ion és az Alzheimer-kor kozotti kapcsolat

Kimutattak, hogy az Alzheimer-kor k6zos jelzéanyagai, a neurofilamentumok és
az amiloid-plakkok aluminium-oxid és aluminium-szilikat lerakodasokat is tartalmaznak
[96Be, 94La]. Ennek alapjan felvetdodott, hogy az aluminium(IIl)ionnak koéze lehet a
betegség kialakulasdhoz. Az aluminium(IIl)ion, bar elismerten neurotoxikus elem, de az
Alzheimer-korban jatszott szerepe nem tisztazott [01Ex]. Tobbféle modon is hozzajarulhat
a betegség el6rehaladasihoz és sulyosbodasahoz. Ugy tiinik, hogy nincs egységes
mechanizmus, amely alapjan magyarazni lehetne az aluminium(IIl)ion hatdsat a valtozatos
koros neurokémiai elvaltozasokban, azonban valdsziniisithetd, hogy az AI(III) oly modon

fejti ki hatasat, hogy beavatkozik a sejtek anyagcserefolyamataiba. Az Al(III), erds Lewis-



savként és hard fémionként kolcsonhatasba 1éphet szamos fehérjével, dontéen az oldal-
lancokban levé negativan toltott O-donoratomok révén [92Ma, 96Ki]. In vivo és in vitro
vizsgalatok mutatjak, hogy: (i) az Al(IIT) csokkenti a kolin acetiltranszferaz €s noveli az
acetilkolin-eszteraz enzimek aktivitasat [96St, 94Za, 89Be], (ii) gatolja a hexokinaz és a
gliikoz-6-foszfat dehidrogenaz enzimek miikodését, beavatkozva ezzel a gliikkdz metaboliz-
musaba (az Alzheimer-koros betegeknél csokken az agy gliikozfogyasztasa) [94Jo, 94Ex],
(ii1) koncentraciotdl fiiggden inhibitora lehet azon foszfatdz és proteaz enzimeknek,
amelyek az NF defoszforilaciojat illetve lebontdsat végzik [96St], (iiii) ndveli a szerin
proteazok aktivitasat, amelyek részt vesznek a -amiloid képzodésben [96St, 96Sav].

Megnovekedett Al(III)-szintet mutatott ki az Alzheimer-korban elhunyt betegek
agyanak szovettani vizsgalata is (igy a neuronokon kiviil, mint neuronokon beliil el6-
illetéen, ugyanis az alkalmazott mérési modszerektdl fliggden mas és mas értékeket kaptak
[96Sav].

Az, hogy az Al(III) okozdja-e a neurofibrillaris fonadékok képzddésének vagy csak
hajlamos a mas okok miatt képz6dd rendellenes fonadékokhoz kétddni, még nem eldontott
kérdés. Tobb lehetséges ut is van, mely sordn a megnovekedett Al(IIl)-szint befolyasol-
hatja az idegsejtekben lezajlo folyamatokat. Ismeretes, hogy az Alzheimer-koros betegek
idegsejtjei gazdagok foszforilalt fehérjékben, talfoszforilalt fehérjéket is talaltak az ideg-
sejtekben, kiilonosen a sejtmagban [85St]. Exley ugy in vitro, mint in vivo mérések soran is
kimutatta, hogy az AI(IIT) az amiloid B-peptid kialakulasat az ATP-vel vald kolcsonhata-
son keresztiil is befolyasolhatja [97Ex, 99Ex, 01Ex]. Ismert, hogy a foszforilalt fehérjék
foszfatcsoportjai a szomszédos karboxildtcsoportokkal egyiitt erds Al(III)-kotd helyek
valtozast 1déz elé a neurofilamentum fehérjékben, jelentés mértékben megnovelve a
B-lemezes szerkezet aranyat [92Ho, 94Ho, 94Sh, 96Fa, 99Ra, 99Ram, 01Ko], amely
kozismerten neurotoxikus és az idegsejtek pusztulasat okozza [91Wa, 94Lo, 93Ara]. Nem
tisztazott hogy a neurofilamentum fehérjék ,,fémionnyeléként" viselkednek vagy a képzo-
désiiket az AI(III) jelenléte eldsegiti és gyorsitja is.

Egy masik bizonytalan teriilet az Al(III)-kelatképzdk szerepe az idegi rendellenes-
ségek kialakuldsaban. Rao és munkatarsai az Al(III)-maltol komplexérdl kimutattak, hogy
koros idegi elvaltozdsokat idéz eld nyulak agyaban [00Ra], igy a kelatkomplexképzokrol

még inkdbb feltételezhetd, hogy hozzajarulnak a koros idegi elvaltozasok kialakuldsédhoz.



Mint mar kordbban emlitettem a dezferrioxamin (DFO) alkalmazasa az agyban felhalmo-
zodott AI(III) eltavolitasara klinikailag is elfogadott eljaras. Egyetlen kozlemény szamol be
a DFO Alzheimer-koros betegeknél vald alkalmazasarol [91Mc], amelyben bemutattak
megfigyeléseiket, mely szerint a DFO adagoléasa lassitotta az Alzheimer-tipust szellemi
leéptilést. Sokan kritizaltdk e cikket [91Da, 94Y o, 96St, 96Sav, 98Sa stb.], de soha senki
sem ismételte meg a kisérleteket, valdszintileg az igen szigoru kisérleti koriilmények miatt
(két évig tartd, napi kétszeri injekcios kezelés).

A 1995-6s vancouveri ,,Workshop on Aluminium Toxicity,, munkaértekezleten
megfogalmaztadk azokat a kérdéseket, amelyekre valaszolva fényt lehet deriteni az
aluminium(IIT)ionnak az Alzheimer-korban betoltott szerepének ellentmondésossagara
[96Sav]. Természetesen ezeket a kérdéseket nem egyszerii egyértelmilen megvalaszolni, de
meglepd, hogy az elmult években milyen kevés eredmény sziiletett az aluminium(II)ion és
az Alzheimer-kor kozotti Osszefliggések tisztazasat illetéen. A 90-es évek kodzepe utan
jelentds mértékben elhalt az érdeklddés e téma irant. Valdszinii, hogy ez dontéen a
szorvanyos rontgendiffrakcios és NMR-vizsgélatoknak tudhaté be, melyekkel megerdsit-
het6 lenne a peptidek/fehérjék Al(II) komplexeinek szerepe a NF-ok és a plakkok képzo-
désében. Szamos rangos cikkben az aluminium(IIl)iont széba se hozzak, annak ellenére,
hogy az amiloid plakkok kialakulasat onszervezddéssel képzelik el. Elismerik, hogy
bizonyos tényezdknek (hdmérséklet, ionerdsség, pH, oxidacids potencidl) szerepe van a
fehérjék konformaciovaltozdsdban, de a fémionokat kihagyjdk e tényzdok koziil, igy az
aluminium(Ill)iont még az Alzheimer-kor kockdzati tényez6i kozé se mindig soroljak
[00Ron]. Igy példaul az Amerikai Alzheimer Egyesiilet 1999-es évi éves beszamoldja az
aluminium(Ill)iont szintén emlitésre se méltatja [99Re]. Az aluminium(Ill)ion és az
Alzheimer-kor kozotti kapcesolat elhanyagoldsanak egy masik oka lehet az is, hogy az
aluminium(Il)ionnak rendkiviil Osszetett a komplexkémiai viselkedése, igen bonyolult,
ugy a kisérletek tervezése, mint a megfeleld Al(III)-komplex kivalasztasa, az eredmények
értékelése. Az aluminium(Ill)ionnak erds hidrolizisre vald hajlama és a meglehetésen
renyhe komplexképzd viselkedése, a lassu kinetikai folyamatok jelentdsen megnehezitik az
Al(ITT)-ligandum rendszerek oldatbeli pontos leirasat, illetve a bioldgiai nedvekben és
szovetekben valo jellemzését [96Ha].

Mi azon a mértéktartd véleményen vagyunk, hogy az aluminium(IIl)ion 6nmagéban
nem képes az Alzheimer-kor tiineteit kivaltani, de a neuronok bomlastermékeivel

kolcsonhatva hozzajarulhat a betegség sulyosbodasahoz, ennek megfeleléen ugy



gondoljuk, hogy az aluminium(Ill)iont az Alzheimer-kor kialakuldsdban mindenféle-

képpen kockazati tényezoként kell kezelni.

1.4. Aminofoszfonatok jelentésége

Az amino-polifoszfonatok az aminosavak analdgjai, amelyekben egy vagy tobb
karboxilatcsoportot foszfonatcsoportokkal helyettesitenek. Az 1940-es években szinteti-
zaltak oket eldszor és az 1950-es évek végén fedezték fel, hogy megtaldlhatok az
€16 szervezetekben. Néhanyat koziiliik (2-amino-etdn-foszfonsav, 2-amino-3-foszfono-
propionsav), mint szabad vegyiileteket a szovetekben fedezték fel, noha altalaban kotott
formaban fordulnak eld, mint foszfonopeptidek, foszfonolipidek és foszfonoglikolipidek.
Az aminofoszfonatok felfedezése az ¢l szervezetben a figyelmet ezen csoportokat
tartalmaz6 vegyiiletek felé forditotta és intenziv kutatds indult a peptidek és aminosavak
foszfonsav analogjainak eldallitasara. Ennek kovetkeztében az elmult husz évben roha-
mosan nétt az aminofoszfonatokkal foglalkozd tanulmanyok szama, mely sordn kideriilt,
hogy a mesterségesen eldallitott aminofoszfonsavak kdzott szdmos olyan van, amelyeket
széles korben alkalmaznak az analitikai kémiatol, az orvostudomanytol a mezdgazdasagig
egyarant [81La]. Akadnak kozottiik igéretes neuromodulatorok [94Ja, 00By], novekedést
serkentd anyagok [84Kf, 87Ku, 90Dh, 91Ka], NMR-kontrasztanyagok [83Ha, 94BlI,
95Wi], rékellenes szerek [83Co], gyomirtdé szerek [87Ku, 85Ro, 90Dh, 01Kl, 02Ber],
antibakterialis foszfonopeptidek [83Co, 86At, 87Br, 93Zb], nyomnyi fémszennyezés
eltavolitasara alkalmas anyagok [84Ta, 02Na, 03No].

Mi magyardzza, hogy ezen anyagok képesek ilyen sokrétli biologiai hatas
kifejtésére? Elsdsorban az, hogy aminosavakhoz vald hasonldésdguk miatt az amino-
foszfonsavak képesek aminokarboxilat szubsztratumu enzimek (beleértve a metallo-
enzimeket is) aktiv helyeiért, illetve mas sejtreceptor helyekért versengeni. Inhibitorokként
képesek a fent emlitett aktivitast gyakorolni. Az aminofoszfonatok negativ toltésii oxigén
donorcsoportjaik révén erds fémionkotd-képességgel rendelkeznek, kiilondsen a hard
fémionok irant nagy az affinitasuk. Képesek kelatként megkdtni mind 1étfontossagu, mind
toxikus fémeket, amit a gyakorlatban is alkalmaznak. Lehetségessé teszik a mérgezd fémek
eltdvolitasat a szervezetbdl vagy segitségiikkel bejuttathatok a radioaktiv anyagok, igy a
betegségek felismerésében és esetleges kezelésében is szereplik lehet. A foszforilezddési és
defoszforilez6dési reakciok sok sejtfolyamatnak részei, a jelatvitelben €s az idegsejt egyéb

folyamataiban is fontos szerepet toltenek be.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Az aluminium(IIl)ion kémiai formai kiilonboz6 biolégiai rendszerekben

A sejtekben és biologiai folyadékokban az aluminium(Ill)ion négy kiilonb6zd
formaban fordul eld: (i) szabad akvaionként, (ii) kis molekulatomegli komplexek, (iii)
erésen kotddo metalloproteinek (melyekben nem cserélhetok) és (iv) lazabban kotott,
cseré¢lhetd fehérjékhez kotott komplexek alakjaban [88Mac]. Az aluminium(II)ion szabad
formaban, vizmolekuldkkal hidratalva csak igen kis koncentracioban fordul eld a bioldgiai
rendszerekben, igy a szabad aluminium(IIl)ionnak fizioldgiai folyamatokban nincs szere-
pe. Az aluminium(IIl)ionnak testnedvekben vald el6fordulasat illetéen elsGsorban a
szerves biomolekuldkhoz kotott aluminium(Ill)ionnak van nagy szerepe, hiszen ezek
jelentik az aluminium(IIT)ion mobilis formait, melyeken keresztiil az Al(III) a kiilonb6zo
szervekbe széllitodik. Mivel a felszivodott aluminium(II)iont a véraram szallitja a test
minden részébe, ezért a plazmaban levd biomolekuldknak jelentds szerepe van az Al(II)
szallitasaban. A kismolekuldk koziil a citrat-, foszfationok a legjelentdsebb, a nagy-
molekuldk kiizlil pedig az albumin, transzferrin. Egyéb plazmakomponensek, mint a
kiilonb6z6 aminosavak, a laktat-, oxalat-, aszkorbat-, szulfat- és a karbonationok joval
gyengébben kotik az aluminium(IIl)iont €s nem lehetnek az eldbb emlitett molekuldknak
hatékony versenytarsai.

Erdekes, hogy az AI(III) a vérbdl az agyba a vér—agy gaton keresztiil keriil be,
feltehetden transzferrinhez kotddve a transzferrin—transzferrin receptoron vagy esetleg a
citrathoz kototten a monokarboxilat transzporteren keresztiil, de ennek ellenére az agy-
szovetekben és folyadékokban alacsony a citrat- €s a transzferrinszint, az AI(III) dontéen
katecholaminokhoz k&tédik [89Ki]. Az ATP, annak ellenére, hogy 400-szor kisebb
koncentracioban fordul eld, mint a katecholaminok, szintén jelentds AIl(III)-k6td lehet
[91Ki]. Az idegsejtekbe bejutva az AI(IIl) elsésorban foszforilalt és nemfoszforilalt
fehérjékhez kapcsolodik.

2.2. Az aluminium(IIT)ion koordinacids kémiai jellemzése

Az aluminium(IIT)ion koordinacids kémiai viselkedését hard jellege hatarozza meg,

ami kis méretére és nagy toltésére vezethetd vissza. Az Al(IIT) hard fémion 1évén elsd-



sorban az oxigén donorcsoportokat tartalmazoé ligandumokat kedveli. Kedvezé sztérikus
helyzetben, koordinéciora képes O-donor funkcids csoport mellett elhelyezkedd nitrogén
vagy kén donorcsoportok is koordinalédhatnak az aluminium(Ill)ionhoz. A legerdsebb
AI(IIT)-koté csoportok a karboxilat-, fenolat-, katecholat-, foszfat- és alkoholatcsoportok,
ezért azon molekuldk, amelyek ilyen funkcids csoportokat tartalmaznak, szerepet
jatszhatnak az AIl(IIl) felszivodasaban, széllitasdban ¢és feltehetdleg biologiai hatasanak

kifejtésében is.

2.2.1. Az aluminium(III)ion hidroxokomplexei vizes oldatban

Az aluminium(Il)ion hidrolizisre valé hajlama igen nagy [930r], konnyen képez
valtozatos Osszetételli hidroxokomplexeket. Ha az aluminium(IIl)ion komplexképzd sajat-
sagait vizes oldatban vizsgaljuk, ismerniink kell az AI(IIl) hidrolizise soran képzddd
hidroxokomplexek Osszetételét és egyensulyi allandoit, hiszen a ligandumok ¢€s a hidroxid-
ionok kozotti versengéssel mar gyengén savas oldatokban is szdmolnunk kell. A témaban
megjelent nagyszaml publikacio ellenére még mindig sok az ellentmondas a képzddd
hidroxokomplexek 0sszetételét és stabilitasat illetden.

A hidrolitikus folyamatok egyértelmii leirdsdban a legnagyobb nehézséget a
tobbmagva hidroxokomplexek lassu képzddése jelenti. A lasst oligomerizacios folya-
matokban olyan metastabilis hidroxokomplexek képzddnek, melyek szinte korlatlan ideig
l1étezhetnek az oldatban olyan koriilmények kozott is, amikor az Al(OH); lenne a termo-
dinamikailag stabilis allapot [96Kis, 76Ba].

Savas kozegben (pH<4) alatt az aluminium(Ill)ionok kizarélagosan oktaéderes
[Al(H,0)]’" forméban vannak jelen, mig lagos pH-tartomanyban (pH > 9) tetraéderes
[AI(OH)4] komplex formaban léteznek. A kiilonb6zd részecskeeloszlasi modellek a
gyengén savas vagy semleges oldatokban 1étezd hidroxokomplexekben térnek el, ahol az
Al(OH); csapadék mellett oldhato tobbmagvi komplexek is képzddhetnek. Az egymagvi
hidroxokomplexek koziil a pK~5,5-el képz6dd [AI(OH)]*" részecske a legjobban definialt,
a legtobb részecskeeloszlasi modellben szerepel. Létezését >’ Al NMR-spektroszkopiai
modszerrel is igazoltdk [85Ak]. A pH ndvelésével egy tovabbi koordinalt vizmolekula
deprotonalédik az [AI(OH),]” komplex képzddése kozben. Ezt a részecskét csak
1-10* mol-dm™ AI(III)-koncentracioknal higabb oldatokban sikeriilt potenciometridsan

kimutatni [930r, 76Ba, 85Br]. A potenciometrias adatok kiértékelése soran nagyon
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valtozatos Osszetételi tObbmagvu komplexeket feltételeztek. Ezek koziil a legelfoga-
dottabbak és a legtobbet vizsgaltak az [AlL(OH).]"", [AL(OH)™" és [Alis(OH)s]™"
([A11304(OH)24-4H20]7+) részecskék. Rontgendiffrakcidos mérésekkel dihidroxohidas dimer
szerkezetet allapitottak meg a kétmagvu [AL(OH),]* komplexre [930r]. Akitt ¢és
munkatarsai NMR-spektroszkopidval vizes oldatban is kimutattak a dihidroxohidas dimer
szerkezetet [84Ak], de ezredmodlos vagy ennél higabb oldatokban azt talaltak, hogy
jelentéktelen mennyiségben képzddik [88Ak]. Ezzel magyarazhatd, hogy feltételezése a
modellszadmitdsok soran 4ltalaban alig javitotta a kisérleti potenciometrias adatok
illeszkedését. Az [AlL,(OH),]"" stabilitasi allandojat csak viszonylag nagy hibaval tudtik
meghatarozni [810h, 820h, 87He, 91Mi]. Egyértelmiibbek az adatok a [Al3(OH)4]>"
részecske esetén, amely szintén csak nagyobb Al(Ill)-koncentracidknal, de szélesebb
pH-tartomanyban képzddik, ezért a legtobb egyensulyi modellben figyelembe veszik
[810h, 87He, 930r, 76Ba, 820h, 85Br, 91Mi]. A kiilonbzd laboratoriumokban kapott
potenciometrias eredmények jol egyeznek az [Al;3(OH)s,]”" tobbmagvu részecske képz6-
dése tekintetében, bar a szdmolt stabilitdsi allandok néha nagysagrendekkel is kiilonboz-
hetnek. A komplex létezését szilard allapotban rontgendiffrakcidos modszerrel [76Ba],
oldatban pedig TAl és 'O NMR-technikéval [87Th, 88AKk] egyértelmiien bizonyitottak.
Egy kozponti tetraé¢deres geometriaju Al(Ill)iont és 12 oktaéderesen koordinalt Al(III)iont
tartalmaz, amelyeket hidroxo- és oxohidak kotnek Ossze. Az [A113(OH)32]7+ részecske
szimmetrikus szerkezetli. Akitt és Elders [88Ak] NMR-spektroszkdpia alkalmazasaval
megallapitottak, hogy 2-107 mol-dm-nél higabb koncentracidknal, gyengén savas
pH-tartomanyban kizarolagosan az [Al;3(OH)s,]"" képzddik; toményebb oldatokban pedig
«{[AI(OH)2,5]1/2+}11 sztochiometridji oligomer komplexek keveréke is jelen van, nem-
egyensulyi koriilmények kozott. Ezek a metastabilis tobbmagva hidroxokomplexek lassu
folyamatban valoszinlileg még nagyobb oligomer részecskékké alakulnak, amelyek a
makromolekularis Al(OH); prekurzorainak tekinthetdk [96Kis].

A fenti eredmények vildgosan jelzik, hogy az Al(III)-OH rendszerben a megfeleld
modell kivalasztasanak 1ényeges szerep jut. Leggyakrabban a Baes és Mesmer [76Ba] vagy

az Ohman és munkatarsai [820h] 4ltal javasolt modellt fogadjak el.
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2.2.2. Aminosavak, peptidek és fehérjék AI(IIT)-koto képességének jellemzése

A kémikusok szdmara a kiilonb6zo ligandumok fémionk&to-képességének
Osszehasonlitasara elegendd ¢és egyértelmii a fémkomplexek stabilitasi allanddinak
ismerete, a biologusok kdrében mégis a pM értékek hasznalata terjedt el, amely nem mas,
mint a szabad fémionkoncentracié negativ logaritmusa. A ligandumok AIl(III)-kotd
képessége a pAl értékkel (pAl = — log [AI’"]), a szabad AI(III)-koncentracid negativ
logaritmusaval jellemezhetd. A pAl értékek a termodinamikai stabilitdsi allandobol
szamithatok ki az adott ligandum és fémion Osszkoncentracioknal. Minél nagyobb a pAl
értéke, annal erdsebb a ligandum kotddése az aluminium(Ill)ionhoz. A 2.1. tdblazatban
megadott adatok [02Ki] azt mutatjak, hogy az aminosavak meglehetdsen gyenge
Al(IIT)-kotok, az oligopeptidek viszont joval hatékonyabban kétik az aluminium(II)iont,
mig a fehérjék a donorcsoportok kedvezd elhelyezkedése révén rendkiviil erds kdlcson-

hatast is biztosithatanak.

2.1. tablazat Aminosavak, peptidek és fehérjék Al(IIT) komplexeinek szdmolt
pAl értékei” (pH = 7,4 és t =25 °C)

Bioligandum Részecske pAl*®
Aminosavak AI(OH);3 10,7
Heptapeptid AIL(OH), 11,6
Transzferrin AlL 15,3

*1 uM teljes AI(III) és 50 uM teljes ligandumkoncentraciéra szamitva

2.2.2.1. Aminosavak Al(111) komplexei

Az Al(III)—peptid kolcsonhatas tanulményozéasaban fontos ismerniink a peptideket
felépitd aminosavak koordinacids kémiai sajatsagait aluminium(Ill)ion jelenlétében. Az
egyszerl,, oi-aminosavak a varakozasnak megfeleléen gyenge AIl(III)-kotdknek bizonyul-
tak, fémionkoncenctracio fliggvényében pH = 3—4 tartomanyban AI(OH); csapadék valik
ki ezekben a rendszerekben. A glicin (Gly), szerin (Ser), treonin (Thr), glutamin (Gln) ¢és
aszparagin (Asn) aminosavak esetén az oldategyensulyi eredmények azt mutatjak, hogy

ezekben a rendszerekben az 1:1 Gsszetételti Al(III)-komplexek (AIL, AILH ;) az uralko-
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déak, de eléfordul a kétmagva AlLLH ; Osszetételi komplex is [97Ki]. Dayde ¢és
munkatarsai viszont pH-metria és NMR-spektroszkopia alkalmazasaval a Gly, Ser, Thr,
His aminosavak Al(IIl) komplexeire csak az ALLH , Osszetételii részecskét azonositottak
fiziologias koriilmények kozott [02Da].

Az o-aminosavaknal minden esetben egyfogu karboxilatkoordinacié valosul meg.
Ottagli kelatgytirli kialakuldsa az aminocsoport részvételével nem kedvezményezett az
aluminium(IIT)ionok N-donorokhoz val6 kis affinitdsa miatt. A szerin esetében sem utaltak
eltér6 koordinacidra a stabilitdsi adatok, bar elvileg lehetdség lenne akar kétfogu
(COO7, O") vagy akar haromfogt (COO, NH,, O)-tipusu koordinaciora is.

A haromfogii aminosavak (glutaminsav, aszparaginsav) joéval nagyobb affinitast
mutatnak az aluminium(Ill)ionok irant. Modellvegyiiletekkel, borostyankdsavval és a
N-acetil-aszparaginsavval vald 6sszehasonlitas alapjan igazoltdk, hogy az aszparaginsav
esetén az aminocsoport deprotondlodasaval és a fémionhoz wvaldé kapcsolodasaval
haromfogu (COO", NH,, COO") koordinacié valosul meg. A haromfogu koordinacié a
glutaminsav komplexek esetén sem zarhatdé ki, bar a képzddd (5+7)-tagu csatoltkelat
kétségteleniil kisebb stabilitdssal bir, mint az aszparaginsav (5+6)-tagi keldtkomplexei
[97Ki].

Lényegesen erdsebb kdolcsonhatds varhatd, ha az aminosavak oldallincéban a
hidroxilcsoport foszforilalt. Az Al(III)-foszfoszerin (PSer) és Al(IIl)—foszfotirozin (PTyr)
rendszerekben a potenciometrids titralasi gorbéket egymagva 1:1 komplexek feltétele-
zésével tudtak legjobban kiértékelni. Az els6dleges fémion kotdhely a foszfatcsoport.
A PSer esetében lehetdség van az egyfogu foszfat- és a haromfogi (OPOs>, NH,, COO")
koordinacié megvalosulasara. Ezzel ellentétben a PTyr AI(II) komplexeiben a ligandum

aromas gylriijének jelenléte miatt a tobbfogli koordinacid sztérikusan gétolt [98Ki].

2.2.2.2. Peptidek Al(111) komplexei

Oligopeptideknél a peptid oldallanc donorcsoportjai az elsddleges fémion kotési-
helyek. Kis tagszam peptidek esetén a rovid peptidlanc nem képes biztositani a
potencialis donorcsoportok olyan elrendezddését, ami sziikséges az aluminium(IIl)ion elég
erés megkotéséhez, igy csak gyenge kdlcsonhatds jon 1étre aluminium(IIl)ionnal, ami az

AI(OH);3 csapadék levalasat nem tudja megakadalyozni. Ehhez feltehetdleg a megfeleld
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oldallanc donorcsoport alkalmasabb, kedvezdbb elrendezddésére van sziikség. Ez teljestil-
het nagyobb tagszamu oligopeptidekben, fehérjékben.

Exley és munkatarsai elséként bizonyitottdk az aluminium(IIl)ion és kiilonbozd
ABP(1-40) és ABP(25-35), B-amiloid polipeptid fragmensek kozotti erés kolcsonhatast
[93Ex]. Cirkularis dikroizmus (CD) mérésekkel igazoltak, hogy az APP(1-40) membran-
utanzo oldoszerben (60% 2,2,2-trifluor-etanol/40% Tris puffer, pH = 7,0) részleges
helikalis konformacidt vesz fel, viszont fizioldgias AIl(IIl)-koncentracié jelenlétében
elvesziti ezt a szerkezetét. A mesterségesen eldallitott, B-amiloid, NF fehérje-fragmen-
seken végzett tovabbi cirkularis dikroizmus (CD) és Fourier-transzformacios infravoros
(FT-IR) mérések egyértelmiien igazoltdk, hogy az aluminium(IIl)ion kdlcsonhatasba 1ép a
fehérjék szerinben, glutaminsavban vagy aszparaginsavban gazdag szakaszaival, stabilis
intramolekularis (2.1. (a) dbra) vagy intermolekularis komplexeket (2.1. (b) dbra) képezve
[94Ho, 95Ho].

Az AI(IIT) térszerkezet (konformaciovaltozast) idéz eld, hiszen az alu-
minium(Ill)iont komplexdldo peptid (fehérjelanc szakasz) sziikségszertien hurokszerii
térszerkezetet vesz fel [94Sh], ami megakadadlyozza a fehérjelanc nyujtottd valasat

(a helikalis szerkezet megmaradését) és igy P-red6zott rétegkonformacio kialakulasat segiti
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2.1. abra Az (a) intra- és (b) intermolekularis AI(III)—peptid komplexek szerkezete [94Ho]

14



A foszforilalt peptideknek még nagyobb szerepe lehet a peptid aggregalodasi folyama-
tokban, igy nem meglepd, hogy 6sszehasonlitdé méréseket végeztek peptidek és foszforilalt
peptidek kozott. A foszforilalas ,,védi" a szerin vagy treonin hidroxilcsoportjat, igy az nem
kapcsolodhat deprotonalt formaban az aluminium(Ill)ionhoz, ennek megfeleléen inkabb
intermolekularis komplexek alakulhatnak ki a szomszédos peptidlancok kozott
(2.1.(b) abra). Fémionhidak képzddnek, melyek megengedik, hogy a peptidlancok
B-konformaciot vegyenek fel [92Ho]. A GlyGluGlyGluGlySer(P)GlyGly foszforilalt
oktapeptid 'H és *C NMR-spektrumai arra utalnak, hogy a foszfatcsoport az elsddleges
Al(II)-kétShely a terminalis Gly karboxilatcsoportja mellett, kétfoga (OPOs*, COO")
koordinaci6é a legvalésziniibb. A Glu karboxilatcsoportjanak kotésben valod részvételét
illetéen az NMR-spektrumok ellentmondéasosak [03Ho]. A foszforilalt peptid stabilitasi
allandojat egy nagysagrenddel nagyobbnak talaltdk, mint a nemfoszforilalt peptid esetében,
ami az er6sebb Al(III)-foszfat kolcsonhatasra vezethetd vissza. Az Al(II)—peptid kdlcson-
hatast NMR-spektroszkopiai modszerekkel vizsgalva hasonld eredményeket kaptak.
A GlyLysHypGlyGluHypGlyProLys nonapeptid 'H és *C NMR-spektrumai igazoltak a
peptid kocsonhatasat aluminium(Ill)ionnal (1:2 komplex képzddik). A peptid a Glu-
karboxilat, valamint a Lys-karboxilatcsoportjain keresztiil koordindlodik a fémionhoz
[87Ge]. Ugyanakkor Glu-t nem tartalmazd TyrGlyGlyPheLeu pentapeptidnél nem tudtak
aluminium(IIT)ionnal valé kolcsonhatast kimutatni [92Ma], ami 6sszhangban van azzal a
megfigyeléssel, hogy a karboxilat, illetve az alkoholos hidroxil oldallanc donorcsoportok
az elsddleges Al(IID)-kotdhelyek, igy az Asp-, Glu-, illetve Ser-tartalmu oligopeptidek a
hatékony Al(IIT)-koté molekulak.

Laussac ¢és munkatarsai a timulin hormon (GluAlaLysSerGInGlyGlySer*Asn) és
aluminium(Ill)ion kozott 1:2 Osszetételt Al(III)-komplex képzddését mutattak ki két-
dimenziés 'H NMR-moédszerrel. A korabbi eredményekkel osszhangban az Asn
C-terminalis karboxilatcsoportja mellett a Ser* alkoholos hidroxilcsoportjanak részvételét
valoszintisitették az aluminium(IIl)ion kotésében [88La, 96La].

A bemutatott eredmények egyértelmlien utalnak arra, hogy az aluminium(III)-
ionnak szerepe lehet az aggregédlodéasi folyamatokban, az Alzheimer-kor kozos jelzo-
anyagainak (fonadékok ¢és plakkok) kialakuldsaban. Ezen megfontoldsok alapjan ugy
gondoljuk, hogy az Al(IIl)—fehérje kdlcsonhatds megismerésében jelentds szerep juthat az

oligopeptideknek.
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2.2.2.3. Fehérjék Al(111) komplexei

A transzferrin, a f6 Fe(Ill)-szallité fehérje normal koriilmények kozott csak
30%-ban telitett vas(Ill)ionnal, igy az aluminium(IIl)ion szdméara is marad elegend? iires
kotdhely. Az Al(Ill)-transzferrin kolcsonhatast szamos modszerrel vizsgaltdk [96Ar].
Kvantitativ spektrofotometrids és rontgendiffrakciés mérések alapjan megéllapitottak,
hogy az aluminium(IIl)iont két tirozin, egy hisztidin, egy aszparaginat és egy kétfoguként
koordinal6doé karbonation koti pszeudooktaéderes elrendezddésben [93Ara]. Ellentmonda-
sos eredmények sziilettek viszont a két hely (C-, és N-terminalis) kotéserdsségét illetden.
Martin és munkatarsai [§7Ma] szerint a transzferrin mindkét kotési helyén egyforma
valdszintiséggel koti az aluminium(IIl)iont, mig ettdl eltéréen akadtak olyanok is, akik ugy
a C-, mint az N-terminalis kotohelyet tartottak kedvezményezettebb Al(III)-kotési helynek.
Példaul, Harris és Sheldon [90Ha] szerint a C-termindlis hely kedvezményezettebb az
N-terminalisnal, mig Ichimura UV-spekroszkopias eredményei az ellenkezdjét mutatjak,
azt, hogy a fehérje C-terminalis része a kedvezményezett Al(I11)-kotd rész [89Ic].

A transzferinnél joval gyengébb AI(III)-kotd fehérje az albumin (M, ~ 70 000),
amely egy vizoldhat6 fehérje. Fiziologias pH-n képes in vitro az aluminium(IIl)iont meg-
kotni. 2’ Al NMR-spektroszkopiai mérésekkel igazoltak, hogy oktaéderesen legalabb harom
AIl(IIT) kapcsolddik minden egyes albumin molekulahoz [92Fa].

Részletesen vizsgaltdk az aluminium(IIl)ion kolcsonhatasat kalmodulinnal, a
szervezet egyik fontos Ca*"-fiiggd szabalyozo fehérjéjével. A kalmodulin, egy viszonylag
kis, 150 aminosavbol 4all6 fehérje, amely az aminosav oldallincok mintegy 1/4-ében
karboxilatcsoportot tartalmaz, igy optimalis Al(III)-kotd fehérje lehet. Haug és munka-
tarsai az AI(II) elég er6s kolcsonhatasat (stabilitisi allanddjuk nagyobb, mint 10°)
mutattdk ki kalmodulinnal [83Si, 83Sie], molekuldnként maximalisan harom AI(III) képes
kotddni. Az aluminium(IIl)ion méretben sokkal kozelebb 1évén a magnézium(Il)ionhoz,
nem a négy kalcium(II)ion specifikus kotési helyen koordinalodik, hanem a fehérje o-hélix
szerkezeti részeit stabilizaldé magnézium(Il)ionokat szoritja ki [96Hau], ami magyardzza
Siegel tapasztalatait, az aluminium(III)ion hatasara bekovetkezd 30 %-os o-hélixtartalom
csokkenést. Ezzel szemben, maés vizsgéalatok nem mutattak jelentds kolcsonhatast az AI(IT)

¢és kalmodulin kozott 5,5-6,5 pH-tartomanyban [91Yo].
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2.3. A vizsgalt rendszerek irodalmi el6zményei

2.3.1. Szalicilglicin komplexek

Az atmeneti fémek koziil tobb fémion komplexképzddését is vizsgaltak szalicil-
glicin ligandummal. A Cu(Il)ionra van a legtobb adat [94Go, 96Ba, 95No, 04Fe]. Egy-egy
kozlemény szamol be a Ni(Il)- és Zn(Il)ionok komplexképzddésérdl [94Go], illetve a
VO(IV)ion [98Kis] és a Fe(IIl) [66Pa] koordinécios sajatsagairol.

A Cu(I)- és VO(IV)ionok pH = 4-6 tartomanyban MLH_; 6sszetételti komplexet
képeznek. A SalGly haromfogu ligandumként koordindlodik, a karboxilat, a deprotonalodo
amidnitrogén ¢és a fenolatcsoporton keresztiil, (5+6)-tagt csatoltkelat alakul ki. A SalGly a
Co(IIT)ion esetén is haromfogu ligandumként viselkedik [95No, 04Fe].

Ni(Il)- és Zn(IT)ionokkal egymagva 1:1 Osszetételi ML és MLH_; komplexek
képzddnek. A Ni(I)- és Zn(IT)ionok nem képesek kivaltani a peptidamid deprotonalodasat,
igy az MLH_; komplexben csak kétfoghi koordindciéo alakul ki a karboxilat- ¢és
fenolatcsoporton keresztiil. A Fe(Ill) 1:1 Osszetételii komplexében szintén kétfogu,
karboxilat-, fenolatkoordinacié alakul ki [66Pa].

Dimetil-on(IV)ionnal is torténtek potenciometrias és NMR-mérések. A karboxilat-
csoportok koordinalédasaval pH = 2-5 tartomanyban gyors ligandumcseréjii komplexek
(MLH,, MLH, ML) képzdédnek, mig semleges pH-tartomanyban a lassu ligandumcseréjii
MLH_, osszetételli komplex képzddik. Az MLH_; komplex szerkezete trigonalis bipiramis
¢s a fémionhoz a terminalis karboxilatcsoport, a deprotonalddott amidnitrogén és a fenolos
hidroxilcsoport koordinalodik [01Ja].

A Ca(Il)-, Mg(Il)ionok ¢és a SalGly ligandum kozott gyenge kolcsonhatast
mutattunk ki potenciometrids és spektrofotometrids mérésekkel. Komplexképzddés csak
lugos kozegben (pH > 8) jatszodik le, a CaLH | és MgLH ; Osszetételli vegyes hidroxo-
komplexek képzddnek [03Ki].

2.3.2 Aszparaginsav-tartalmu peptidek komplexei

A diszaparaginsav komplexképzddését nem vizsgaltdk. A triaszparaginsav
Cu(Il)-komplexeit potenciometrids, spektrofotometrids, CD- és ESR-mérésekkel tanul-
manyoztak [91Ga]. Kimutattdk, hogy a AspAspAsp karboxilatcsoportjai részlegesen

képesek kiszoritani a nitrogénatomot a Cu(ll) koordinédcios szférdjabol. A CulLH_
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komplexben a két nitrogénatom mellett két karboxilatcsoport koordinalja a fémiont, mig a
CuLH, komplexben egy nitrogénatom ¢és harom karboxilatcsoport vesz részt a
koordinacioban.

A Ni(Il) és Zn(Il)ionok szintén MLH_ ; és MLH , 0&sszetételi komplexeket
képeznek [95Ko].

2.3.3 Az AcLysSerProValValGluGly heptapeptid rendszer

Az AcLysSerProValValGluGly heptapeptid komplexképzddésére nincs irodalmi

adat, ami nem meglepd, hiszen kereskedelmi forgalomban nem kaphato.

2.3.4. Aminofoszfonat komplexek

Az imino-diecetsav, a nitrilo-triecetsav, valamint a részben ¢€s teljesen foszfonalt
szarmazékaik fémkomplexeit szdmos kutatocsoport vizsgalta. Ezek koziil megemliteném a
kovetkezoket:

Sawada ¢és munkatarsai potenciometrids, kalorimetrids ¢s NMR-spektroszkopiai
mérésekkel jellemezték az NTA, valamint az NTA részben ¢és teljesen foszfonalt szarma-
z¢ékok alkalifoldfémekkel képzett komplexeit [87Sa, 93Sa, 00Sa]. Megallapitottdk, hogy a
képzddé ML fémkomplexek stabilitdsa n6é a fémion méretének csokkenésével (kivételt
csak a Mg(Il) képez), valamint a foszfonatcsoportok szaméanak novekedésével. >'P NMR-
mérésekkel kimutattak, hogy a ligandumok deprotonalddésa elészor a nitrogén atomon
jatszodik le, ezt koveti a foszfonatcsoport deprotondlodédsa (kivételt csak az NTAP és
NTAZ2P ligandumok Ca(IT) komplexei képzenek).

Az IDAP ligandum Ca(II)-kotd képességét pH-metriasan vizsgaltak vizes kozegben
[88Sm]. Motekaitis [85Mo] kordbbi vizsgalataival ellenétben csak 1:1 6sszetételii CalL
komplexet tudtak kimutatni, a CaL, részecske képzddédését kizartak.

Az Al(IlTl)ion imino-diecetsavval oktaéderes biszkomplexet (K(IDA),-2,5H,0)
képez, amelynek szerkezetét rontgendiffrakciés modszerrel hataroztdk meg [96Pe].
Az IDA haromfogu ligandumként koordinalédik a fémionhoz. *’Al és >C NMR-mérések-
kel savas kozegben 1:5 fém-ligandum arany mellett (Ca; = 0,01 mol-dm™) pH = 3-5
tartomanyban harom Al(IIT)-komplexet (ML, ML,, MLH._) azonositottak [99Y0].
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Valle és munkatarsai az AI(III)-NTA szilard komplexeire rontgendiffrakcios
modszerrel torzult oktaéderes szerkezetet hataroztak meg [89Val]. Eldallitottak, tgy a
monomert ([AI(NTA)(H,0):]-(CH3),CO-H;0, amelyben az NTA négyfogu ligandumként
viselkedik (hdrom karboxildt és a nitrogén atom koordinaldédik a fémionhoz), valamint a
dimert [AI(H,0),][ALL(NTA),(u-OH),][OH]-3H,0, amelyben a két AI(III)-NTA egységet
hidroxohid koti 0ssze. Mindkét szerkezet kiterjedt intermolekularis hidrogénkotésekkel
stabilizalodik.

A Cu(Il) [97Bu, 94Je] és VOIV) [94Al, 99Sa] komplexek potenciometrids,
valamint ESR-spektroszkopiai vizsgalata azt mutatta, hogy egymagvi 1:1 Osszetételll
komplexek képezddnek (a Cu(Il)ionnal megjelenik a Cul, komplex is). Az IDA-
szarmazékok jellemzéen haromfogu, mig az NTA-szarmazékok négyfogu ligandumként
viselkednek. A karboxilatszarmazékok hatékonyabb fémionkotdé molekuldk a foszfonat-
szarmazékoknal. A Cu(II)-komplexek esetén a COO /POs;” cserével jelentds rombikus
torzulds észlelhetd a komplexek szerkezetében.

Az NTA és NTA—foszfonatrendszerekben tobb atmeneti fémionnal: Mn(II), Fe(II),
Co(I), Ni(Il), Cu(Il), Zn(Il) és Cd(II) is torténtek vizsgalatok [89Sa, 00Sa]. Meg-
allapitottdk, hogy az atmenetifémek komplexképzddési allandoi kovetik az Irving-
Williams sort: Kymr < Kper < Keor < Knip < Keur > Kzar > Kear, a Ni(Il)-komplexek
NTAZ2P és az NTA3P ligandumokkal alkotott komplexei kivételével.

Egy masik kozlemény szerint a kétvegyértékii és a haromvegyértékli fémionok
komplexképzddésének 0sszehasonlitasakor azt talaltak, hogy pl. a Fe(IIl) nagyobb toltése
nem csokkenti jelentds mértékben a foszfondtkarok kozotti taszitdé hatast, a Fe(Ill)
NTA2P és NTA3P ligandumokkal képzett komplexeinek stabilitasa szinte valtozatlan,

KFeLNTAzP = 14,65, KFCLNTA:;P = 14,60 [94K1]
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3. Kisérleti rész

3.1. Felhasznalt anyagok

Méréseinkhez a kereskedelemben elérhetd legtisztabb anyagokat alkalmaztunk.
Az Al(IIl)-térzsoldat készitéséhez hasznalt AlCl;-6H,O Aldrich gyartmanya készitmény
volt. A szalicilglicint az Aldrich, mig az NTA, IDA illetve foszfonalt szarmazékaikat a
Fluka cégektdl szereztiik be. Az Asp-tartalmu peptideket (AspAsp, AspAspAsp) a Bachem
cégtdl vasaroltuk, a heptapeptidet az ELTE Szerves Kémiai Tanszék munkatarsaitol
(Majer Zs. és Hollosi M.) kaptuk. A potenciometrias mérések kivitelezéséhez sziikséges
egyéb anyagok (KOH, KCl, 37%-o0s HCl-oldat, kalium-hidrogén-ftalat) Reanal és Fluka
termékek voltak. Az NMR-spektroszkopiai mérésekhez a D,0, valamint a pH beallitdsara
hasznalt NaOD- és DCl-oldat Sigma termékek voltak.

A KJAI(C4H504N),]-3H,0O (M; = 382,31) (1) kristalyt a Krétai Egyetemen allitot-
tuk eld. 0,22 g (0,59 mmol) AI(NO;);-9H,0-t és 0,16 g (1,19 mmol) imino-diecetsavat
10 cm’ desztillalt vizben oldottunk. Az oldat pH-jat allandd keverés és 40—50 °C-on
torténd melegités mellett pH ~ 4-re allitottuk KOH-oldat segitségével. Az igy kapott
oldatot egy ¢éjszakan at kevertettiik, majd az oldat térfogatat vakuum beparlassal minima-
lisra csokkentettiik. Ezt kovetéen 3—4 cm’ desztillalt vizet adtunk hozza, az oldat pH-jat
ellendriztiik. 4°C-on ismételt etanol adagolassal kristalyos anyag valt ki az oldatbol, melyet
szlréssel €s szaritassal készitettiink el6 a tovabbi mérésekhez. A hozam 0,11 g (50%) volt.
A szilard komplexet elemanalizissel és FT-IR-spektroszkopiai médszerrel jellemeztiik, a
kristalyszerkezetet pedig rontgendiffrakcidos modszerrel hataroztuk meg [02Ki].
Az elemanalizis eredménye: Szamolt értékek: C 25,11%, H 4,19%, N 7,33%. Talalt
értekek: C 24,97%, H 4,08%, N 7,44%.

3.2. Potenciometrias mérések

A vizes oldatokban lejatszodo egyensulyi folyamatok vizsgalatdhoz, a protonalo-
dasi ¢és komplexképzddési allandok meghatarozasahoz pH-potenciometrias modszert
alkalmaztunk. A moédszer alkalmazhatdsaganak elvi hattere az, hogy a vizsgalt folyamat

valamilyen modon az oldatbeli hidrogénion-koncentracié megvaltozasat okozza, mely az

20



tivegelektrod altal érzékelt potencidlvaltozast eredményez. Az altalunk tanulmanyozott
rendszerek mindegyike megfelelt ennek a kdvetelménynek.
A méréseket 25,01£0,1 °C hémérsékleten, allando ionerdsség mellett (0,2 mol-dm™

KCI) végeztiik. A szén-dioxid eltavolitasa céljabol nagytisztasagl argongazt buborékoltat-

crer

crer

hataroztuk meg a pH-metriés titralasi gérbék Gran-féle linearizalasaval [S0Gr]. A titrala-
sokat IBM-kompatibilis PC 4altal vezérelt Dosimat 665-tipusi Metrohm automata
biirettabol és egy Orion 710A precizios pH-mérébdl allo berendezéssel végeztiik. Kis
térfogatban (2 cm’) trténd mérések esetén a titralasok a Molspin pH-méré berendezéssel
torténtek. Az egyes titralasok el6tt a Metrohm-tipusi kombinalt {ivegelektrodot
0,05 mol-dm™ kalium-hidrogén-ftalat-oldatra (pH = 4,005) kalibraltuk. A pH-metrids
mérdrendszer kalibralasara erds sav — erds bazissal vald titralast végeztiink, a titralasi
adatokat Gran modszerével [S0Gr] értékeltiik ki. Meghataroztuk a mérési kortilményeinkre
jellemz6 vizionszorzatot (13,755+0,005) és az Irving-faktort [671Ir], amely a mért pH-értékek
korrigalasara szolgal. Ezzel tehat a pH-mérd altal mutatott értékek —log[H'] értékekre
szamolhatok at. A ligandumok torzsoldatait naponta frissen készitettiikk, a szildrd anyag
pontos bemérésével. A csak ligandumot tartalmaz6 mintak titralasi adataibol a ligandumok
tisztasagat és protonalodasi allandoit a SUPERQUAD [85Ga] szamitdgépes programmal
hataroztuk meg.

Az aluminium(IIT)ionnal térténé komplexképzédés tanulméanyozasahoz 0,1 mol-dm
AlCl; torzsoldatot hasznaltunk, amit szilard AICl3-6H,O sobdl készitettiink. A térzsoldat
A hidrolizis visszaszoritasara a torzsoldat 0,02 mol-dm~> HCI-t tartalmazott. A fémiont
tartalmaz6 minték titralasanal azt az allapotot tekintettiik egyensulynak, amikor 40 masodperc
alatt 0,002-nél kevesebbet valtozott a pH. Egy-egy pontban az egyensuly bedllasara
maximalisan tiz percet vartunk, ha tiz perc alatt nem allt be az egyensuly, tovabb haladtunk a
titralasban ¢és az adott mérési pontot figyelmen kiviil hagytuk az adatsorok értékelésénél.

A rendszerekben képzddd részecskék az alabbi altalanos egyensulyi Osszefliggésekkel
jellemezhetdk:

pM +qL+rH === M,LH,
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M, L,H,]
[MIP[LIF[HT

amelyben (M) a fémiont, (L) a teljesen deprotonalt ligandumot, (H) a protont, a (p, q, 1)

3.1)

:qur =

pedig a sztochiometriai egyiitthatokat jeloli. A toltések az egyszeriiség kedvéért nincsenek
feltiintetve. Az egyes részecskék képzddési allandoit (BMquHr = Bpqr) a (3.1) egyenlet
alapjan szamitottuk ki a PSEQUAD [91Z¢] szamitogépes program segitségével.

Az Al(Il)-szalicilglicin rendszert 10 cm’ mintakban 0,002 és 0,004 mol-dm™
ligandumkoncentraci6 és 0:1, 0:4, 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, fém-ligandum aranyoknal mértiik.

Az Al(IIl)-peptid rendszereket kis térfogatban (Asp-tartalmu peptideket 5 cm’, a
heptapeptidet 2 cm’ oldatban) vizsgaltuk. Az AI(III)-AspAsp és az AI(III)-AspAspAsp
rendszereket 0,002 és 0,004 mol-dm ligandum koncentracidoknal 0:1, 0:4, 1:1, 1:2 és 1:4
fém-ligandum aranyoknal, pH = 2—-6 tartomdnyban vagy csapadékkivalasig mértiik. Mivel a
heptapeptidb6l nagyon kis mennyiségii anyag allt rendelkezésiinkre, ezért félmikro-
potenciometrias modszert és a Molspin pH-méré berendezést hasznaltuk. A ligandum
koncentracioja 0,004 mol-dm™, a vizsgalt pH-tartomany pedig 2-10 volt. Egy mintabol
mértilk meg a teljes részecskeeloszlast. El6szor megtitraltuk a ligandumot, majd az oldatot
visszasavanyitottuk 0,2 mol-dm~ sosavoldattal. A visszasavanyitott oldatot (miutan
beallitottuk az 1:2 fém-ligandum aranyt), Gjra megtitraltuk 0,2 mol-dm™ kalium-hidroxid-
oldattal, majd ismét visszasavanyitottuk az oldatot és 1:1 fém-ligandum ardnynal Gjra
titraltuk.

Az AI(IIN-IDA, NTA ¢és vegyes foszfono-karboxilato és tisztdn foszfono rendszerek-
ben 10 cm® mintakban 0,002 és 0,004 mol-dm ligandumkoncentraciot és 0:1, 0:4, 1:1, 1:2,
1:4 fém-ligandum aranyokat alkalmaztunk. A vizsgalt pH = 2-11 tartomanyban nem
észleltiink csapadékkivalast. Kivételt az IDA2P és az NTA3P képezett, ahol mar pH = 2
érteknél csapadékkivalds volt, feltehetben az 1:1 0Osszetételi AI(IDA2P)H, és az
AI(NTA3P)H; komplexek vizben vald rossz oldhatésdguknak kdszonhetden, ezért ezeket a
mintakat visszatitraldsos modszerrel mértik, azaz 0,2 mol-dm ™ kalium-hidroxid-oldattal
torténd lagositas utan 0,2 mol-dm™ sosavoldattal titraltuk, mig csapadékkképzédést nem
¢észleltlink.

A dolgozatban megadott ligandum ¢és Al(IIl)-koncentracid értékek névleges
koncentraciok, a valds értékektdl a ligandum tisztasdgatdl, a fémion torzsoldat pontos

koncentracigjatol fliggden atlagosan 6 %-ban, maximalisan18%-ban térnek el.
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3.3. NMR-spektroszkopiai mérések

A'H NMR-spektrumokat 300, 400, 500 MHz-en, a B¢ NMR-spektrumokat 80 és
125 MHz-en és a >'P NMR-spektrumokat 145 illetve 202 MHz-en miikodd Bruker
AMX300, DRX400 és DRX500 spektrométereken vettiik fel 25 °C-on, 10% D,O-t
tartalmazé mintikban. A "C és *'P NMR-spektrumok felvételénél a heteronuklearis
HC- illetve HP- csatolds megsziintetése céljabol kompozit impulzus lecsatolast alkalmaz-
tunk. A kémiai eltolédasok ppm értékeinek meghatirozasara a 'H NMR-spektrumban
(CH3)3S1—(CH;);—SOsNa-ot (DSS-t) hasznaltunk belsé referenciaként, amelynek kémiai
eltolodasa 0,015 ppm. A °C és *'P kémiai eltolodasokat a tetrametil-szilan (MeySi), a
85%-o0s ortofoszforsav jeléhez, mint kiilsé referenciakhoz viszonyitottuk. A spektrumokat
a WINNMR-program segitségével értékeltiik ki. Az NMR-jelek kdnnyebb azonositasara
kétdimenzids spektroszkopiai modszereket is alkalmaztunk, az tgynevezett csatolasi
korrelacios spektroszkopiat (COSY = Correlation spectroscopy), valamint a HSQC-
(Heteronuclear single quantum correlation spectroscopy) és HMBC- (Heteronuclear
multiple bond correlation spectroscopy) modszereket. A HSQC-moédszerrel az egy kotésen
at, kozvetleniil egymashoz kapcsolodé magneses magok ('Jep), mig a HMBC-tecnikaval a
kettd, illetve a harom kotésen keresztiil kapcsolodd magneses magok (*Jey, *Jcn) azonosit-
hatok. Az Al(II)-heptapeptid rendszerben csatolasi allandé modulalt (J-MOD) B3C NMR-
spektrumokat is felvettiink, amelyekben a szénmagok jelei paritdsuk szerint kiiloniilnek el
(kiilonboz6 fazisu jelet adnak), tehat az alapjan tudjuk megkiilonboztetni a °C magokat,
hogy a szénatomhoz kapcsolddo protonok szdma paratlan vagy paros.

T Al NMR-mérésekkel is probalkoztunk, de nem kaptunk értékelheté spektrumokat.
Valo6szinii, hogy a vizsgalt ligandumok toményebb oldatara lett volna sziikség, de ezekbdl

az Al(OH); csapadék mar levalik és igy a minta NMR-mérésre mar nem lesz alkalmas.

3.4. Spektrofotometrias mérések

Az Al(IlT)-szalicilglicin rendszerben kialakuldé kotésmodok meghatarozasat
spektrofotometrids mérésekkel végeztiik. A mérésekhez Hewlett Packard 8452A didda-
soros spektrofotométert (0,5 cm-es kvarckiivettdt) hasznaltunk. Szobahémérsékleten,
allandé ionerésség mellett (0,2 mol-dm™ KCI) 200-500 nm hulldmhossz-tartomanyban,
kiilonb6zd fém-ligandum aranyoknal, 0:1, 1:1, 1:2, 1:8, (ciig = 0,0002 mol-dm%) kovettiik a
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fenolos hidroxilcsoport deprotonalodasat, mértiik az elnyelést, A = 298 (fenolos hidroxil)

¢s A = 326 nm (fenolat) hullamhosszon. A mérések pH = 3—10 tartomanyban torténtek.

3.5. Dinamikus fényszoras-mérések

A dinamikus fényszoras-mérések egy ZetaSizer 4 (Malvern, U.K.)-tipust késziilé-
ken torténtek. A berendezés fényforrasa egy 5 mW teljesitményli He-Ne lézer volt,
melynek hulldmhossza vakuumban, A = 633 nm. A mérések 90°-os szog alatt és
2540,1 °C-on, 10 cm’-es mintdkban torténtek. Mértiik a csak aluminium(III)iont
tartalmazd, valamint az Al(IIl)-ligandumot (SalGly) tartalmazé mintdkban az atlagos
részecskeméretet cjig = 0,004 mol-dm koncentracié mellett, 1:8 fém—ligandum aranynal.
Allandé ionerdsség mellett (0,2 mol-dm~ KCl) dolgoztunk. A pH-fliggd aggregécios
folyamatokat pH > 6 fellett kovettiik.
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4. Eredmények és értékelésiik

A pH-potenciometrids eredmények kiértékelésénél fontos a megfeleld modell
kivalasztasa. Egy adott rendszer modelljének a feltételezett asszocidtumok Osszességét
nevezzilk. Azt a modellt tekintjiik a rendszert leirénak, amely kémiai megfontolasok
alapjan értelmezhetd, ¢s amelynél a legjobb a kisérleti pontok illesztése. A pH-metria altal
szolgéltatott informéciok értelmezésénél figyelembe kell venni, hogy potenciometridsan
nem mindig lehet kiilonbséget tenni két olyan részecske kdzott, amelyek képzddése azonos
pH-effektussal jar. El6fordulhat, hogy ugyanaz a rendszer ketté vagy tobb kémiailag
realisan elfogadhatdo modellel egyforman jol leirhato, ezért a pH-metrids adatok kiértéke-
lésével parhuzamosan minden esetben fiiggetlen (spektroszkopiai) modszereket is
alkalmaztunk.

A kiilonbozé Al(IIT)-ligandum rendszerekben végzett egyensulyi és oldat-
szerkezeti vizsgalatok eredményeinek értékeléséhez és értelmezéséhez ismerni kell az
Al(IlT)ionnak a pH = 2—-11 tartomédnyban lejatsz6do, kiilonbozd Osszetételii, stabilitast és
szerkezetli részecskéket eredményezd hidrolizisét, ugyanis az AI(IIl) hidrolizise sordn
képz6do részecskék és képzddési allandoik a modell nélkiilozhetetlen részei. Egyensulyi
rendszereink leirasakor az Ohman [820h] altal javasolt részecskemodellt hasznaltuk.
Zarojelben az adott hidroxokomplexek stabilitasi szorzatdnak tizes alapu logaritmusat
adjuk meg, amelyeket a Davies-egyenlet [38Da, 62Da] segitségével szamoltunk at 25°C-ra
és 0,2 mol-dm™ ioner8sségre: [AIOH]*" (=5,49), [Al;(OH)4]”" (=13,54), [Al;3(OH)s]""
(-108,62), [AI(OH)4] (-23.,40). Ezek a részecskék — a zardjelben megadott allandokkal —
az altalunk vizsgalt Al(II)-ligandum rendszerek értékelésénél minden esetben szerepeltek.
Azt talaltuk, hogy ezek a részecskék elhanyagolhatd koncentracioban képzddtek a vizsgalt
pH-tartomanyban. Kivételt, csak a lugos kdzegben szdmottevd mennyiségben képzodd
[AI(OH)4] komplex képez.

A megfeleld modell kivalasztasdnal egymagva 1:1 dsszetételii protonalt komplexe-
ket (AILH,, ahol ligandumtol fiiggden, n = 1, 2, 3), AIL, valamint a lagos pH-tartomany-
ban képzddd vegyes hidroxokomplexeket (AILH ;, AILH ;) feltételeztiink. Az alumi-
nium(Ill)ionnak még nem mutattdk ki olyan vegyes hidroxokomplexét, amely harom
vizmolekula deprotonalddasédval alakulna ki, azaz harom hidroxilcsoport telitené az Al(III)
koordinacios szférajat és dsszetétele AILH 3 lenne. A biszkomplexek feltételezése csak két

rendszerben javitotta az illesztést (az Al(II)-imino-diecetsav rendszerben az AlL,
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komplex, valamint az IDA foszfonalt szarmazékoknal az AIL,H részecske). A tobbmagvi

részecskék (AlL,L, ALLH.;, ALLH.,) képzddése egyértelmiien kizarhat6 volt.

4.1. A szalicilglicin AI(IIT)-koto sajatsaganak jellemzése

A szalicilglicin (4.1. 4dbra) egy dipeptid analdg, amely tobb lehetséges fémionkotd
hellyel rendelkezik. A karboxilat-, a karbonil-, a fenolat- vagy ha az amidcsoport depro-

tonaldodik, az amidnitrogén is szerepelhet koordinal6 helyként.

i i

—NH—CH,C—OH

OH

4.1. abra A szalicilglicin ligandum szerkezete

Elvileg a fenolos hidroxilcsoport hard fémionoknal horgonycsoportként viselkedhet

¢s eldsegitheti az amidcsoport deprotonalodasat és koordinalddasat a fémionhoz.

4.1.1. Potenciometrias vizsgalatok

A SalGly ligandum két 1épésben deprotonalodik: 3,38-as pK-val a karboxilcsoport,
mig 8,11-es pK-val a fenolos hidroxilcsoport deprotonaldédik. Ezek a pK-értékek jo
egyezést mutatnak az irodalmi értékekkel [66Pa, 88Mu, 94Go, 95No, 98Kis].

A SalGly kiilonb6z6 fém-ligandum aranyoknal kapott titralasi gorbéit a 4.2. dbra
mutatja. Lathat6, hogy a ligandum deprotondlodéasa és a komplexképzddés mar a titralas
elején (pH = 2) elkezdddik, de csak pH = 3 fellett lesz szamottevd. A ligandum gorbéje jol
elkiiloniil a kiilonbozoé fém-ligandum ardnyok titralasi gorbéitdl, igy nagy ligandum-
felesleg esetében is lehetséges volt a komplexek stabilitdsi allandoinak pontos meg-

hatarozasa.
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4.2. abra A SalGly ligandumot tartalmazé (a) ¢y, = 0,004 mol-dm> és az Al(IIT)-
SalGly rendszerek titralasi gorbéi kiilonbozé fém—ligandum ardnyoknal:
ciig = 0,004 mol-dm, (b) ca1 = 0,0005 mol-dm™, (c) ca; = 0,001 mol-dm™,
(d) car = 0,002 mol-dm™, () ¢z = 0,004 mol-dm™

Az Al(IIT)-SalGly rendszer stabilitasi allandoéit a kiilonb6zd fém—ligandum arany-
nal mért titralasi gorbék egyiittes értékelésébodl szamoltuk. A legjobb illesztéssel kapott
modell, és a benne talalhatdo részecskék oOsszetételét és (Igf) stabilitasi allandoit a

4.1. tablazat tartalmazza.

tablazat 4.1. A SalGly AI(III) komplexeinek Osszetétele és képzédési (Ig PB) allandoi
(zarojelben az allandok utolsd szamjegyének becsiilt hibaértékei lathatok),

[ = 0,20 mol-dm™ KClI, t = 25°C

lg SalGly
AILH 10,78(3)
AL 7,65(1)
AILH 2,75(3)
AILH. 2,17(2)
Illesztési paraméter * 0,0096
Pontok szama 623

* A szamitott és mért titralasi gorbék kozotti atlagos eltérés a mérdoldat cm’-ben kifejezve
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A PSEQUAD program bar nem utasitotta el az AILH, és az AlL, részecskék
feltételezését a modellben, de a mért és a szamitott titralasi gorbék kozotti illesztés
javithat6 volt, ha ezeket a részecskéket kihagytuk és csak az AILH protonalt, AL torzs- és
az AILH_;, AILH_, vegyes hidroxokomplexeket feltételeztiik, igy ezt a modellt fogadtuk el.
Az AllL,H, valamint a kétmagva Al(IIl)-komplexek, Al,L ¢és AlLLH | részecskék
feltételezését a program egyaltalan nem fogadta el, igy ezek egyértelmiien kizarhatoak
voltak.

Az Al(II)-SalGly rendszerekben a fém-ligandum aranytol fliggéen a csapadék,
kiilonb6zé pH-nal valt ki: 1:1 fém-ligandum aranynal pH ~ 4,7-ig, 1:2, valamint 1:4
fém-ligandum aranynal pH ~ 5,2 illetve pH ~ 5,5-ig volt titralhato csapadékkivalas nélkiil.
1:8 vagy ennél nagyobb fém-ligandum aranyndl pH ~ 7 felett tapasztalhat6 csapadék-
képzddés. A részecskeeloszlasi gorbébdl (4.3. abra) kitlinik, hogy a komplexképzddés

nyolcszoros ligandum feleslegnél gyakorlatilag mar pH = 5-nél teljes.

Al(I11) moltort

4.3. abra Az Al(IIT)-SalGly rendszer részecskeloszlasi gorbéje 1:8 fém-ligandum

aranynal, c;; = 0,004 mol-dm™

Savas kozegben (pH = 2) a ligandum AILH protonalt komplex formajaban van
jelen, melyben vagy a karboxilcsoport vagy a fenolos hidroxilcsoport protonalt. Nagyobb
bazicitasanak tulajdonithatéan valésziniibb, hogy a fenolos hidroxilcsoport protonalt és a
karboxilatcsoport koordindlodik az aluminium(Ill)ionhoz (lasd 1 szerkezet 4.4. abra).
A ligandum egyfoguként vagy esetleg a karbonil oxigénatom részvételével kétfoguként
(IT szerkezet 4.4. abra) koordinalodik a fémionhoz. A pH ndvelésével harom deprotonalo-
dasi folyamat megy végbe (AILH = AIL + H', AIL = AILH, + H, AILH, = AILH, +

H"). Ezek a protonvesztési folyamatok parhuzamosan jatszodnak le, a fenolos hidroxil-
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csoport ¢és a koordinalt vizmolekuldk parhuzamosan deprotonaldédnak, az oldatban kiilon-

bz kotési izomereket eredményezve (4.4. dbra).

OH OH
H, OH
2
H,0 T OH, 0
0O Sal HN ~ | _om
/ l N Al
HN o OH, L AN
C OH — O OH,
2 CcC—O
OH,
N I
0 o)
I i
AILH
H2 0 H2 OH\
O T OH2 -
© ~ \ \ O/l HN N /OH2
/ OH2 OH2 O' OH2 |\ /Al\
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11 v \Y%
AIL
H, o H,
o) T OH
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N o |
O OH, OH, O OH,
c AN
N N
o)
VI VII
AILH

4.4. abra Az Al(III)-SalGly rendszerben képz6dé komplexek feltételezett szerkezetei

A fenolos hidroxilcsoport deprotonaldodasaval a ligandum kétfogti (COO™, O) koordina-
cidja valosul meg (Il szerkezet, 4.4. 4bra). A peptidkarbonil lehetséges kotésével
szamolva (akarcsak a Cu(Il)-komplexeknél [94Go]) (6+7)-tagu csatolt kelatrendszer alakul

ki (IV szerkezet 4.4. dbra). A koordinalt vizmolekula deprotondlodasdval a ligandum
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egyfogu karboxilat koordinacidja alakul ki, ebben az esetben a fenolos hidroxilcsoport
protonalt marad (V szerkezet 4.4. dbra). Természetesen, itt is elképzelheté a karbonil
oxigénatom kapcsoloddsa a fémionhoz. Ez utdbbi esetben a meglehetésen alacsony,
pKaig = 3,13 érték a fenolos hidroxil €s a koordinalt hidroxidion kdz6tti erés hidrogénhid
kolcsonhatds meglétével magyarazhatd és/vagy geometriavaltassal (oktaéderesbol
tetraéderesbe) [88Ma, 91Ki]. A kovetkezd deprotondlodas vegyes hidroxokomplexek
képzddését eredményezi, akar kétfog (COO, O"), akar haromfogh (COO, CO, O)
ligandumkoordinaciéval (VI és VII szerkezet 4.4. 4bra). A meglehetdsen alacsony,
pKaL = 4,90 érték 0,59 logaritmus egységgel kisebb, mint a pK([Al(H,0)]*") = 5,49
utalhat a hidrogénhid kolcsonhatasra. Novelve a pH-t a tovabbi protonvesztés

pKAlLIL1 = 4,93 értékkel a masodik vizmolekularol torténik, kialakul az AIL(OH), vegyes

hidroxokomplex. A kis pK-értékekre egy masik lehetséges magyarazat a kiils6szféras
komplexképzddés. Az AI(OH); és a fenolos hidroxilcsoporton protonalt ligandum (HL")
kozotti hidrogénhidas kolesonhatas eredményeképpen is 1étrejohet az AILH , Osszetételi
részecske. Az Al(IlI)-ligandum rendszerekben a metastabilis allapotok gyakran el6fordul-
nak, amikor az oldhatosagi szorzat alapjan csapadékképzddést varnank, az oldat akar
napokig is tiszta marad. Az oldhaté hidroxokomplexek majdnem korlatlan ideig
fenntarthatok metastabilis allapotban, amikor a rendszerben nem észlelheté csapadék-

kivalas [90Ma].

4.1.2. Spektrofotometrias mérések

A képz6dd komplexekben kialakult kotésmodokat spektrofotometrids mérésekkel
hataroztuk meg. A fenolos hidroxilcsoport deprotonalodédsa spektrofotometridsan kovet-
het6. A fenolos hidroxilcsoport jellemzé sadvot ad 298 nm-es maximummal, amely a
ligandum deprotondlodasaval 326 nm-re tolodik el. A SalGly lathatdo abszorpcios
spektruma AIl(III) tavollétében €s jelenlétében kiilonbozd pH-értékeken a 4.5.(a és b) abran
lathato. Savas kozegben (pH = 3-6) a ligandum fenolos hidroxilcsoportja protonalt,
nagyobb pH-értékeken deprotonalt (fenolat) forméban van jelen amint az a 4.5. (a) dbran

lathato.
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4.5. abra Lathat6 abszorpcios spektrumok (a) a SalGly ligandum (1) pH < 5; (2) pH ~ 5, 6;
(3) pH ~ 8; (4) pH > 8.5; (5) pH ~ 9; (6) pH ~ 10; és (b) az Al(III)-SalGly
rendszerben (1) pH ~ 3; 2) pH ~ 4, 6, 7; 3) pH ~ 5; (4) pH ~ 8; (5§) pH ~ 9; (6)
pH ~10, cj, = 0,0002 mol-dm™, caym = 0,000025 mol-dm™

Az Al(IIT)-SalGly rendszerben (4.5. (b) abra) savas kozegben (pH < 4) a ligandum fenolos
hidroxilcsoportja protonalt. A pH novelésével megindul a fenolos hidroxil deprotona-
lodasa, a 326 nm-nél megjelend fenolatsav intenzitdsa egyre nagyobb, mig a ligandum
protonalt forméja teljesen eltlinik. pH ~ 5-nél mar fenolat van jelen az AILH_; osszetételi
komplexben. Ez egyértelmiien utal az Al(Il)-okozta fenolos hidroxilcsoport deprotona-
lodasra, a fenolat koordinaciojara. A pH = 3—6 tartoméanyban képz6dé AILH ;| osszetételi
részecske, igy pH-potenciometridsan, mint spektrofotometridsan is kimutathato. Ossze-
hasonlitva a részecskeeloszlasi gorbét (4.3. dbra) a pH fiiggvényében abrazolt 326 nm-en
mért abszorbancia gorbével (4.6. abra) latszik, hogy csak az AILH ; részecskében van

deprotonalt és koordinalt fenolatcsoport.
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4.6. abra A 326 nm-en mért abszorbanciak pH fiiggése az AI(IIT)-SalGly

1:8 rendszerben, ¢ = 0,0002 mol-dm™

Ugy a potenciometrias, mint a spektrofotometridss mérések pH = 5-nél adnak
maximumot, amikor az AI(IIl) ~ 30%-a az AILH,, komplex forméaban van jelen
(4.3. abra). A legvaldsziniibb kotési mod az AILH | komplexben egy kétfogti (COO™, O)
koordinacié (VI és VII szerkezet 4.4. dbra). pH > 5 felett, amikor az AIL(OH), részecske
képzddik a fenolatcsoportnak megfeleld abszorbancia csdkenni kezd, amely a ligandum
(fenolatcsoport) ujra protonaldodasara utal, azaz megsziinik a fenolatcsoporton keresztiili
kozvetlen koordinacido (4.6. abra). A fenolatcsoport jra protonalédasa az AIL(OH),
részecskében csak ugy valosulhat meg, hogy egy hidroxidion kiszoritja a fenolatcsoportot
az AlI(IIT) koordinécios szférajabol. Ennek megfeleléen egyfogh COO ™ koordinacid alakul
ki, az AI(OH); metastabilis allapotban van. A protonalt fenolos hidroxil és a koordinalt
hidroxidion és/vagy vizmolekuldk kozotti hidrogénkdtések stabilizaljak, €s oldhatova
teszik az Al(OH); részecskét. Az AILH , részecske egy kiilsdszféras komplexnek
tekinthetd és az AI(OH);(HL)-nek irhato fel.

A vizsgalt pH-tartomanyban (pH = 2-10) az amidnitrogén deprotonalodédsa és
koordinacidja az AI(II)-SalGly rendszerben nem jatszodik le. A SalGly fenolos hidroxil-
csoportja nem bizonyult hatékony horgonycsoportnak. Valészinti, hogy az olyan hard
jellegli fémionnal, mint az Al(IIl), az amidnitrogén deprotondloddsdhoz és koordinacio-

jadhoz megfeleld elrendezddésben tobb negativan toltott O-donorcsoportra van sziikség.
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4.1.3. Dinamikus fényszoras-mérések

Az AI(IIT)-SalGly rendszerben pH > 6 felett lejatsz6do aggregacios folyamatok, az
AILH , részecskében kialakuld kotés tanulményozésa céljabol dinamikus fényszoras-
méréseket is végeztiink. A dinamikus fényszoras-mérés a folyadékkozegben eloszlatott
kolloidrészecskék méretének meghatarozasara rutinszertien alkalmazhato, még akkor is,
amikor a rendszerben koagulacios folyamatok jatszodnak le [96Ho]. Természetesen, az
Al(III)-SalGly rendszer aggregacios jellegzetességeinek teljes tisztazasdhoz kiterjedt
fényszoras-mérések, kinetikai mérések sziikségesek, hiszen ezek a folyamatok igen bonyo-
lultak. Koordinacios kémiai szempontbdl e modszer csak kozelité eredményeket szolgéltat
a ligandum kotésére vonatkozoan, ezért nem kivantunk elmélyiilni e teriileten, csupan
néhany kvalitativ mérést végeztiink, mely alapjan az AILH , részecskében kialakuld
kotésmodra javaslatot tehetiink. Osszehasonlitottuk a csak aluminium(IIl)iont tartalmazo
¢s a ligandumot is tartalmazo rendszerekben képzddd részecskék atlagos méretét. Azt
tapasztaltuk, hogy a pH nagymértékben befolyasolja az aggregacids folyamatokat. Minél
nagyobb a pH, annal nagyobb részecskék képzddnek. A szalicilglicin ligandum hidnyéban,
(2-6)-szor nagyobb részecskék képzddnek, mint ligandum jelenlétében, ami egyértelmiien
arra utal, hogy a SalGly ligandum megkotddik a feliileten és késlelteti az Al(OH);
csapadék levalasat. Ennek megfelelden, elképzelhetd a ligandum kozvetlen vagy akar
kiilsészféras koordinacidja is az AI(OH); nanorészecskéhez. Allithatjuk, hogy a
ligandumnak dontdé szerepe van az aggregacidés folymatokban. A SalGly ligandum
az AILH , komplexben kiilsészférasan kotddik az Al(OH)s csapadékhoz, a képzddd
Al(OH); -HL komplex gétolja az aggregaciot.
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4.2. Az Al(111) kélcsdnhatasa aszpar aginsav-tartalmua peptidekkel

A kisméretli peptidek koziil az oldallancban negativ t6ltésii karboxilcsoportokat tar-
talmazd AspAsp ¢és AspAspAsp ligandumok komplexképzddését vizsgaltuk alumi-
nium(Il)ionnal. Ezen ligandumok harom, illetve négy karboxilcsoportot tartalmaznak, igy
nagyobb az affinitdsuk az AI(IIl) irant, azaz erésebb AI(III)-k6td molekuldk, mint az

egyszerl aszparaginsav vagy mas aminosavak [72S1, 97Ki].

4.2.1. Potenciometrias vizsgalatok
4.2.1.1. Potenciometrias eredmeények az Al(I11)—diaszparaginsav rendszerben

Az AspAsp ligandum potenciometrids titrdldsa soran a héarom karboxil-
csoport atfedd, lépcsdzetes egyensulyi folyamatban deprotonalddik, mig a terminalis
-NH; -csoport deprotonalodasa jol elkiiloniilt folyamat. A protonalédasi allandokat a

4.2. tablazat tartalmazza.

4.2.tabldzat Aszparaginsavat tartalmazd peptidek protonalddasi és az Al(III)-komplexek
stabilitasi allandoi (zardjelben az allandok utols6d szamjegyének becsiilt hibaértékei

lathatok), I = 0,20 mol-dm > KCl, t = 25°C

Ig B AspAsp AspAspAsp
HL 8,12(1) 8,08(1)
HoL 12,58(1) 12,90(1)
HsL 16,02(2) 16,79(1)
H4L 18,68(3) 20,06(1)
HsL — 22,47(2)
AILH, 14,42(12) 15,51(7)
AILH 11,09(6) 12,33(2)
AIL 7,54(2) 8,45(2)
AlILH 3,01(2) 3,00(7)
Illesztési paraméter * 0,0012 0,0050
Pontok szama 188 379
V(em®)° 0,2-0,5 0,3-0,6

* A szamitott és mért titralasi gorbék kozotti atlagos eltérés a méréoldat cm’-ben kifejezve
> A KOH méréoldat fogyésa az egyes titralasoknal cm’-ben kifejezve
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A legnagyobb, pK = 8,12-es érték egyértelmiien a legbazikusabb -NH; -csoporthoz
rendelhetd. Feltehetden, a legkisebb, pK = 2,66 érték a terminalis karboxilcsoporthoz
tartozik, mig a pK = 3,44 és pK = 4,46 értekek az oldallancok karboxilcsoportjainak
felelnek meg. A pK értekek egyértelmii hozzarendelése a megfeleld oldallanc karboxil-
csoportjdhoz nem lehetséges az atfeddé deprotonalddasi folyamatok miatt, a sav-bazis
egyensulyok molekularis szinten egyértelmtien csak a mikroallanddkkal irhatok le.

Az Al(II)-AspAsp rendszer csapadékkivalas nélkiil pH ~ 5-ig volt titralhato.
A potenciometrias titralasi gorbék legjobban a 4.2. tabldzatban megadott modellel és
stabilitasi allandokkal irhatok le. Az 1:2 6sszetételli komplexek €s a kétmagvu részecskék
képzddése egyértelmiien kizarhatd. Az Al(III)-AspAsp rendszerben 1:2 fém-ligandum

aranynal szamolt részecskeeloszlasi gorbe a 4.7. dbran lathato.

AI(II) moltort

4.7. abra Az Al(Il)-AspAsp rendszer részecskeeloszlasi gorbéje 1:2 fém-ligandum
aranynal, c;; = 0,004 mol-dm™

A komplexképzddés mar savas kozegben (pH ~ 3) elkezdddik, az AILH, Osszetételi
részecske képzodésével. Az AILH, protonalt komplexben a ligandum egyfoguan,
(COO){COO", COOH, NH;'} vagy nagyobb valoszintiséggel kétfogiian (COO~, COO")
{COOH, NH;"} koordinalja a fémiont. Ezt kdvetden a ligandum protont veszit (pK = 3,33)
¢s az AILH 0sszetételii részecske képzddik, amelyben haromfogu (COO, COO™, COO)
{NH;"} vagy kétfoga karboxilatkoordinacié (COO, COO){COO, NH;'} is meg-
valosulhat. Ez utobbi esetben a harmadik karboxilcsoport deprotonalodik ugyan, de nem

koordinalja a fémiont. A pH tovabbi ndvelésével pK = 3,55 értékkel feltehetdleg a
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fémionhoz koordinalt vizmolekula deprotonéalédik, a koordinaciés modban azonban nem
kovetkezik be valtozas. Az AIL részecske meglehetdsen kis pK-ja (1,9 logaritmus
egységgel kisebb, mint az Al(H,O)s 5,49-es pK-értéke) utalhat a vizmolekuldk depro-
tonalodasa kovetkeztében lejatszodd geometriavaltasra [88Ma, 91Ki]. Az AIL
részecskében a ligandum vagy kétfoghian (COO~, COO)(OH){COO, NH;'} vagy
haromfogiian (COO~, COO , COO )(OH ){NH;'} koordindlja a fémiont. Az utolso
deprotonalddasi folyamat (pK = 4,53) egyértelmiien a fémionhoz koordinalt vizmolekula
deprotonalddasdhoz  rendelhetd, az  AILH,; részecske képzddik, amelyben
(COO", COO)(OH ),{COO", NH;'} vagy (COO", COO", COO )(OH ),{NH;"} koordi-
nacio valdsul meg.

Megjegyzendd, hogy bar megadtuk a ligandum legvaldsziniibb deprotonalddasi
sorat, a koordinalt vizmolekuldk és a harmadik karboxilcsoport deprotonaldodasa atfedd
folyamatokban jatszodnak le. A terminalis aminocsoport a vizsgalt pH-tartomanyban nem
deprotonalddik és igy valdszinti, hogy nem is koordinaloédik a fémionhoz. Ez nem
meglepd, hiszen az Al(IIT) hard fémionként az O-donorokat kedveli és a N-, S-donorok
koordinacidja nem kedvezményezett [91Ma]. A kétfogl aminosavaknal kimutattdk, hogy
az NH,-csoport kotddésével képzodd ottagu  kelatgylris komplex elhanyagolhato
koncentracioban képzddik [97Ki]. Az NH,-csoport olyan esetekben koordinal az
aluminium(Ill)ionhoz, amikor az aminocsoportot mindkét oldalr6l karboxilatcsoportok
veszik koriil pl. az aszparaginsavnal, ahol (5+6)-tagi (COO", NH,, COOQO)-tipusu
csatoltkelat alakul ki. A szomszédos karboxilatcsoportok hatasara kedvezményezetté valik
az aminocsoport koordinacidja az aluminium(IIl)ionhoz [97Ki]. Az alkoholos hidroxil-
csoport ¢s az amidcsoport esetén tapasztaltak hasonlé fémion 4ltal indukalt

deprotonalddast, ha ezek kozponti helyet foglalnak el egy molekulan beliil [87Ki, 90S6].

4.2.1.2. Potenciometrias eredmenyek az Al(I11)—triaszparaginsav rendszer ben

A triaszparaginsav 6tfogu ligandumnak tekinthetd. A legbazikusabb aminocsoport
pK = 8,08-al deprotonalddik, a terminalis karboxilcsoport pK = 2,41 értekkel veszti el
protonjat, mig a pK = 3,27, 3,89 és 4,82-es értékek az oldallanc karboxilcsoportoknak
felelnek meg. Az oldallainc karboxilcsoportok atfedé folyamatokban deprotonalddnk.

rrrrr

95Ko]. A potenciometrids méréseket pH = 2—6 tartomanyban tudtuk kiértékelni (pH ~ 6
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felett csapadékkivalast észleltiink). Az Al(IIT1)-AspAspAsp rendszerben szamolt részecske-

eloszlasi gorbék a 4.8. abran lathatok.

AI(TI) moltort

4.8. abra Az Al(IIl)-AspAspAsp rendszer részecskeloszlasi gorbéje 1:2 fém-ligandum

aranynal, c;, = 0,004 mol-dm™

A legjobb illesztést a szdmolt és a mért értekek kozott, akarcsak az Al(II)-AspAsp
rendszerben az AILH,, AILH, AIL és AILH , részecskék feltételezésével kaptuk
(4.2. tablazat). A komplexek képzddési allandoi az Al(III)-AspAspAsp rendszer esetén
nagyobbak, mint az AI(IIT1)-AspAsp rendszerben kapott megfeleld allandok, ami az AI(III)
és AspAspAsp ligandum erdsebb kdlcsonhatasara utal. Valoszintisithetd, hogy a ligandum
kétfogiian vagy haromfogtan koordinélja a fémiont, hasonléan az AspAsp ligandumhoz.
A kétfogu koordinacio az elsé Asp-molekula két karboxildtcsoportjan keresztiil, a harom-
fogt koordinacio a peptid harom karboxilatcsoportjan (az elsé és masodik Asp-molekulak
karboxilatcsoportjain) keresztiil valésul meg. Feltehetéen, a harmadik Asp-molekula
karboxilatcsoportja (az N-termindlis karboxildtcsoport) molekulan beliili elkiiloniiltsége
miatt nem koordindlja a fémiont. Annak eldontésére, hogy melyik kotési mod (kétfogu
vagy haromfogu ligandumkoordinacid) a valdszintibb, kiszamoltuk a szarmaztatott proton-

kiszoritasi allandokat a kovetkezd folyamatokra.

Al+H,L(H) =— AIL(H)+2H" (1)
Al+H,L(H) == AIL(H)H, +3H" (2)
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Tisztan kétfoghh koordinacidt feltételezve az AIL(H) és AIL(H)H. ; komplexekben, a
szarmaztatott protonkiszoritasi allandokra (IgKaiwmy = 1gBann — lgBH3L, lgKagnu , =
lgBain_— 1gBn,1) a kovetkezd értékeket szamoltuk: AspAsp esetén az (1)-es reakciora
—4,93, a (2)-es reakcidra —8,48, valamint az AspAspAsp rendszerben az (1)-es reakciora
—4,46 és a (2)-es reakciora —8,34. Ezek az értékek koriilbeliil egy nagysagrenddel
nagyobbak, mint a borostyankdsav megfeleld értékei: —5,57 az (1)-es reakciora és —9,73 a

(2)-es reakciora [97Ki]. Ez valdsziniisiti az Asp-tartalmu peptidek legalabb részleges

haromfogu koordinacidjat.
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4.2.2. NM R-spektroszk épiai vizsgalatok
4.2. 2.1. NMR-spektroszképiai mérések az Al(111)—diaszparaginsav rendszerben

A komplexképzédés kimutatasara 'H és °C NMR-vizsgalatokat végeztiink. Amint
a 4.9. abran latszik a 'H NMR-spektrum rezonanciavonalai harom jol elkiiloniilt
ppm-tartomanyban jelennek meg: (i) az amid- (4.9. A &bra), (ii) a metin- (4.9. B abra),

valamint (ii1) az alifas metiléntartomanyban (4.9. C abra).

(&)
NH

«@Ww

(a)
8.7 8.6 8.5 8.4
®) (ppm)
(b)
N
CH(1)
CH(Q)
(@)

| ‘4,5‘5‘ 4‘,5‘0 | ‘4‘,4‘5‘ | ‘4‘,4‘0‘ | ‘4‘,3‘5‘ | ‘4‘,3‘0‘ ‘4‘,25
(ppm)

©

3,05 3,00 2,95 2,90 2.85 2,80 2,75 2,70
(ppm)

4.9. dbra Az 'H NMR-spektrum (A) peptidamid-, (B) metin- és (C) metiléntartoméanya
(a) H'—AspAsp és (b) AI(III)-AspAsp rendszereben 1:1 fém-ligandum aranynal,
car= Ciig = 0,01 mol-dm, pH = 4, < CHy(1), ® CHx(2)
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Az egyes 'H NMR-jeleket a kisérleti részben emlitett kétdimenzios médszerekkel azonosi-
tottuk. A termindlis NHj-csoport protonjelét az olddszerrel vald gyors protoncsere miatt
nem latjuk. Az amidprotonok kémiai eltolédasa kismértékben fiigg az aminosav tipusatol
(8,310,7 ppm-nél jelennek meg) [94Kr]. A pH = 3,5-nél rogzitett AspAsp ligandum
'H NMR-spektrumaban (4.9. A(a) abra) az amid NH-proton az oCH-protonokkal valo
csatolas miatt dublettként jelenik meg 8,50 ppm-nél (\Jyn = 7,9 Hz). A ligandum deproto-
naldédasaval a dublett nagyobb terek fele tolodik (8,55 ppm-re pH = 4-nél és 8,48 ppm-re
pH = 4,5-nél). Az AI(IIl) jelenlétében felvett spektrumot Osszehasonlitva a ligandum
spektrumaval, jelentds jelkiszélesedés észlelhetd, amint az a 4.9. A(b) 4bran latszik.
A rezonanciavonalak kisebb terek fele tolodnak (A3 = 0,01 ppm).
A két metinproton 4,2-4,7 ppm-tartoményban jelenik meg (4.9. B abra).

Az AspAsp-ban talalhaté atomokra a 4.10. abran lathatd szdmozasi séma szerint
hivatkozom.

D

HZN*(EH*C*NH*(EH*COOH
T i
COOH COOH

4.10. ébra Az AspAsp-ot felépité atomok szamozasa

A pH = 4-nél felvett "H NMR-spektrumban a peptid N-terminélis végéhez kozeli
CH(1)-metincsoport jele a metilénprotonokkal torténd csatolds miatt egy dublett dublettje-
ként azonosithat6 4,28 ppm-nél (3JHH ~ 4.4 Hz és 3JHH ~ 9,4 Hz). A ligandum deprotondlo-
déasaval a rezonanciavonalak részleges elkiiloniilése figyelhetd meg, a dublettek kismérték-
ben nagyobb terek fele tolédnak. A peptid C-termindlis végéhez kozeli metincsoport,
CH(2) az amidprotonokkal t6rténd csatolas miatt multiplett jelet ad 4,54 ppm-nél. A viz
rezonanciavonaldnak telitése is hatdssal van erre a jelre, igy a jel alakja torzult. Az
Al(IIT)-ligandum rendszerekben (4.9. B(b) abra) nagyon széles rezonanciajelek figyelhetok
meg, ezért az egyes CH(1)-jelek pontosan nem azonosithatok. A rezonanciajelek jelentds
szélesedése és a kisebb terek fele torténd eltolodasa nagy valoszintiséggel utal a fémion—
ligandum ko6zott fellépd kolcsonhatasra, a CH(1)-csoportok és a kvadrupdlus AI(IID) térbeli

kozelségére. A protoncsere sebessége feltehetden az NMR-iddskala tartomanyaba esik.
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A metiléncsoportokhoz tartoz6 jelek azonositisa nehezebb volt, mert a
'H NMR-spektrum hasonld kérnyezetii metilénprotonokat tartalmaz, a jelek atfednek.
Az egyes metiléncsoportok protonjai magnesesen nem egyenértékiiek (4.9. C(a) és
4.10. abra). A H,(CH,) és Hy(CH;) protonok csatolasa a H(CH)-val tizenhat rezonancia-
jelet eredményez a 2,7-3 ppm-tartomanyban. Az N-termindlishoz kozeli metilén-
csoport jele 2,75 ppm és 2,93 ppm-nél (Tucmy naciy = 4.6 Hz, *Tncm mcny = 9.4 Hz,
ZJHa(CHz)be(CHz) = 17,6 Hz) jelenik meg. A C-terminalishoz kozeli metiléncsoport
protonjelei 2,78 ppm és 2,90 ppm-nél (3JH(CH),H3(CH2) = 4,8 Hz, 3JH(CH),Hb(CH2) = 7,8 Hz,
JHa(cHy)-Hb(cH,) = 16,3 Hz) talalhatok. Az Al(IIT)-AspAsp rendszerben képz6d6 komplexek

nagyon széles rezonanciajeleket okoznak a 'H NMR-spektrumban és igy a kotésmodra
vonatkozoan, nem hordoznak informaciot. Nem latunk kiilon jelet a kotott és szabad
ligandum kozott, ami arra utal, hogy a ligandumcsere-folyamatok semmiképpen sem
lassuak az NMR-iddskalan.

Az AspAsp ligandum pH = 4-en felvett °C NMR-spektrum metin- és metilén-
tartomdnya a 4.11. (a) abran lathat6, a hozza tartozo szerkezetet pedig a 4.10. abra

szemlélteti.

(b)

(2)

52 50 48 46 44 42 40 38 36
(ppm)

411.4bra A "C NMR-spektrum metin- és metiléntartomanya (a) ligandum
jelenlétében, (b) az Al(III)-AspAsp rendszer 1:1 fém-—ligandum arany

esetén, ca = ciig = 0,01 mol-dm’3, pH=4

A *C NMR-spektrumban négy rezonanciajel azonosithatd. A metincsoport, CH(2)-
jele 51,2 ppm-nél és a CH(1)-jele 50,3 ppm-nél jelenik meg, mig a metilén szénatomok,
CHy(1) 36,0 ppm-nél és CHx(2) 36,7 ppm-nél okoznak jelet. AIl(IIl) jelenlétében

(4.11. (b) abra) gyakorlatilag nincs kémiai eltolddas, csupan igen jelentds jelszélesedés és
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jelintenzitas-csOkkenés figyelhetd meg, amely arra utal, hogy a fémionkoordinacié ezekre
a csoportokra is hatassal van.

Az amidkarbonil- ¢és karboxilcsucsok kisebb tereknél jelennek meg. A
168,2 ppm-nél levo jel a peptid karbonilszénatomhoz, mig a 175,5 és 175,2 ppm-nél levd
jelek a karboxilcsoportokhoz rendelhetok. A 175,5 ppm-nél megjelend karboxiljel intenzi-
tasa kétszerese a 175,2 ppm-nél megjelend jel intenzitasdnak, ami arra enged kovetkez-
tetni, hogy ez a rezonanciavonal két 4tfedd karboxiljelhez tartozik. A karbonil- és karboxil-
jelek teljesen hianyoznak az Al(III)-ligandum rendszer °C NMR-spektrumabol. Feltehetd-
en a karboxilatcsoportoknak a kvadrup6lus aluminium(IIl)ionhoz val6 koordinacidja miatt
a jelek szélesedése olyan nagymértékii, hogy gyakorlatilag a csucs beolvad az alapvonalba.
Az Al(IIT)-AspAsp rendszerben képz6dd AILH és AIL komplexekben legaldbb kétfogu
karboxilatkoordinacio valosul meg, de nem zarhat6 ki a hdromfogt karboxilatkoordinécio

sem.

4.2.2.2. NMR-spektroszkopiai mérések az Al(111)—triaszparaginsav rendszerben

Az AspAsp rendszerhez hasonléan az AspAspAsp rendszerben is a
'H NMR-spektrumnak harom ppm-tartomanya kiilnitheté el: amidprotonok, metincsoport
¢s az alifds metiléncsoport protonjainak ppm-tartomanya. A termindlis aminocsoport
protonjainak jelei az oldoszerprototonokkal vald gyors csere kovetkeztében nem észlel-
het6k az 'H NMR-spektrumban. Az AspAspAsp-ban talalhaté atomokra a 4.12. abran

lathato szamozasi séma szerint hivatkozom.

9 2§ 3
HZN*FH*C*NH*?H*C* NH*?H*COOH

¢ g g

COOH COOH COOH

4.12. dbra Az AspAspAsp-ot felépitd atomok szamozasa
Az amidproton tartomanyban két dublett jelenik meg 8,84 ppm és 8,12 ppm-nél,

amelyeket a kétdimenziés 'H,'H-COSY-spektrum (4.13. &bra) alapjan rendeltiink a

megfeleld csoportokhoz.
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4.13. 4bra Az AspAspAsp ligandum "H,'H-COSY spektruma, cjie= 0,01 mol-dm >, pH = 4

A pH = 4-nél felvett 'H,'H-COSY-spektrumban 8,12 ppm-nél Clyy = 7,8 Hz)
megjelend ¢€les dublett a C-terminalishoz kozeli peptid amidcsoportnak felel meg, mig a
szélesebb dublett 8,84 ppm-nél (*Jyu = 6,8 Hz) a peptid N-terminalis végéhez kozeli, amid-
csoporthoz tartozik. Ez utdbbi intenzitdsa fele az el6z6 dublett intenzitasanak, ami a vizjel
telitésének kovetkezménye. A CH(3)-csoport protonjanak csatoldsa az NH-protonnal
hasonl6 intenzitdscsOkkenést okoz a peptidamid protonjelére is. A ligandum deprotond-
l6dasa sordn az amidprotonok jelei kissé¢ nagyobb terek fele toldodnak. A C-terminalis
NH-protonok 8,17 ppm-rél (pH = 3,5) 8,08 ppm-re (pH = 4,5) toléodnak, mig az
N-terminalis NH-protonok kismértékii nagyobb terek fele torténd eltolodast (8,87 ppm-rdl
(pH = 3,5) 8,81 ppm-re (pH = 4,5) ¢és jelentds szélesedést szenvednek a pH novelésével.
Az Al(IIT) koordinécidja a ligandumhoz az amidprotonok jeleinek jelentds szélesedését
(Ad = 0,008 ppm) és nagyobb terek fele torténd eltolddasat eredményezi.

A pH = 4-nél felvett '"H NMR-spektrum metintartomanyaban (4,2-4,7 ppm) a
ligandumnak két multiplett jele azonosithato. Egyik egy ¢éles dublett dublettje 4,29 ppm-nél
CJun = 4,7 Hz és *Tuy = 9,4 Hz), mig a masik egy rendkiviil széles és torzult multiplett
4,55 ppm-nél. A megfelel$ szerkezet (4.12. abra) és a 'H-COSY spektrum (4.13. 4bra)

alapjan a hdrom nem egyenértékii metinproton jelei egyértelmiien azonosithatok.
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A metincsoport CH(3) jele kisebb térnél talalhato, & > 4,70 ppm-nél (a vizjel alatt),
ezért az egydimenzidés 'H NMR-spektrumban a vizjelben csak egy vallként jelenik meg.
A masik két metinproton jele 4,29 ppm-nél CH(1) ¢és 4,55 ppm-nél CH(2) talalhato.
A ligandum karboxilcsoportjainak deprotonalddasaval a rezonanciavonalak kismértékii
eltolodasa kovetkezik be: Adcuy = 0,04 ppm és Adcu) = 0,17 ppm. Az Al(III) koordina-
l6dasa a ligandumhoz, itt is a jelek jelentds szélesedésében €s a nagyobb terek felé torténd
eltolédasaban nyilvanul meg.

Az alifas metilénprotonok az 'H NMR-spektrum 2,6-30 ppm-tartomanyaban adnak
jelet. A metinprotonok, valamint a peptid amidprotonjaval torténd csatolds miatt a
spektrum igen bonyolult. A multiplett jelek (2,73, 2,77, 2,84, 2,89 és 2,92 ppm) hozza-
rendelése a megfeleld metilénprotonokhoz meglehetdsen bizonytalan a rezonanciavonalak
tobbszords felhasadasa és atfedése miatt. Valdszinli azonban, hogy a 2,73 ppm ¢és
2,92 ppm-nél megjelend csucs a CHy(3)-protonokhoz rendelhetd, mig a 2,84 ppm-nél
talalhato jel a CHy(2)-protonoknak felel meg. A 2,73 ppm és a 2,77 ppm-nél talalhato
csucs a CHy(1)-protonokhoz tartozik. Az Al(II) koordinacidja a ligandumhoz ebben az
esetben is a rezonanciajelek kismértékii eltolddasaban, Ad = 0,02 ppm (nagyobb terek fele)
¢s jelentds szélesedésében jelentkezik.

A ligandum pH = 4-nél felvett *C NMR-spektruméaban az AspAspAsp szénatomjai
kiilon jelként azonosithatok. A metin szénjelek 36,7 ppm és 37,2 ppm-nél talalhatok.
AI(IIT) hatadsara a nagymértékli szélesedés kovetkeztében ezek a jelek eltlinnek.
A metilénszenek 50,9 ppm-nél szingulettként és 51,2 ppm-nél dublettként jelennek meg
meglehetdsen kis intenzitdsu csucsként, amely arra utal, hogy a metiléncsoportok a fém-
centrum kozelében helyezkednek el.

Kisebb kémiai eltolodads értékeknél talaljuk a ligandum peptidkarbonil-, és a
karboxilcsoport jeleit, amint azt a 4.14. (a) abra mutatja. 169,4 ppm és 171,6 ppm-nél éles
szingulettet ad a két karbonilcsoport, mely a fém koordinacidja soran nem tolddnak el €s
intenzitasuk is alig valtozik. Ez felteheten arra utal, hogy a peptid karbonilcsoportok nem
vesznek részt a koordinacidban. A karboxilcsoport rezonanciavonalai 175,4, 175,8, 175,9

¢és 176,0 ppm-nél talalhatok.
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4.14. dbra A "*C NMR-spektrum karbonil- és karboxil-tartomanya (a) ligandum jelenlétében
¢és (b) Al(II)-AspAspAsp rendszerben 1:1 fém—ligandum aranynal,
car= Ciig= 0,01 mol-dm >, pH = 4

Az Al(IIl)-tartalmt minta spektrumaban (4.14. (b) dbra) csak egyetlen karboxilatjel észlel-
heté 176,0 ppm-nél, amely egy nem koordinadlodd karboxilatcsoportot valdsziniisit
(feltehetdleg az N-terminalis részhez kozeli COO -csoportot). A tobbi harom karboxilat-
csoport valosziniileg koordinalodik a fémionhoz és a karboxilatjelek ezért szélesednek ki
olyan mértékben, hogy beolvadnak az alapvonalba. Ez a megfigyelés a potenciometrias
eredményekkel Osszhangban alatdmasztja az AspAspAsp ligandum haromfogu koordina-
ciojat a képz6dé AILH és AIL komplexekben, a molekuldban egyetlen nem koordinalodo
karboxilatcsoport van jelen.

Az Asp-tartalmt di- és tripeptidek vizsgalata azt mutatta, hogy a diaszparaginsav,
triaszparaginsav karboxilatcsoportjai nem elegendéek ahhoz, hogy pH = 7-nél az alu-
minium(I1I)iont komplex forméban, oldatban tartsdk. Ehhez feltehetdleg tobb donorcsoport

kedvezd elrendezddése sziikséges. Ez teljesiilhet valamilyen nagyobb oligopeptidben.
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4.3. Az AcLysSerProValValGluGly heptapeptid AI(III)-koto sajatsaganak jellemzése

Az Al(Ill)—fehérje kolcsonhatds megismerése céljabol olyan neurofilamentum
peptidfragmenst vizsgaltunk, mely az oldallancban oxigén donoratomu aminosavakat (Glu,
Ser) tartalmaz. A vizsgalt AcLysSerProValValGluGly szintetikus heptapeptid egy neuro-
filamentum-fragmens, mely a LysSerProVal ismétl6dd tetramert tartalmazza és a foszfo-

kindz enzim felismerési helye [88Le]. A peptid aminosav sorrendje a 4.15. abran lathato.

i 7 7 7 7 7 7 i
H3C*C*NH*(‘:H*C*NH*C‘:H*C*N*CH*C*NH*C‘:H*C*NH*C‘:H*C*NH*C‘:H*C*NH*CHZ*C*OH
(Csz) 4 (‘3H2 /C\H /C\H (C‘?Hz) 2
NH, OH CHz CHz CH3 CHs COOH

4.15. abra Az AcLysSerProValValGluGly heptapeptid szerkezete

4.3.1. Potenciometrias vizsgalatok

A pH-metridsan meghatarozott protonalodasi allandokat és a képzédd Al(IID)-komplexek

Osszetételét és stabilitasi allandoit a 4.3. tablazat tartalmazza.

4.3. tablazat A vizsgalt AcLysSerProValValGluGly heptapeptid protonalodasi (Ig K) és
AI(IIT) komplexképzodési (Ig B) allandoi (zardjelben az allandok utolsd szam-
jegyének becsiilt hibaértékei lathatok), I =0,2 mol-dm™ KCI, t =25 °C

AcLysSerProValValGluGly

lg K(HL) 10,33(5)
lg K(H,L) 4,55(3)
lg K(H;L) 3,393)
AILH, 17,11(8)
AILH 13,30(7)
AlL 9,36(6)
AILH 4,72(6)
AILH , —0,42(6)
Tllesztési paraméter * 0,0032
Pontok szama 128
V(em’)® 0,2-0,3

* A szamitott és mért titralasi gorbék kozotti atlagos eltérés a méréoldat cm’-ben kifejezve
> A KOH méréoldat fogyésa az egyes titralasoknal cm’-ben kifejezve
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Az N-terminalisan védett AcLysSerProValValGluGly heptapeptid harom disszociabilis
protont tartalmaz, amelyek a vizsgalt pH-tartomdnyban deprotonalédnak. A leg-
nagyobb pK = 10,33 egyértelmiien a Lys-NH;" csoportjihoz rendelheté. A terminalis
glicin karboxilcsoportjanak és a glutaminsav <y-karboxilcsoportjdnak savassidga Ossze-
mérhetd, igy a savas pH-tartomanyban ezek a funkcids csoportok atfedd folyamatokban
veszitik el protonjaikat. Osszehasonlitva a 4.3. tdblazatban szereplé makroszképikus
protonalodasi allandokat a kiilonb6z6 Glu-tartalma oligopeptidek megfeleld allandoival
[97Pe], a pK = 4,55 érték a Glu karboxilcsoportjahoz rendelhetd, mig a pK = 3,39 a
terminalis karboxilcsoportnak felel meg, bar ezek a protonvesztések atfedé folyamatokban
jatszédnak le. A Ser hidroxilcsoportja gyengén savas lévén a vizsgalt pH-tartomanyban
nem deprotonalodik.

A vizsgalt Al(III)—peptid rendszer csapadékkivalas nélkiil pH ~ 10-ig volt titral-
hatd, bar a komplexképzédés pH = 7-9 tartomanyban jelentdsen lelassult. Ebben a tarto-
manyban tiz perc sem volt elegendé az egyensuly bedllasahoz, ezért ezeket a mérési
pontokat nem hasznaltuk fel a szamolasokhoz. A legjobb illesztést a mért €s a szamolt
titralasi gorbék kozott a 4.3. tablazatban megadott részecskékkel és stabilitasi allandokkal

kaptuk.

AI(TIT) moltort

4.16. abra Részecskeeloszlasi gorbék az Al(IIT)-AcLysSerProValValGluGly rendszerben,
ciig = 0,004 mol-dm >, ¢ = 0,001 mol-dm"

A vizsgalt pH-tartomanyban a titralasi adatok alapjan 1:1 Osszetételi komplexek
képzddnek, amelyek csak protondltsagi allapotukban térnek el egymastol. A kiilonb6zo
kiindulasi koncentraciok mellett elvégzett titralasok kiértékelése alapjan a tobbmagvu

részecskék képzddése egyértelmiien kizarhatd, bar a 4.16. adbran feltiintetett részecske-
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eloszlasi gorbékbdl nem lathatd, hogy a savas pH-tartoményban az AI(III) és a peptid
kozott gyenge kolcsonhatas jon létre. 1:1 fém-—ligandum aranynél a ligandumnak csak
~30%-a, mig 1:4 fém-ligandum ardnynal a ligandumnak ~40%-a koordinalodik az
aluminium(Ill)ionhoz. A titralas kezdeti pH-jan mar jelen van az oldatban az AILH,
komplex, amely feltehetéen a ligandum karboxilatcsoportjan keresztiili koordindcioval
alakul ki. A kovetkezo 1épésben a ligandum Glu karboxilcsoportjanak deprotonalddéasaval
az AILH részecske képzddik, amelyben csatolt kelatgyliri alakul ki, a termindlis
karboxilat-, a Glu oldallanc karboxilat-, valamint a peptid karbonilcsoportja koordinalodik
a fémionhoz. A pH novelésével parhuzamos deprotonaldédasi folyamatok jatszodnak le.
Az aluminium(IIT)ionhoz koordinalt vizmolekuldk deprotonalodasaval rendre az AlL,
AILH ;. AILH ; komplexek képzddnek. A komplexképzddés semleges pH-tartomanyban

lesz szamottevd, amikor szinte kizardlag az AILH , részecske van jelen a rendszerben.

4.3.2. NMR-spektroszkopiai mérések

A komplexekben kialakulé kotésmod megallapitasara a szabad ligandum oldataban
felvett NMR-spektrumok ¢és az ekvimolaris mennyiségben aluminium(IIl)ionokat is
tartalmazd oldatban mért NMR-spektrumok 0Osszehasonlitd elemzését végeztik el.
Elséként a ligandum 'H és °C NMR-jeleit azonositottuk a kisérleti részben felsorolt
kétdimenziés NMR-technikdk segitségével.

A ligandum 'H NMR-spektruma, valamint a ligandum aluminium(IIl)ion jelenlé-
tében 1:1 fém-ligandum arany mellett felvett protonspektruma a 4.17. abran lathato6.

A metilcsoportok "H NMR-jeleinek azonositisanal abbél indultunk ki, hogy az
egyetlen szingulett jel 2,03 ppm-nél (4.17. (a) adbra) az N-terminalis acetilcsoport metil-
protonjahoz tartozik. A nagyobb téreronél, 0,93 ppm és 0,94 ppm-nél jelentkezd két részle-
gesen atfedd dublett a Val metilprotonokhoz rendelhetd.

A peptid metilénproton jelei széles 1,3—4,0 ppm-tartomanyban multiplett cstcsok-
ként tiinnek fel (4.17. (a) abra). A Lys BCH,-csoport jelei 1,72—1,81 ppm-tartomanyban, a
Ser BCH,-csoport jelei 3,84-3,90 ppm, mig a Glu BCH; jelei 1,98-2,13 ppm-tartomanyban
talalhatok meg. A kiralis szénatom szomszédsdgaban elhelyezkedd metiléncsportoknal
gyakran eldfordul a rezonanciavonalak tovabbi felhasadasa, igy nem meglepd, hogy

esetlinkben a Glu metiléncsoportjanak két hidrogénje kémiailag nem egyenértékii, ezaltal
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tovabb bonyolodik a spektrum. Hasonl6 felhasadast észleltiink, a Pro-gytlirt hidrogénjeire,

amelyek multiplettként azonosithatok: 1,92, 2,29 ppm és 3,75, 3,84 ppm-nél.

CH-csoport CH;-csoport

4.17.4bra Az AcLysSerProValValGluGly peptid 'H NMR-spektrumanak metin- és metilén-
tartomanya (a) H'-ligandum és (b) Al(IlI)-ligandum rendszereben 1:1 fém-—
ligandum aranynal, (¢) szelektiv szélesedést jeldl, cai = ciy = 0,004 mol-dm >,
pH=4

A metin protonjelek, amint a 4.17. abran latszik, 4,0-4,5 ppm-tartomanyban jelent-
keznek, kivétel csak a Ser metinjele, ami a vizjel alatt talalhatd. A metinprotonok a
metilénprotonokkal valo csatolds miatt multiplett csucsokként azonosithatok: 4,10 ppm-nél
Val(1), 4,14 ppm-nél Val(2), 4,32 ppm-nél (Lys), 4,42 ppm-nél (Glu), 4,48 ppm-nél (Pro).
Kisebb tereknél, 8,0-8,5 ppm-tartomanyban, az amidprotonok jeleit lathatjuk (4.18. (a)
abra). A Gly 8,09 ppm-nél triplett jelet ad, mig a tovabbi NH-protonok 8,11 ppm-nél
(Vall), 8,19 ppm-nél (Val2), 8,22 ppm-nél (Lys), 8,34 ppm-nél (Ser) és 8,43 ppm-nél
(Glu) a metincsoportokkal valé csatolas kovetkeztében dublettek. A "H NMR-spektrumban
az oldallanc Lys NHj-csoportjanak megfelelé protonjelet nem latjuk az olddszerproto-
nokkal torténd gyors csere miatt.

Az aluminium(IIl)ionokat ekvimolaris mennyiségben tartalmazé oldatokban a
pH = 4-nél felvett '"H NMR-spektrumok a 4.17. (b) és 4.18. (b) abrakon lathatoak. Egyes
protonjelek a szabad ligandum protonspektrumahoz képest (*) szelektiv szélesedést
szenvednek, mely egyértelmiien utal az AI(II) és a peptid kozott kialakuldé gyenge

kolcsonhatasra. Mivel a kotott és a szabad ligandum jelei nem kiiloniilnek el egymastol és
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nem ¢észlelhetd Iényeges kémiai eltolodas sem (az amidprotonok kivételével), feltételez-

hetéen a ligandumcsere-sebessége az 'H NMR-id6skala tartomanyéba esik.

Vall
Gl Ser Lys vai2 Gly
a)
Lys vall
Glu Ser val2 va
Gly
b)
""""" 85 84 83 82 81 80

4.18. abra Az AcLysSerProValValGluGly peptid '"H NMR-spektrumanak amidtartoméanya
(a) H'-ligandum és (b) Al(Ill)-ligandum rendszereben 1:1 fém-ligandum

aranynal, ca = ciig = 0,004 mol~dm_3, pH=4

AI(IIT) hatasara a Glu (B-, y) metilén- és metincsoportjanak, valamint a Gly
metiléncsoportjanak jele szélesedik ki (4.17. (b) abra). A Gly peptidamid jele a nagyobb
terek fele tolodik el, és jelentés mértékben kiszélesedik, mig a Val(1)-csoport amidjele
kisebb terek felé tolodik 1ényeges jelalak valtozas nélkiil. A tobbi amidcsoport (Val(2),
Lys, Ser, Glu) protonjelei kismértékii kisebb terek fele tolodnak el (4.18. (b) abra).

Hasonl6 eredményekre vezettek a °C NMR-mérések. A peptid °C NMR-jelé-
nek konnyebb azonositasa érdekében Gigynevezett csatolasi allandd modulalt *C NMR-
spektrumokat vettiink fel (4.19. és 4.20. abrak), amelyekben a metil-, metincsoportok
szénatomjai negativ jelként, mig a metilén-, karbonil-, karboxilcsoport jelei pozitiv jelként
jelentkeznek. A 4.19. (a) abran a 22—61 ppm kozott lathatok a ligandum alifas szénatom-
tartomanyaban fellelheté metin- és metiléncsoportok jelei, mig 160—180 ppm kozott, a
4.20. (a) 4bran a ligandum karbonil- és karboxilcsoportok jelei vannak feltiintetve.
Megjegyzendd, hogy a karbonilcsoport jelei igen sziik (A = 1,5 ppm) tartomanyban jelent-
keznek a Ser karboniljel kivételével, mely 170,2 ppm-nél jol elkiiloniilten jelennek meg.
A C-terminalis Gly és Glu karboxildtok jelei szintén jol megkiilonboztethetéen jelennek

meg kisebb tereknél, 175,2 ppm és 178,1 ppm-nél.
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4.19. abra

4.20. abra

CHa-csoport Lys(

[Gu@) ] Lystd

B)
Ser \
Pro(1) Lys(e) Pro \ Pro(2
a)
"
/ (@ CH-csoport \ /
PrO/ Ser
Val2(o) Y\Lys
b)
60 55 5 4 4 B 30 25
(ppm)

Az AcLysSerProValValGluGly peptid ?C NMR-spektrumanak metin- és metilén-
tartomanya (a) H'-ligandum és (b) Al(IlI)-ligandum rendszereben 1:1 fém-—
(Glu, Gly)
Bc NMR-jelek AI(III) jelenlétében eltlinnek, ca1= ciig = 0,004 m01~dm73, pH=4

ligandum aranynal. A bekeretezett

csoportoknak megfeleld

Lys
Ac Vall
ol X( \Valz
Ser
(COOH) cly \4 Pro Glu (o)
(COOH) «
a)
b)
178 116 1714 172 170
(ppm)

Az AcLysSerProValValGluGly peptid Bc NMR-spektrumanak karbonil-karboxil-
tartomanya (a) H'-ligandum és (b) Al(IlI)-ligandum rendszereben 1:1 fém-—
(Glu, Gly)
Bc NMR-jelek AI(III) jelenlétében eltlinnek, ca;= ciig

ligandum aranynal. A bekeretezett

csoportoknak megfeleld

=0,004 mol-dm™, pH = 4
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Az egyes jelek hozzarendelését a megfeleld csoporthoz, valamint a kémiai eltolédasok
szamszerl értékét a 4.4. tdblazatban foglaltam dssze. A 4.19. és 4.20. dbran nem lathato
Val metilcsoportok, valamint az acetil-metilcsoport rezonanciajeleinek a kémiai eltolodas

értékei is szerepelnek a 4.4. tablazatban.

4.4. tablazat Az AcLysSerProValValGluGly heptapeptid *C NMR-paraméterei,
ca1= Cjig = 0,004 mol-dm™, pH=4

Hozzarendelés & (CH) 0(CHy) O&(CH;) d(CO) d(COOH)

ppm ppm ppm ppm ppm
Gly — 42,9 - - 175,2
Glu 26,8 (B) -
59,6 30,8 () 172,9 178,1
Vall 59,6 (o) - 18,0 173.,4 -
30,1 (B) 17,9
Val2 30,2 (o0) - 18,4 -
59,8 (B) 18,5 173,2
48,2 (1) - -
Pro 60,6 24,6 (2) 174,0
29,5 (3)
Ser 53,8 60,6 170,2 -
Lys 30,7 (B) - -
53,8 26,4 (Y) 174,2
39,6 (¢)
Ac - - 21,8 174,4 -

Aluminium(IIl)ion jelenlétében (4.19. (b) és 4.20. (b) abrdk) a metilén- és metin
szénatomok rezonanciavonalai nem toldédnak el, intenzitasuk is kozel valtozatlan marad.
Kivételt csak a Val jelei képeznek, melyek intenzitdsa csokken, kiilondsen a Val(1)
metinjel intenzitasa, amely arra utal, hogy a Val(1) a fémcentrum kozelében helyezkedik
el. AI(III) jelenlétében a Ser-, Pro-, Lys- és Ac-karboniljeleknél nem tapasztaltunk
eltolédast. A Val(1) és Val(2) karboniljeleknél, hasonléan a metin- és metilénszeneknél

tapasztaltakkal szintén jelintenzitas-csokkenés figyelheté meg. Ez a jelintenzitas-csokkenés
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nem utal a Val csoportok koordinécidjara, csupan az Al(Ill)-okozta peptid konformécio-
valtozasnak tudhatd be. Mar az Asp-tartalmt peptideknél is észrevettiik, hogy az AI(II)
koordindcidja a metil- és metincsoportok szénjeleinél jelentds jelintenzitas-csokkenést
okoz, de a heptapeptidnél a jelintenzitas-csokkenés még nagyobb, igy a Glu (BCH,, YCH,
és CH)-szénatomok, valamint a Gly metilén szénatomjelét nem talaltuk a °C NMR-
spektrumban. Az alifas szénatom Glu karboniljele szintén eltlinik a spektrumbol, amint az
a 4.20. (b) abran latszik, feltehetéen a karbonilcsoport koordinaldédik az alumi-
nium(IIl)ionhoz. A kordbban vizsgdlt Asp-tartalmu peptidekhez hasonldéan, a hepta-
peptidnél sem észleltiik a Gly, valamint a Glu karboxilat szénjeleit, bar a ligandum
spektrumaban j6l lathatd csticsokat adnak 26,8, 30,8, 53,2 ppm-nél (Glu) és 42,9 ppm-nél
(Gly). Ugy tiinik, hogy ezek a rezonanciajelek a nagymértékii jelszélesedés miatt
beolvadnak az alapvonalba. Az ilyen nagyfoku szélesedés a 'H és '>C NMR-spektrumon
nagy valoszinliséggel, ezen csoportoknak a koordinacioban valo részvételét jelzi. A peptid
C-terminalis Gly karboxilatcsoportjanak és a Glu oldallanc karboxilatcsoportjanak koordi-
Glu és a Gly C-terminalis karboxilatcsoportok negativan toltott oxigénjei sztérikusan

kedvez0 helyzetben vannak, ahhoz, hogy az aluminium(IIl)ion koordinalddjon hozzajuk.

?
H{C~CNH-CH-C-NH CH~CN~GH—C~NH™CHC-NH™CH CNH GH CNH CHy C/0°
b H H (CH2), ?H/
GH)  CH 5 A T HO- L
i o CH3 CH, CH{ CH, COOH AR
AILH, O om,t

? q 9 P " 9
H3C*C*NH*91H/C‘NH‘§H‘C‘®‘C‘NH‘(EH*C*NH*(FH/C NH-CH-C"NH CH,C 0
(CHp) H H H (?Hz)z \
EHz;‘ ((E)Hz CHﬁCH3 CHﬁ CH, COO" /@3\*
’ HZO OH20H2

AILH

9 9 P ?
H3C*C*NH*§H‘C‘NH‘§JH‘C‘N‘ H‘C‘NH\(;H/C*NH*(EH*C*NHTEH’C’N\H/CHz’C’O
(CHy), CH, Q GH cH (GH22 /

NH;" OH CH; CH; CHj3 CH; CoO0—

H,0 OH OH,

3+

AlL

4.21.abra Az Al(Il)-AcLysSerProValValGluGly rendszerben képz6édé komplexek

szerkezetel
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A 4.21. dbran megadtuk az AI(IIT)-AcLysSerProValValGluGly rendszerben képzo-
dé komplexek javasolt szerkezeteit. Feltételezhetjiik, hogy a koordinaci6é az AILH,
részecskében a peptid terminalis Gly karboxilatcsoportjan keresztiil valésul meg. Az AILH
komplexben (6+6)-0s csatolt kelatgytirii alakul ki a peptid Gly és Glu karboxilat-
csoportjaival, a karbonilcsoport részvételével. Az AIL, AILH ; és AILH , komplexek
képzddése atfedé deprotonalddasi folyamatok eredményei, a nemkdotd, protonalt amino-
csoport és az aluminium(IIl)ionhoz kotott vizmolekuldk péarhuzamos deprotonalddasa
jatszodik le.

Erdekes, hogy pH = 7-nél felvett 'H NMR-spektrumok, azaz fiziologias pH-n
aluminium(IIl)ion jelenlétében és tavollétében alig kiilonboznek egymastol. Az AI(III)
kozvetlen koordinacidja nem bizonyitott az AILH , komplexekben, viszont csapadék-
kivalas sem ¢észlelhetd a mintdban, igy valoszinilisithetd, hogy az aluminium(III)ion
kozvetleniil nem koordinalédik a peptidhez. Feltételezéslink szerint a metastabilis
Al(IIT)-hidroxokomplexek, amelyek gyakran el6fordulnak az AI(IIl) vizes oldataiban a
hidratalt oligopeptiddel hidrogénhidas kiils6szférds komplexet alakitanak ki, akarcsak a
korabban targyalt SalGly Al(IIT)-komplexénél.
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4.4. Az imino-diecetsav, a nitrilo-triecetsav, valamint a teljesen ésrészben foszfonalt
szarmazékok koordinéacios sajatsagai aluminium(l11)ionnal

Bioldgiai rendszerekben valoszinii, hogy a foszfatcsoport tekinthetd a leggyakoribb
¢s legfontosabb Al(II)-kotési helynek. Az Al(IIl)-imino-diecetsav és az Al(III)—nitrilo-
triecetsav rendszerek komplexképzddésén kiviil megvizsgaltuk ezen ligandumok részben
vagy teljesen foszfonalt szarmazékainak kdlcsonhatasat aluminium(Ill)ionnal. Az organo-
foszfatok C—O-P, mig a foszfonatok C—P kotést tartalmaznak. Fémionkotd-képességeik
kozott a korabbi vizsgalatok jelentéktelen kiilonbségeket mutattak ki [96At]. A foszfonat-
szarmazékok, negativ toltésti O-donorcsoportjaik révén erds fémionkotd-képességgel
rendelkeznek, kiilondsen a hard fémionok irant nagy az affinitasuk, igy varhatéan az
aluminium(I1I)ionnal nagy stabilitdst komplexeket képeznek. A vizsgalt ligandumok szer-

kezetét és a tovabbiakban hasznalt roviditésiiket a 4.22. dbran adtam meg.

N CHy~COOH N/g?‘gggg
“CH, COOH -2
CH5COOH
IDA NTA
PO _CH, POsH,
uN- CHaPOsHy - N-cn,-coon
CH;~COOH CH; COOH
IDAP NTAP
o CHy PO3H,
~CHly POSH, N CH, POsH,
7 PO3H, CH, COOH
IDA2P NTA2P
N CH, PO3H,
CH, POsH,
NTA3P

422.abra Az IDA- és NTA-tipusu ligandumok szerkezeti képletei és roviditésiik
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Az aminofoszfonatok tobbfogu ligandumok, maximalisan kettd, illetve harom karboxilat-
vagy foszfondtcsoportot tartalmaznak a N-donorcsoport mellett. Ennek megfeleléen a
koordinaciés lehetdségek bdségesek, szamos kotési izomer képzddésére van lehetdség.
Koordinacios kémiai szempontbdl a kérdés az, hogy a képz6dd Al(1I)-komplexekben hany
karboxilat-, illetve hany foszfonatcsoport kapcsoldédik a fémionhoz €s milyen modon.
Kérdés tovabba, hogy vajon a ligandumok N-atomja minden esetben koordinalddik-e a
fémionhoz vagy sem? Ezekre a kérdésekre a valaszt els6sorban az NMR-spektroszkdpiai,

illetve a rontgendiffrakcios mérésektdl reméltiik.

4.4.1. Potenciometrias vizsgalatok

4.4.1.1. Az Al(I11)-IDA-, IDAP-, IDA2P-rendszer ek potenciometrias eredményei

Az imino-diecetsav, részben és teljesen foszfondlt szdrmazékainil a vizsgalt
pH-tartomanyban a -COOH, -PO;H, és -NHf-csoportok deprotonalddasa 1épcsdzetesen
jatszodik le.

4.5. tdbldzat Az IDA, IDAP, IDA2P ligandumok protonalédasi (IgK) és AI(III) komplexeinek
osszetétele, stabilitasi szorzatai (Ig B, zardjelben az allandok utolsd szamjegyének
becsiilt hibaértékei lathatok), valamint a komplexek pAl értékei,
1=0,20 mol-dmKCl, t = 25°C

IDA IDAP IDA2P
1g K(NH,) 9,30(4) 10,03(4) 10,85(11)
1g K(PO;™) - 5,38(3) 6,11(9)
lg K(PO;™) - - 4,88(4)
lg K(COO") 2,56(4) 2,18(5) -
lg K(COO") 1,7(7) - -
AILH 11,83(7) 15,55(4) 19,41(8)
AIL 8,18(8) 12,08(4) 14,24(9)
AILH 4,07(5) 6,18(6) 7,78(8)
AILH , —2,41(5) ~1,86(8) ~1,10(19)
AlL,H - 24,56(12) 28,42 (16)
AlL, 15,33(6) - -
Illesztési paraméter * 0,0168 0,0073 0,0159
Pontok szama 437 368 188
V(em®)® 1,4-3,3 0,6-1,2 1,0-2,3
pAl 10,55 11,05 11,77

A szamitott és mért titralasi gorbék kozotti atlagos eltérés a méréoldat cm’-ben kifejezve
® A méréoldat fogyésa az egyes titralasoknal cm’-ben kifejezve
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A pH-metridsan meghatarozott protonalddasi allandok a 4.5. tablazatban adottak és jo

egyezést mutatnak az irodalomban kozolt értékekkel [97Bu, 99Sa, 00Sa].

~
<8}
N~
—_
1

AILH,

08 haj AILH,, o,

0.4 |AILN [ AIL

AI(IID) moltort

pH

AlL

G
N

AILH_, Al(OHY,
0,8 KAl

0,4

AI(TIT) méltért

0,2 AJL,H

~
o
~

AI(IIT) moltort

4.23.abra  Részecskeloszlasi gorbék az a) Al(II)-IDA, b) AI(III)-IDAP és c) Al(III)-IDA2P
rendszerekben (a szaggatott vonal arra a pH-tartomanyra vonatkozik, ahol
csapadékképzddés miatt nincsenek mérési adatok és igy a szimulalt adatok csak

tendenciat jeleznek), cji, = 0,004 mol-dm™, ¢, = 0,002 mol-dm™
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A POs;H;-csoport elsd disszocialédo protonja nagyon savas €s ezért mar a potencio-
metrids titralas kezdetén (pH ~ 2) a ligandum —POs;H ™ deprotonalt forméban van jelen, mig
a karboxil-, és az iminocsoport protonaltak.

Az Al(Ill)-ligandum rendszerekben a kiilonb6zo fém—ligandum aranynal mért
titralasi gorbéket dontdéen egymagvu 1:1 és 1:2 dsszetétell, kiilonbozo protonaltsagi fokt
Al(IIT)-komplexek feltételezésével tudtuk legjobban kiértékelni. A képzddé komplexek
Osszetételét és stabilitasi allandoit a 4.5. tdblazat tartalmazza, illetve az 1:2 fém-ligandum
aranynal szamolt eloszlasgorbéket a 4.23. dbra szemlélteti. Mindharom rendszerre (IDA,
IDAP, IDA2P) jellemzd a protonalt komplexek képzddése. A kotésmodokra vonatkozolag
feltételezhetjiik, hogy az AI(IDA)H részecskében egyfogu karboxildtkoordinacié vagy
gyenge kétfogu (COO™, COO") kelatkomplex alakul ki. A nitrogén protonalt formaban van
jelen. Minél tobb foszfonatcsoport (deprotonalddd proton) van a molekuldban anndl kedve-
z6bb az AILH protonalt komplex képzddése (4.23. abra). Az AILH komplex az IDA, IDAP
rendszerekben csak pH = 2—4 tartoméanyban stabilis, viszont az IDA2P rendszer esetén az
AILH komplex szélesebb, pH = 2—6 tartomanyban is az uralkodo részecske.

Az IDA részben ¢és teljesen foszfonalt szarmazékainal a karboxilatcsoport mellett a
foszfonatcsoport is verseng a fémionért, igy a rendszerben kiilonb6z6 kotési izomerek
léteznek. Megvalosulhat ugy egyfogi (COO") vagy (POs>) koordinacié, mind vegyes
(COO", PO;™) kelatképzddés 8-tagh gylirii kialakuldsaval. A savas kozegben képz6dé
AILH protonalt komplexek pK = 3,65 (IDA), 3,47(IDAP) és 5,17(IDA2P) értékekkel
protont veszitenek, ¢s az AlL komplex keletkezik. Valdszinti, hogy ebben a deprotonalo-
dasi folyamatban az iminocsoport veszti el protonjat és atrendezédéssel stabilis (5+5)-tag
csatolt kelatrendszer alakul ki, melyben a ligandum hiaromfoguan koordinalédik a fém-
ionhoz. A foszfonatcsoportok szdmanak novekedésével nd a komplexek stabilitasa
(4.5. tablazat). Ez deriil ki a pH = 7,4-nél szamolt, 0,002 mol-dm > AI(III) és 0,004 mol-dm™
ligandumkoncentraciora vonatkozd pAl értékekbdl is (lasd 4.5. tabldzat utolsé sorat).
Ugyanez nyilvanul meg a képz6ddé AlL részecskék képzddési maximumanak pH-értékbeli
eltolodasaban is, nevezetesen a PO3*/CO, cserével nagyobb pH felé tolodik az AlL
komplex képzddési maximuma (4.23. dbra). A pH-t ndvelve az AIL részecske tovabbi
deprotonalédast szenved, a koordinalt vizmolekuldk protont veszitenek és AILH ;, AILH »,
ponosabban AIL(OH) ¢és AIL(OH),) tipusi vegyes hidroxokomplexek keletkeznek.
A vegyes hidroxokomplexek széles pH-tartomanyban stabilak, példaul az imino-diecetsav
esetén az AILH ; pH = 4-7 tartomanyban, mig az AILH , részecske nagyobb, pH = 6-9

tartomanyban is stabilis. A hidroxokomplexekben a kotésmod véltozatlan marad, akarcsak
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az AlL részecskében a ligandum haromfogli koordinacidja valdsul meg. Elképzelhetd
azonban egy geometriavaltas is oktaéderesbdl tetraéderesbe. Ez magyaraznéd a komplexek-
ben az AI(III) savjellegének jelentds mértékli novekedését (az AL részecskéhez tartozo
pK(AIL) = 4,11 érték a hexaakva komplex pK(Al(H,O)s) = 5,49 értékhez viszonyitva 1,38
logaritmus egységgel kisebb). Nagyobb pH-tartomanyban (pH > 7) a hidroxidionok kiszo-
ritjak a ligandumot az Al(IIT) koordindcids szférajabol €s a tetraéderes [AI(OH)4] hidroxo-
komplex képzdodik.

Ligandumfeleslegnél, kis koncentracioban képzddnek 1:2 dsszetételti komplexek is
(AIL,H és AlL,). Erdekes, hogy oldatban az 1:1 9sszetételii AIL komplex a meghatarozo
¢és az egymagvu biszkomplex AlL, képzddése nem kedvezményezett, mintegy 15%-ban
van jelen a rendszerben pH = 4-nél (4.23. 4bra), nem is semleges és mégis szilard,
kristalyos formaban ezt sikeriilt eléallitani. A pH = 4-nél kivalt K[AI(IDA),]-3H,O egy-

kristaly szerkezetét rontgendiffrakcids modszerrel hataroztuk meg [02Kis].

4.24.abra Az IDA K[AI(C4H504N),]-3H,O osszetételit  Al(III) komplexének kristaly-

szerkezete

Az AIL, komplexben a nitrogénatom az AIl(IIl) irant nagy affinitassal bird
karboxilatcsoportok szomszédsagaban a ligandum haromfogu koordinécidjat teszi lehetd-

vé, a ligandum karboxilatcsoportjai és a nitrogénatomok telitik az AI(IIl) oktaédres
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koordinacids szférajat (4.24. abra). Oldatban ugyanilyen (5+5)-0s gytriitagszdmu csatolt
kelatrendszer képzddését feltételezziik, amelyben a ligandum haromfoguként koordina-

16dik a fémionhoz.

4.4.1.2. Az AI(I11)-NTA-, NTAP-, NTA2P-, NTA3P-rendszer ek potenciometrias eredményei

A nitrilo-triecetsav, a részben és teljesen foszfonalt szarmazékaik a vizsgalt
pH-tartomanyban négy 1épésben deprotondlodnak (4.6. tablazat). A kapott protonalddasi
allandok a tablazatban adottak.

4.6.tablazat A NTA, NTAP, NTA2P és NTA3 ligandumok protonalddasi (Ig K) és Al(III)
komplexeinek stabilitasi szorzatai (Ig B, zarojelben az allandok utolsdé szam-
jegyének becsiilt hibaértékei lathatok), valamint a komplexek pAl értékei,
I1=10,20 mol-dm™ KCI, t = 25°C

NTA NTAP NTA2P NTA3P

lg K(NH,) 9,59(7) 10,54(2) 11,51(8) 12,29(12)
lg K(PO;>) - 5,49(3) 6,31(6) 7,04(8)
lg K(PO;™) - - 4,90(6) 5,71(3)
lg K(PO;™) - - - 4,47(5)
1g K(COO") 2,45(6) 2,30(3) 1,96(18) -
1g K(COO") 1,7 (2) 1,4(15) - -
1g K(COO") 1,2(21) - - —
AILH; - - - 32,13(9)
AILH, - 20,02(9) 25,25(7) 29,44(6)
AILH 13,05(9) 18,54(4) 22,44(6) 24,84(6)
AIL 11,98(4) 15,76(5) 18,11(5) 18,76(7)
AILH , 6,75(5) 9,04(6) 10,05(8) 12,19(7)
AlLH,, ~1,64(5) -0,36(6) —0,42(7) -
Illesztési paraméter * 0,0057 0,0070 0,0053 0,0010
Pontok szama 507 517 620 552
V(em®)® 0,8-2,0 0,7-1,9 0,7-1,4 1,3-2,9

pAl 12,00 13,38 14,05 14,60

* A szamitott és mért titralasi gorbék kozotti atlagos eltérés a mérGoldat cm’-ben kifejezve
® A méréoldat fogyéasa az egyes titralasoknal cm’-ben kifejezve

A POsH; -csoport Ig K értéke < 1, ezért ezen érték pH-potenciometrids modszerrel

nem hatarozhat6 meg. A karboxilcsoportok a szokasos pH = 2-3,5 tartomanyban deproto-
nalodnak, mig a pH = 4-7 tartomanyban a POs;H -csoportok vesztik el protonjukat.

A legbazikusabb donorcsoport ezen ligandumokndl a tercier aminocsoport, amely
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pK =9,59 (NTA), 10,54 (NTAP), 11,51(NTA2P) és 12,29 (NTA3P) értékkel deprotonalod-
dik (4.6. tablazat). A NTA-szarmazékoknal, akéarcsak az IDA-szarmazékoknal a bazicitas
novekszik a foszfonatcsoportok szamanak ndvelésével, hiszen nagyobb lesz a negativ
toltésstirtiség, a foszfonatcsoportok kozott elektrontaszitd hatas 1ép fel.

A nitrilo-triecetsav-, a részben ¢és teljesen foszfonalt szarmazékok négyfogu
ligandumként viselkednek. Az NTA-tipusu ligandumok a legtobb fémionnal egyaltalan
nem képeznek biszkomplexeket, csak 1:1 dsszetételli komplexeket [97Bu, 99Sa], hiszen az
elsd ligandum négyfogl koordinacidja a masodik ligandum szamara csak egy kedvezdtlen
kétfoghi koordinaciét enged meg. A pH-metridsan meghatarozott AIl(III)-komplexek
stabilitasi allandoit a 4.6. tablazat tartalmazza.

A karboxilatcsoportok foszfonatcsoportokra torténd cseréjével a masodik ligandum
koordinacidja gatolt a donorcsoportok nagyobb térigénye és a toltés novekedés kovetkezté-
ben fellépd taszitohatas miatt, ezért a NTA-szarmazékok a megfeleld IDA-szarmazékokkal
ellentétben nem képeznek biszkomplexeket (4.5. és 4.6. tdblazatok). Az Al(III)-NTA-,
valamint a NTA részben ¢és teljesen foszfonalt rendszerekben az 1:2 fém-ligandum
aranynal szamolt eloszlasgorbéket a 4.25. 4bra szemlélteti. Eszrevehetd, hogy minél tobb
foszfonatcsoport van jelen a molekuldban, annal nagyobb a protonalt komplexek képzddé-
sére vald hajlam. Mig a nitrilo-triecetsavnal az AILH részecske csak kis mennyiségben,
(< 10%) van jelen, addig a részben foszfonalt szarmazékoknal az AILH, komplex nagy
mennyiségben (70-80%) képzddik. Az NTA3P ligandumnal mér savas kozegben is,
pH < 3-nal az AI(III) jelentds koncentracioban AILH3; komplex forméban szerepel. Az
NTA-tipust ligandumok AI(IIT)-irdnti nagy affinitasdnak tulajdonithatoan a komplex-
képzddés mar savas pH-tartomanyban teljes, az aluminium(Ill)ion mar a titralds elején
kotott formaban van jelen, szinte kizardlag protonalt komplexek alakjaban. A protonalt
komplexek az AIL részecskén keresztiill AILH ;, valamint AILH , vegyes hidroxo-
komplexekké alakulnak, nagyobb pH-tartomanyban (pH > 8) a hidroxidionok kiszoritjak a
ligandumot az aluminium(III)ion koordinacids szférajabol.

A ligandumok koordinacidjat tekintve szdmos koordindcids lehetdség valosulhat
meg. A protonalt komplexekben a ligandum gy egyfogu, kétfogu, mind haromfogiként is
koordinalédhat a fémionhoz a karboxilatcsoportokon (NTA esetén), valamint a karboxilat-,
¢s foszfonatcsoportokon keresztiill a részben foszfonalt szdrmazékokban. Az NTA3P
ligandum esetén a foszfonatkarok erds elektrontaszité hatdsa miatt nem valdszinli, hogy
mind a harom foszfonatcsoport koordindléodjon a fémionhoz, feltehetdleg csak két

foszfonatcsoport koordinalddik az aluminium(Ill)ionhoz, a harmadik szabadon van.
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4.25. abra Részecskeloszlasi gorbék az  a) AI(III)-NTA, b) AI(III)-NTAP, c) Al(III)-
NTA2P és AI(III)-NTA3P rendszerekben (a szaggatott vonal arra a pH-tartomanyra
vonatkozik, ahol csapadékképzodés miatt nincsenek mérési adatok és igy a szimulalt

adatok csak tendenciat jeleznek), ¢, = 0,004 mol~drn73, car = 0,002 mol-dm™
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A gyengén savas kozegben képzddd protonalt komplexekben az aminocsoport
protonalt és nem koordinalodik a fémionhoz. A pH novelésével a protonalt komplexek
protont veszitenek, kialakul az AIL komplex. Hasonléan az IDA-szarmazékokhoz a
NTA-szarmazékainal is megfigyelhetd az AIL komplexek képzddési maximumanak
eltolodasa nagyobb pH-értékek felé a foszfonatcsoportok szamanak novelésével.

A NTA-tipust ligandumok négyfogti ligandumként szoktak viselkedni,
foszfonatszarmazékaiknal sokkal valoszinlibb viszont a haromfogi koordinéacio
kialakulasa. Ezt valoszintisiti a Salifoglou csoport altal eléallitott és jellemzett egykristaly

rontgendiffrakcids szerkezete is, amely a 4.26. abran lathat6 [04Sa].

4.26.8bra Az AI(II)-NTA3P Ki[Al(CsHsOoN),(OH),]-20H,0 &sszetételti  AI(III)

komplexének kristalyszerkezete

A pH = 8-as oldatbdl eléallitott Al(IIT)-komplex (Ks[Al(C3HsO9N)2(OH),]-20H,0)
kristalyszerkezete dimer és gy alakul ki, hogy a két OH hid mellett a harmadik
foszfonatcsoport hidligandumként kot 6ssze egy-egy AIL(OH) egységet.

A NTA-szarmazékoknal a pAl-értékek két nagysagrenddel nagyobbak, mint a
megfeleld IDA-szarmazékoknal (lasd 4.5. tdblazat utolsoé sorat). Ez feltehetéen a NTA

komplexeknél tovabbi donorcsoportok koordinaciojara utal. A NTA haromfogl
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(COO, N, COO){COO }gubad vagy négyfoga (COO, COO, COO, N) ligandumként is
koordinalodhat az aluminium(Ill)ionhoz [89Val]. Oldatban a NTA ligandum négyfogu
koordindcidja az uralkodo, viszont a foszfonatszarmazékokndl a foszfonatcsoportok
szamanak novekedésével egyre kevésbé valoszinli ez a kotési mod. Az AI(III)-NTA
rendszerben az AIL részecske deprotonalodasa pH ~ 4-en kezdddik és az AILH |, AILH ,
vegyes hidroxokomplexek képzddnek. A foszfonatszarmazékokndl a vegyes hidroxo-
komplexek képzddése nagyobb pH-n (pH > 6) kezdddik. Az NTA-tipusi ligandumok
stabil komplexeket képeznek aluminium(Ill)ionnal fiziologias koriilmények (pH = 7,4)

kozott is (4.25. abra), az [AI(OH)4] részecske csak pH > 8 felett jelenik meg.

4.4.1.3. Az Al(111)-, Cu(ll)- és VO(IV)ionok IDA, NTA, valamint a részben ésteljesen

foszfonalt szar mazékok stabilitasanak 6sszehasonlitasa

Az atmenetifémek koziil a Cu(Il)- és VO(IV)-komplexképzddési allandok megha-
tarozasa az Al(II[) méréseinkhez hasonldan 0,2 mol-dm>-os KCI ionerésség mellett
torténtek, igy eredményeinket ezen fémkomplexek stabilitdsi allanddival hasonlitottuk
ossze. Abrazoltuk a megfeleld AI(IIT), Cu(Il) és VO(IV) ML fémkomplexekre kapott
stabilitasi allandoit a foszfonatcsoportokkal helyettesitett karboxilatok szamanak fliggvé-

nyében (4.27. abra)
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4.27. dbra A 1gB(ML) értékei AI(IIT)-, Cu(Il)- és VO(IV)ionok IDA, NTA és vegyes foszfono-karboxilato-,

illetve a foszfonoszarmazékainal, n jeldli a helyettesitett foszfonatcsoportok szamat
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A kiilonbozo Al(III)-komplexek egymdashoz viszonyitott stabilitasara vonatkozolag
megallapithatjuk, hogy a COO /PO;* helyettesitéssel a komplexek stabilitasi allandoi
novekednek gy az IDA-, mint a NTA-szarmazékokndl (lasd a 4.4.1.1. fejezetben a
4.5. tablazatot és a 4.4.1.2. fejezetben szerepld 4.6. tablazatot), akarcsak a megfeleld
pAl-értékek (lasd 4.5. tdblazat utolsé sorat). A pAl értékek alapjan ugy tlinik, hogy a
foszfonatszarmazékok (IDAP, IDA2P, NTAP, NTA2P, NTA3P) hatékonyabb AI(III)-k5t6
molekulak, mint az amino-polikarboxilatok (IDA, NTA).

Az Al(IID), Cu(ll) [97Bu] és VO(IV) [99Sa] aminofoszfondt komplexeinek
IgB(ML) stabilitasi allando értékeit Osszehasonlitva (4.27. abra) kiilonbséget talalunk a
kiilonbozé fémionok koordinacids kémiai viselkedésében. Nevezetesen, az Al(Ill) az
aminopolikarboxilatokkal (IDA és NTA) a legkisebb stabilitasti komplexeket képezi, mig a
foszfonatszarmazékokkal (IDA2P és IDA3P) a legnagyobb stabilitdsi komplexeket
alkotja. Az Al(IIl)-foszfonat komplexeknek a Cu(Il)-nél, VO(IV)-nal nagyobb a stabi-
litdsa. Az aluminium(IIl)ion toltése és affinitasa is nagyobb az oxigéndonorokhoz, mint a
Cu(Il)- vagy VO(IV)ionok esetén, igy nem meglepd, hogy az aluminium(IIl)ion nagyobb
toltése nagyobb elektrosztatikus hozzajaruldst biztosit az Al(III)-komplexek stabilitdsdhoz.
A Cu(Il)- és VO(IV)ionok ML komplexeinek stabilitdsa kozott 1étezd kiilonbségeket a

kiilonboz6 kotésmodok meglétével magyaraztak [97Bul.
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4.4.2. NM R-spektroszk épiai vizsgalatok

4.4.2.1. Az Al(I11)-IDA-, IDA2P-rendszerek NMR-spektroszkdpiai mérései

A komplexképzédés kimutatasara 'H- és °'P NMR-spektroszkopiai méréseket
végeztliink. Az Al(III)-ligandum, esetenként mar a szabad ligandum protonspektruma is
igen bonyolultnak bizonyult, kiilondsen a vegyes karboxilat- ¢és foszfonatcsoportot
tartalmazé szarmazékok esetén. A protonspektrum bonyolultsdgit az asszimetrikus
komplexek képzddésével, valamint a kiilonbozd kotési izomerek létezésével lehet
magyarazni, melyek gyakran el6fordulnak az Al(Ill)-organofoszf(on)at rendszerekben
[01Ch]. Az Al(IIl)-komplexek teljes NMR-viselkedésének leirasa rendkiviil sok mérés
elvégzését, értékelését jelentené (pl.°C, *’AI-NMR, 2D-NMR), amely nem volt célja
munkanknak, igy csak a 'H- és a *'P NMR-mérések eredményeire szoritkoztunk, melyeket
a kotésmod meghatarozasara kivantunk felhasznalni.

Az imino-diecetsav 'H NMR-spektruma a metiléncsoportok protonjainak magneses
egyenértékiisége miatt egy szingulett jelbdl 4ll, mely a pH ndvelésével nagyobb terek fele
tolodik — 3,88 ppm-rdl (pH = 2), 3,66 ppm-re (pH = 5)—, amikor a ligandum HL"™ formaban
van jelen, illetve 3,60 ppm-re pH = 9-nél, amikor a ligandum részlegesen L* formaban
fordul eld. Al(III) hatasara a protonspektrumban a szabad ligandum jele (3,71 ppm) mellett
harom asszimetrikus dublett: 3,92, 3,90 és 3,28 ppm-nél (2JHH = 17,85 Hz) jelenik meg
(4.28. abra). Feltehetden, a nitrogén protonaltsaga miatt a metiléncsoportok egyes protonjai
magnesesen nem egyenértéklick. A két metiléncsoport H, protonjai kiilonbozé kémiai
eltolodasoknal jelentkeznek, mig a Hyp protonok egyetlen dublettként ugyanazon eltolo-
dasnél, 3,28 ppm-nél talalhatok. Véletlenszerli egybeesésnek tekintjiik, hogy a proton-
spektrumban két par asszimetrikus dublett helyett csak harom dublett jelenik meg. Ezt a
véletlenszeriiséget a jelek intenzitasanak aranyai is alatdmasztjak, a 3,28 ppm-nél levé jel
relativ intenzitdsa kétszerese a 3,90 ¢és 3,92 ppm-nél megjelend masik két dublett
intenzitdsanak (4.28. adbra). Ezek a dublettek a pH = 3-ndl 1étezd AILH, AIL részecskékhez
rendelheték, melyek kozott gyors protoncserét feltételezhetiink. A dublettek kismértékben
magasabb terek fele tolédnak pH = 2—4 tartomanyban.
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4.28. dbra Az AI(IIN-IDA "H NMR-spektruma, pH = 3,

Ciig = 0,05 mol-dm™, ¢ = 0,025 mol-dm™

A protonspektrum koncentraciofiiggést mutat pH = 5-nél, ahol a részecskeeloszlas
alapjan az AILH ; és AlL, van egymassal egyensulyban (4.29. abra). Feltehetdéen a
koncentracio fiiggvényében az 1:1 és 1:2 Osszetételii komplexek ardnya valtozik, ami az
egyes jelek intenzitds novekedésében, illetve mas jelek intenzitdsdnak csokkenésében

nyilvanul meg.

4,0 3.8 3,6 3,4 3,2
ppm

4.29. bra Az AI(IIN-IDA 'H NMR-spektruma, pH = 5-nél és 1:2 fém-ligandum
aranynal, (a) cji; = 0,02 mol-dm%, (b) ciig = 0,05 mol-dm%, (°) jeloli az 1:1

és (#) jeloli az 1:2 6sszetételtt komplexeket

A pH = 5-nél felvett protonspektrum 0,004 mol-dm™ ligandumkoncentracional azt
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mutatja, hogy a rendszerben az 1:1 Osszetételii részecskék AIL és AILH ; a meghata-
rozoak, az AlL, biszkomplex csak nagyon kis mennyiségben (< 10%-ban) fordul el
(4.23.(a) 4bra), mig 0,05 mol-dm™ ligandumkoncentracional a biszkomplex képzédése
valik uralkodova (> 50%).

A protonspektrum 8-as pH-ju oldatban Ujra egyszerlisodik (4.30. abra). A két
metiléncsoport magnesesen nem egyenértékli protonjai négy dublettként jelennek meg:
3,86 ppm, 3,16 ppm (“Jun= 17,85 Hz) és 3,85 ppm, 3,14 ppm (“Jun= 17,40 Hz) értékeknél.
A dublettek az AILH , komplexhez rendelhetdk, melyben a ligandum a két karboxilat- és
az aminocsoporton keresztiil koordinalodik a fémionhoz, az Al(IIl)-koriili koordinacios

szférat tovabbi két hidroxidion teliti.

L L
\Hb AN Hb'
Hb Hb
Ha Ha T
T
3,8 3,6 3,4 3,2 3,0
ppm
4.30. dbra Az AI(IIN-IDA "H NMR-spektruma, pH = 8,

ciig = 0,05 mol-dm™, ¢ = 0,025 mol-dm™

Az IDA2P ligandum '"H NMR-spektrumaban a protonjelek a *'P atommal val6
csatolas miatt dublettként (J = 4,52 Hz) jelentkeznek, utalva a metiléncsoportok protonja-
inak maégneses ¢és kémiai egyenértékiiségére. A pH = 3,5-9,0 tartomdnyban e dublettek
kismértékli kémiai eltolodéasa észlelhetd (3,12-3,35 ppm) a foszfonatcsoport deprotonalo-
dasanak megfelelden. Az AI(IIT) hatisara a 'H NMR-spektrum meglehetésen bonyolult,
rendkiviil széles jelek jelennek meg. A két ugyanolyan intenzitasu szingulett 2,29 ¢és 2,79
ppm-nél jelenik meg, melyek az 1:1 Osszetételi komplexekben a metiléncsoportok
magnesesen nem egyenértékii protonjaihoz rendelheték. Valdszinii, hogy a kis intenzitast

3,42 és 3,69 ppm-nél jelentkezd jelek az AlL,H biszkomplexhez tartoznak. A koordinalt
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vizmolekuldkat pH > 9-nél a hidroxidion helyettesiti, a komplex jele mellett megjelenik a

szabad ligandum jele is.

4.4.2.2. Az Al(I1-NTA-, NTA3P-rendszer ek NMR-spektroszkdpiai mérésel

A nitrilo-triecetsav metiléncsoportjainak protonjai kémiailag ¢s magnesesen egyen-
értékiick, igy a '"H NMR-spektrumban egyetlen szingulett jelenik meg, mely a pH
novelésével a ligandum 1épcsdzetes deprotondlodasa kovetkeztében nagyobb terek fele
tolodik el. pH > 9 felett jelentds jelkiszélesedés figyelhetd meg, a nitrilo-triecetsav NH'-
csoportja részlegesen deprotonalddik €s igy nem tud hidrogénkdtéseket vagy egyéb ionos
kolesonhatasokat kialakitani.

Az imino-diecetsav Al(IIT) komplexeivel ellentétben érdekes, hogy az AI(III)-NTA
'H NMR-spektruméban a nitrilo-triecetsav mindharom metiléncsoportja kémiailag és mag-
nesesen egyenértéki, a teljes, pH = 2-9 tartomanyban, egy komplexben kotott szimmet-
rikus szingulett jelenik meg. Az AI(III-NTA komplexek '"H NMR-adatai a 4.7. tablazat-
ban talalhatok.

tablazat 4.7. Az AI(III)-NTA rendszerben képzédé Al(I11)-komplexek
'"H NMR-paraméterei kiilonbz6 pH-értékeken

pH d (ppm) Hozzarendelés

2,0 4,0389 szabad ligandum
3,7923 AlL

3,5 3,8168 szabad ligandum
3,7923 AlL

5,0 3,8055 szabad ligandum
3,7810 AIL+AIL(OH)

7,0 38111 szabad ligandum
3,7075 AIL(OH)

8,0 3,7979 szabad ligandum
3,6887 AIL(OH)+AIL(OH),

9,0 3,7075 szabad ligandum
3,6454 AIL(OH),

A metiléncsoportok protonjainak magneses €és kémiai egyenértékiisége az AIL

komplexben egy meglehetdsen szimmetrikus szerkezetet valdszintisitenek, melyben a
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harom karboxilat- és az aminocsoport koordinalja a fémiont. Oldatban a metilénprotonok
teljes egyenértékiisége csak tigy magyarazhatod, ha a koordinalt metilén karboxilatkarok
kozott gyors intramolekuldris mozgasokat feltételeziink. A koordinalt vizmolekulak
tovabbi deprotonalodasa, hidroxidionra térténd cseréje pH > 5-nél kezdddik, a rezonancia-
jelek kismértékben nagyobb terek fele tolodnak, az AILH ; és AILH , komplexek
keletkeznek. Ezek a részecskék gyors protoncsere-folyamatokban vesznek részt.

A részben foszfonalt szarmazékok 'H NMR-spektruma meglehetésen bonyolult,
ugy a ligandum, mint az Al(IIl)-ligandum rendszerekben. Az egyes metilénprotonok
kiilonboz6 kémiai kornyezetben vannak és magnesesen nem egyenértékiiek, asszimetrikus
Al(II)-komplexek keletkeznek. Az NTA3P ligandum *'P NMR-spektrumaban az egyetlen

csucs a ligandum magnesesen egyenértékll foszfonatcsoportjainak felel meg (4.31. abra).

pH=8

pH=7 JL

pH=5 A

pH=3
12 10 8 6 4
ppm
4.31.4bra Az NTA3P ligandum*'P NMR-spektruma kiilonbézé pH-értékeken

A pH novelésével a rezonanciajel nagyobb terek felé tolodik és keskenyedik, ami
annak tulajdonithat6, hogy a foszfonatcsoportok 1épcsdézetesen deprotondlodnak, valamint
gyors belsd atrendezddési folyamatok jatszodnak le a kialakulé hidrogénhidas szerkezetek
kozott (a kiilonbozd protonaltsagi allapotu foszfonatcsoportok €s a protonalt iminocsoport
kozott hidrogénkotés alakul ki). Az AI(III)-NTA3P rendszer 'H NMR-spektrumaban a
szabad ligandumnak megfeleld dublett jel 3,70 ppm-nél lathatd, mely a pH novelésével
AI(III) jelenlétében nagyobb terek fele tolodik (3,46 ppm-re). pH = 5-6,6 tartomédnyban az
'H NMR-spektrum rendkiviil bonyolult (4.32. 4bra), az AIL részecskének szamos izomerje
van, amelyek kiilon csticsokat adnak. Az AlL izomereket a széles sdvok és a nagymértékii

atfedések miatt nem tudtuk azonositani, de feltehetéen a ligandumnak héaromfogti és
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részleges négyfogl koordinacioja alakul ki. A foszfonatcsoportok nagy toltése és térigénye
miatt nem valdszinii, hogy a ligandumnak mind a harom foszfonatcsoportja koordinalodni
tudjon az aluminium(Ill)ionhoz, erre utal a 4.26. &bran bemutatott AIL kristaly

rontgendiffrakcios szerkezete is.

szabad ligandum AILH -1

pH=8 M
!

pH=5 JU& —a A
4,0 38 3.6 34 32 30 28 26
ppm

4.32. dbra Az AI(III-NTA3P 'H NMR-spektrum kiilonbozé pH-értékeken,
ciig = 0,05 mol-dm™, ¢, = 0,025 mol-dm™

Meglepd, hogy pH > 8 felett a protonspektrum egyszeriisodik, a metiléncsoportok
protonjai a foszforral csatolnak, és éles dublettet adnak 2,92 ppm-nél. Ez a dublett az
AILH_ részecskéhez rendelhetd. A szimmetrikus szerkezet csak ugy képzelhetd el, ha 6tos
koordinaciét feltételeziink, trigondlis bipiramisos geometridval. Egy meglehetdsen szokat-
lan szerkezet alakul ki, ekvatorialis sikban harom foszfonatcsoport, axidlisan egy nitrogén-
atom koordindlodik. A koordinécios szféra hidroxidionnal telitett. Az irodalomban csak
szilard formaban talaltunk erre vonatkoz6 adatokat, nevezetesen az AICl3(PMes),-re
[69Be] ¢és az AICl3(morpholine),-re [84Mii]. Oldatban ilyen szerkezetet még nem mutattak
ki, igy sokkal valoszinlibb, hogy oldatban a pH emelésével nem szimmetrikus
Al(IIT)-komplex alakul ki és az NMR-skalan csak egy atlagolt jelet latunk a molekulan
beliili kotésatrendezddés, a belsd intramolekuldris mozgasok felgyorsulasa miatt. Ebben az
esetben az AILH ; komplex fluxiondlis molekula (olyan molekula, amelyhez nem lehet
egyetlen rogzitett szerkezetet rendelni, ugyanis a gyors belsd dinamikus kotésatrendezédési

folyamatok jatszoédnak le az egyes izomerek kozott).
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5. Osszefoglalas

Munkank sordn megvizsgaltuk a szalicilglicin, diaszparaginsav, triaszparaginsav,
AcLysSerProValValGluGly, IDA, IDAP, IDA2P, NTA, NTAP, NTA2P ¢s NTA3P
ligandumok kolcsonhatdsat aluminium(Ill)ionnal. Meghataroztuk a képz6dé Al(II)-
komplexek Osszetételét és javaslatot tettiink oldatbeli szerkezetiikre. Vizsgalatainkhoz
potenciometrids, multinuklearis NMR-spektroszkopiai moddszereket alkalmaztunk. A
szalicilglicin ligandum esetén spektrofotometrids méréseket, valamint dinamikus
fényszoras-méréseket is végeztiink.

A dolgozatban ismertetett ) tudomanyos eredmények a kovetkezd pontokban

foglalhatok dssze:

1. A szalicilglicin Al(I1])-k6to sajatsaganak jellemzése

A szalicilglicin gyenge AIl(III)-k6té molekulanak bizonyult. Az Al(III) egymagvu
1:1 osszetételli, kiilonbozd protondltsagi allapoti komplexeket (AILH, AIL, AILH.,,
AILH.,) képez pH = 2-7 tartomanyban. Ugy tiinik, hogy a Ni(Il)- és Zn(II)ionokhoz
hasonléan [94Go, 96Ba] az AI(IIl) nem képes a vizsgalhatd pH-tartomanyban a
szalicilglicin amidprotonjanak deprotonalddasat kivaltani.

Spektrofotometrids modszerrel kimutattuk, hogy az AILH és AIL komplexekben a
fenolos hidroxilcsoport protonalt, mig pH = 4-6 tartomanyban képzddé AILH_; komplex-
ben a fenolos hidroxilcsoport deprotonalodik és a ligandum (COO~, CO, O )(OH") harom-
fogu koordinéciodt alakit ki, egy hidroxidionnal a koordinacios szférdban. Nagyobb pH-n
(pH > 5,5) a ligandum fenolatcsoportja ujra protonalédik. Az AILH , = Al(OH)s;-HL
Osszetételli komplex képzdédik, amelyben a kozvetlen karboxilatkoordinacié mellett a
fenolos hidroxil feltételezhetéen az Al(OH)s-hoz kotott hidroxidionokkal csak hidrogén-
kotésben vesz részt.

Dinamikus fényszoras-mérésekkel igazoltuk, hogy a pH nagymértékben befo-
lyasolja az AI(III)-SalGly rendszerben lejatsz6do aggregacids folyamatokat, amely az
Al(OH); kivalasdhoz vezet. A ligandum jelenléte késlelteti az AI(OH); csapadék levalasat

¢s az Al(OH);-HL komplex képzdédése révén gatolja az Al(OH)s nanorészecskék

crer
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2. Az Al(1ll) kélcsonhatasa aszparaginsav-tartalmu peptidekkel

Potenciometrias, valamint 'H és '°C NMR-mérések alapjan megéllapitottuk, hogy a
AspAsp és a AspAspAsp ligandumok vizes kozegben hasonléan viselkednek, egymagvu
1:1 osszetételti komplexeket képeznek kiilonbdzd protonaltsagi allapotban (AILH,, AILH,
AIL, AILH,). A karboxilatcsoportok szamanak novekedésével né a képzodd Al(II)-
komplexek stabilitasa, igy az AspAspAsp Al(IIl) komplexei stabilabbak, mint a AspAsp
ligandum megfeleld AI(III) komplexei. A pH novelésével a fém-ligandum aranytol
fiiggéen pH = 5—-6 tartomanyban csapadék valik ki. E korai csapadékkivalas azt bizonyitja,
hogy az Asp karboxilatcsoportjai ilyen kis peptidekben nem képesek elég erésen megkotni
a fémiont pH = 7,4-nél, igy nem tudjdk megakadalyozni az Al(OH); kivalasat. Ehhez
feltehetden tobb, kedvezdbb elrendezddésben levd oldallanc donoratomokra van sziikség.

Az NMR-mérések azt igazoltak, hogy a fémcentrumtol tavol levd N-terminalis
karboxilatcsoport (1asd AspAspAsp ligandumot), valamint a karbonilcsoportok nem vesz-
nek részt a koordinacioban.

Megallapitottuk, hogy a AspAsp és AspAspAsp ligandumok koordindcidja az
aluminium(Ill)ionhoz abban kiilonbdzik, hogy a AspAsp ligandumnal kétfogu koordi-
nacié a meghatarozo, mig az AspAspAsp ligandumnal részleges haromfogu koordinaci6 is

megvaldsulhat.

3. Az AcLysSerProValValGluGly heptapeptid Al(I1l)-koto sajatsaganak jellemzése

Az AI(IIT) és AcLysSerProValValGluGly peptid kozott savas kdzegben gyenge
kolcsonhatas mutathatd ki, a komplexképzddés semleges pH-tartomanyban lesz meg-
hatdroz6, amikor az AILH , az uralkoddé komplex. A rendszerben csak egymagva 1:1
Osszetételli komplexek képzddnek (AILH,, AILH, AIL, AILH.;, AILH.,).

Az NMR-mérések igazoltdk, hogy gyengén savas kozegben a heptapeptid
C-terminalis Gly, az oldallanc Glu karboxilatcsoport, valamint a peptid karbonilcsoportja
kotik az aluminium(III)iont.

Kozel fiziologias koriilmények kozott a heptapeptid oldatban tartja az alumi-
nium(IIl)iont. Hasonldéan, mint a szalicilglicin esetén az Al(OH); nanorészecskékhez
kiilsészférasan kapcsolddd peptidmolekuldk akadalyozzék meg az Al(OH); makroszko-
pikus kivalasat.

Mindezek alapjan 0Ugy gondoljuk, hogy méréseink megerdsitik a korabbi

eredményeket, melyek szerint a peptidek aluminium(Ill)ionnal valé intra- és inter-

73



molekularis kdlcsonhatasanak szerepe lehet az Alzheimer-kort kisérd plakkok és fonadé-

kok képzddésének, ha nem is kivaltdsdban, de fokozasaban mindenféleképpen.

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

szarmazékaik koordinacios sajatsagai aluminium(Ill)ionnal

Azt talaltuk, hogy a részben és teljesen foszfonalt szdrmazékok az IDA- és NTA-
hoz hasonloan hatékony AI(IIl)-k6td molekuldk, a fémion hidrolizisét és az Al(OH);
csapadék kivalasat pH > 8-ig képesek megakaddlyozni. Kimutattuk, hogy nagy stabilitasu,
dontden 1:1 oOsszetételi komplexek képzddnek aluminium(Ill)ionnal, tébb donor-
csoportjukkal koordinadlédnak a fémionhoz, csatolt kelatokat alakitva ki. A vegyes
karboxilat-foszfonat rendszerekre jellemz6 a kotési izomerek képzddése. Az Al(IIT)-NTA,
valamint az NTA részben és teljesen foszfonalt szarmazékok AIl(III)-komplexeinél azt
talaltuk, hogy 1:2 Osszetételi komplexek nem képzddnek, feltehetéen a foszfonat-
ligandumok nagy térigénye ¢€s a ligandumkarok kozott fellépd taszitod hatas kovetkeztében.

A pAl értékek alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a foszfonatszarmazékok erésebb
AI(TIT)-koto képességliek, mint a megfeleld karboxilatszarmazékok. A karboxilatcsoportok
foszfonatcsoportokra torténd kicserélése noveli a pAl értékeket, azaz csokkenti a szabad
AI(IIT) koncentraciot.

Az NMR-mérések alapjan kidertiilt, hogy az IDA, NTA és foszfonatszarmazékaik
oldatbeli szerkezeteinek belsé dinamikéja kiilonb6z6. NTA esetén gyors intramolekularis
mozgasok léteznek, szimmetrikus szerkezetli komplexek alakulnak ki, mig az IDA esetén
képz6dé komplexek nem szimmetrikusak, a vizsgalt magok sem kémiailag, sem
magnesesen nem egyenértékiieck. Az NTA3P ligandum AILH_ ; komplexe ugyanakkor a
metilén foszfonatkarok gyors belsd mozgasa kovetkeztében fluxionalis molekula.

Figyelemre méltd, hogy az oldatbeli részecskeeloszlas ellenére, szildrd fazisban
egymagvi 1:1 komplexeket nem sikeriilt eldéllitani IDA-val, csupan 1:2 Osszetétell

komplexet. Ennek szerkezetét meg is hataroztuk.
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6. Summary

Aluminium is the most abundant metal in the earth's crust. Despite its
abundance, its human toxicity remained disputed until the mid-1970s. The
bioavailability of aluminium was rather limited under normal conditions due to the
occurrence in the nature only in bound forms with other elements, mostly in insoluble
forms. The problem arised when as a consequence of acid rain the pH of natural and
soil water decreased and hence, the mobility of the Al(I11) ion (the concentration of
soluble Al(I11) compounds) increased. Other major sources of aluminium exposure,
like nutrition, pharmaceutical products, antiperspirants etc. also contribute to the
increased level of aluminium. These soluble inorganic and organic Al(l11) complexes
can easly enter living organisms, which have not thus far developed effective
protection mechanisms against the toxicity of this metal ion. A series of clinical and
epidemiological studies have demonstrated the relationship between auminium
toxicity and the occurrence of some human disorders such as osteomalacia in the
bones, microcytic anemia in the red blood cells or neurodegenerative diseases in the
brain (dialysis encephalopathy or dialysis dementia, Alzheimer’ s disease).

The neurotoxic effect of Al(IIl) on living organisms is beyond any doubt and
aluminium has been shown to interfere with a variety of cellular metabolic processes.
The possible damaging effects of Al(I11) on tissues may originate in its ability to
replace Mg(Il) and Ca(ll) in their biologically important complexes [91Ma, 94Ma,
99Ex]. An important issue in understanding the toxicity of aluminium is the solubility
and speciation of Al(l11) compounds, which are strongly pH dependent, whereas the
solubility of organically complexed Al(I11) is correlated with the concentration and
type of dissolved organic ligands. In humans, neither the metabolism of Al(I11) nor
the mechanism of its toxicity is elucidated yet. In order to get more information about
its toxic effects in humans, it is very important to know the speciation of Al(l11) in the
main biofluids and tissues. In the light of this consideration, the aim of our work was
to characterise the interaction of Al(I11) with biologically important molecules like
peptides, peptide like ligand as salicylglycine and the aminoacid type ligands like
iminodiacetate (IDA), nitrilotriacetate (NTA) and their phosphonic derivatives such as
N-(phosphonomethyl) glycine (IDAP), imino-bis(methylene-phosphonic acid)
(IDA2P) as wel as N-(phosphonomethyl) iminodiacetic acid (NTAP),
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N,N bis(phosphono-methyl)glycine (NTA2P) and nitrilo-tris(methylene-phosphonic
acid) (NTA3P).

The following results were obtained:

1. The SalGly, a dipeptide analogue proved to be weak Al(I11) binder. Various
mononuclear 1:1 complexes in different protonation states AILH, AIL, AlLH_; and
AlLH_, are formed in the pH range 2—7. Similarly to Ni(Il) and Zn(Il) complexes, no
indication of deprotonation and coordination of the peptide amide group was observed
in the case of Al(lIl).

As the phenolic-OH group has a characteristic band at 298 nm, which is
shifted to 326 nm upon deprotonation, the protonation state of the phenolic-OH group
could be monitored by UV-vis spectrometry. In the complexes AILH and AIL the
phenolic-OH group of SalGly remains protonated. Deprotonation of the phenolic-OH
group starts in the pH range 4-6, where the AILH_; complex is formed. In this
complex SalGly is possible bound to Al(I11) in atridentate way (COO~, CO, O") and
an OH™ is also present in the coordination sphere of the metal ion. Interestingly,
increasing the pH the ligand reprotonates in species AILH_, formed at pH > 5.5.
Besides the direct coordination through the COO™ donor the phenolic-OH is assumed
to be in hydrogen bonding with the metastable hydrolytic product of Al(111). Dynamic
light scattering measurement demonstrated that the direct or outer-sphere coordination
of the ligand to Al(lll) has a great influence on the aggregation behaviour of the
Al(OH)3 nanoparticles. Namely, SalGly through the formation of the proposed outer-
sphere type complex AILH_; or more precisely Al(OH)s-HL hinders aggregation. The
adsorption or outer-sphere binding of the ligand on the surface of AI(OH);
nanoparticles was pH dependent; the extent of adsorption of SalGly increased with

increasing pH.

2. The ligands AspAsp and AspAspAsp behave similarly in agqueous sol utions,
as they form mononuclear 1:1 complexes in different protonation states. The greater
number of carboxylic groups are in the system, the more stable the complexes that are
formed. Accordingly, the Al(l11) complexes of AspAspAsp are more stable, than the
AspAsp corresponding Al(111) complexes.
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The coordination of the AspAsp and AspAspAsp ligands to Al(I11) differs
mainly in the binding mode, namely the AspAsp ligands prefers a bidentate
coordination, while for the AspAspAsp ligand formation of a partia tridentate
coordination is more probable. Upon increase of the pH, depending on the metal ion
to ligand ratio, precipitation occurs at pH ~ 5 to 6. This indicates that the low level of
preorganization of the terminal and side-chain COO™ groups in small peptides, such as
AspAsp and AspAspAsp is not sufficient to keep the Al(I11) ion in solution and to
prevent the precipitation of Al(OH); at physiological pH. To achieve this, a more
specific arrangement of the side-chain donorsis necessary.

3. The interaction between Al(111) and the AcLysSerProVaVaGluGly hepta-
peptide is fairly weak in the acidic pH range. Complex formation becomes
predominant only in the neutral pH range when the species AILH_; is formed. The
Al(I11)—peptide system could be described with presumption of species 1:1 ligand to
metal ratio. NMR measurements confirmed coordination of the peptide to Al(II1)
through the terminal carboxylate group of Gly and the side chain carboxylic function
of Glu, with participation of the central peptide carbonyl group in the weakly acidic
pH range.

The Al(l11)-AcLysSerProVaVaGluGly heptapeptide can keep the Al(l11) ion
in solution and can prevent the precipitation of AI(OH); at physiological pH,
presumably by outer-sphere coordination. Similarly as in the case of SalGly, peptide
molecules bound to AI(OH); nanoparticles will prevent macroscopic occurrence of
Al(OH); precipitate. Our studies support that Al(lIl), as inter-chain links between
oligopeptides may play even more important role in the aggregation of neuropeptides
than can play the intramolecular Al(lIl) binding and in this way Al(Ill1) may be
involved in Alzheimer’s disease.

4. The phosphonic derivatives of IDA and NTA are very effective binders of
Al(111), they can prevent hydrolysis of the metal ion and precipitation of the Al(OH);
even in equimolar solutions up to pH > 8. Mainly 1:1 ligand to metal ratio complexes
are formed with Al(lll). Characteristic is the existence of binding isomers with
tridentate and tetradentate coordination in the mixed carboxylate-phosphonate
systems.

77



Substitution of CO,~ by POs* increases the pAl values, which suggest a
weaker metal binding capacity of the carboxylic derivatives than the phosphonic ones.

Usually no symmetrical arrangement of the donor atoms can ordinarily be
expected with any of these ligands. However, the rate of the intramolecular
rearrangement motions within the complex molecules seems to be different for the
IDA and the NTA derivatives. According to the 'H NMR spectra of Al(I11) complexes
with IDA, complex formation results in the inequivaence of the two protons in each
CH, group resulting in formation of complexes with low symmetry and the paralel
formation of various binding isomers. At the same time, the CH, groups of NTA and
its derivatives are chemically and magnetically equivalent, resulting in high symmetry
complexes. The complex AILH_; formed in case of NTA3P ligand is fluxional,
through the fast intramol ecular motions of the methyelenephosphonate arms.

Interestingly the bis complexes are hardly formed due to the large spatial
requirement of the ligands and the electrostatic repulsion between the 1:1 complex

and the charged second ligand moiety.
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