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1. Bevezetés és célkitiizések

Az aluminium a harmadik leggyakoribb elem az oxigén és a szilicium utin. Nagy
negativ redukcids potencidljinak kdszonheten az aluminium a természetben kizirélag
vegyiiletek formdjdban fordul elé. Mintegy 714 asvanyban taldlhaté meg, elsésorban oxidok,
oxi-hidroxidok és szilikitok forméjaban. Foldkéregbeli nagy gyakorisiga ellenére a Fold
vizkészlete nagyon kis mennyiségii aluminiumot tartalmaz. Ezen latszélagos kettdsségnek az
az oka, hogy a talajt alkoté aluminiumésvanyok vizoldhatdsaga semleges pH-tartoményban
igen kicsi, valamint, hogy az elsédleges asvéinyaibdl Al(III)ion formajiban felszabaduld
aluminium hidroxidcsapadék forméjaban szinte azonnal kivélik.

Az aluminium nem létfontossigt fémion. Az €l6 szervezetekre gyakorolt kiros hatdsat
mir tobb izben bizonyitottdk. Asvényainak oldhatatlansiga kovetkeztében normal
korillmények kozott csak igen korlatozott mennyiségben jut be az él6 szervezetekbe. Az
emberi tevékenység eredményezte savas esbk azonban a talaj, valamint a tavak és folyok
vizeinek elsavanyoddsit eredményezik, amelynek kovetkeztében jelentésen megnd az
aluminium mobilitdsa, igy a fémion egyre gyakrabban jelenik meg szamottevd
koncentraciéban a felszini vizekben, valamint a talajvizben. A természetes vizekben oldhaté
szervetlen vagy szerves komplexek formdjaban eldforduld AI(III) bejuthat az éi6
szervezetekbe, amelyek nem rendelkeznek hatékony védekezd rendszerrel ezen fémionnal
szemben.

Az aluminium fitotoxicitisa méir a 20. szdzad elején ismert volt. A talajban levd
szabad Al(Ill)ionok kompetitiv reakciéban gétoljak a ndvények kalciumfelvételét, ami a
gybkerek elcsokevényesedéséhez és a novény pusztulisdhoz vezethet. A savas esok
hatésainak vizsgélata soran dsszefliggést dllapitottak meg a természetes vizek megndvekedett
Al(Illtartalma és a haldllomdny pusztulisa kozott. A vizek 4-8 pmol/l-nél nagyobb
Al(Il)koncentraciéja a halakra nézve toxikus hatdstu. Az Al(IIl) szerepet jétszik a halak
ozmotikus egyensulyinak megbontisiban és olyan légzési problémak kialakuldsiban,
amelyeket a kopoltyiban talilhaté nyilka koaguldldsa okoz. Klinikai és epidemiolégiai
vizsgalatok sora bizonyitja az dsszefliggést az aluminiumnak az emberi szervezetben valé
felhalmozddasa és egyes betegségek kialakulésa kozott. Az aluminium toxikus hatdsét elészor
a hosszan tarté hemodializissel kezelt vesebetegeken észlelték, akiknél a kezelés soran a
dializis demencidnak nevezett neuroldgiai betegség tiinetei jelentkeztek. A betegeken végzett
vizsgdlatok magas Al(IIT)szintet mutattak ki a vérplazméban és a szdvetekben, killsndsképpen

az agyban. Megiéllapitottak, hogy ezekben az esetekben a fo aluminiumforras a dializishez



hasznélt csapviz, valamint az ordlisan adagolt aluminiumtartalmi foszfitmegkoto-szerek
voltak. A dializis demencia tdrsult betegségei a D-vitamin rezisztens csontligyulds, amelynek
jellemz6i, hogy AI(III) halmozddik fel a csontokban; és a nem vashidnyos vérszegénység,
amelynek feltételezett oka, hogy a vrosvérsejtekbe jutott Al(LII) gatolja a hem szintézisét. Az
Al(11)-ot kapcsolatba hozzék korunk egyik legelterjedtebb, elsésorban az idésebb korosztalyt
érintd betegségével, az Alzheimer-kérral is.

A nagy szidmban végzett kutatisok ellenére nem teljesen ismert a szervezetbe
felszivadott AI(III) metabolizmusa és toxikus hatisainak mechanizmusa. Ennek megértéséhez
és tisztdzdsahoz elengedhetetlenill fontos a fémion részecskeeloszldsénak ismerete a
fontosabb biolégiai nedvekben és sz8vetekben. Szdmos, a fémion széllitdsdra is alkalmas
ligandum van a szervezetben, de azt, hogy fiziolégias kdrlilmények kdzitt melyik lesz a
kitiintetett molekula, a képz8dd komplexek stabilitdsa, valamint a kinetikai tényezék
hatérozzik meg.

Az elmondottak fényében megvizsgaltuk az AI(ITI) kilcstnhatdsit olyan bioldgiai
jelentéségli kismolekuldkkal, mint az aminosavak, a foszforildlt aminosavak, a citrit és a
szervetlen foszfit. Az aminosavak és a foszforildit aminosavak — mint a peptidek és
proteinek alkotérészei — az AI(IlI) szAméra fontos célmolekuldk lehetnek az emberi
szervezetben. Ezen kismolekuldk Al(III)k6to képességének mennyiségi jellemzése segitséget
nyujthat az Al(III)-fehérje rendszerek vizsgdlatdban. A citrdt és a szervetlen foszfit
potencidlis Al(I[)sz4llité molekuldk: a vérplazma legfontosabb kis molekulatomegii
Al(IINkotd biomolekuldiként tartjak szimon. Annak elddntésére, hogy kettdjik kozil melyik
lehet a f3bb Al(III)szallité kismolekula, megvizsgaltuk az Al(IIT)—citrat térzs- és az AI(III)-
citrat—szervetlen foszfat vegyes ligandumi rendszereket. Munkénk célja az volt, hogy:

1. meghatirozzuk az AI(Ill) és az emlitett ligandumok vizes oldataiban a
részecskeeloszldst €s a képz6do komplexek stabilitdsi 4llandéit;

2. multinuklearis NMR-spektroszkopia ('H, “c, *P & ?’Al) alkalmaziséval
kdzvetlenill is alitimasszuk az egyensilyi adatok alapjin szimolt részecskeeloszldst;

3. amennyiben lehetséges, meghatirozzuk a képz8d6 komplexek kotésmédjat, a
stabilitasi adatok, valamint NMR-spektroszkopia segitségével;

4, azokban a rendszerekben, ahol lassi oligomeriziciés folyamatok jitszédnak le
(Al(ID)—citrdt, Al(IIT)—citrat-L-foszfoszerin és Al(IIl)-citrat—szervetlen foszfit rendszerek),
potenciometria és NMR-spektroszkdpia segitségével kimutassuk a részecskeeloszlds idébeli
viltozasat.



A bioldgiai rendszerek modellezése sorén, a részecskeeloszlas id6fliggése azért Ichet
fontos, mert az €16 szervezetekben altalaban nincs id6 a termodinamikai egyensuly besllasara,
illetve a lassi oligomerizicios folyamatok lejatszoddsdra. A részecskeeloszlds idofiiggése
tehdt megmutathatja, hogy fizioldgids kdriilmények kozott melyek lehetnek a jelentdsebb
mennyiségben és kedvezményezetten képzodd komplexek, ezek pedig nem feltétleniil

egyeznek meg a termodinamikai egyensiilyban szamolt részecskeeloszléssal.

2. Alkalmazott vizsgilati médszerek

Munkénk sordn a pH-potenciometria és az NMR-spektroszképia mébdszerét
alkalmaztuk.

A potenciometrids mérésekhez kombinalt tivegelektrddot és szimitégép altal vezérelt
automatabiirettdt hasznaltunk. Méréseinket 25 °C hdmérsékleten, dllandd ionerdsség mellett
(0,2 mol dm™ KClI) végeztitk. A pH-metrids mérérendszer kalibraldséra erds sav—erds bazis
titralast végeztik, ennek segitségével meghatiroztuk a mérési kdrillményeinkre jellemzd
vizionszorzatot (13,756 +0,005) és az Irving-féle kalibricids tényezdt, amely a mért pH-értékek
H'-ion koncentrdciévé alakitisira szolgdl. Az Al(III)-ligandum rendszerekben a képzbdo
komplexek stabilitasi szorzatait a PSEQUAD szédmitdgépes programmal szdmoltuk ki.

Az Al(llI)}-citrat, Al(III)-citrat-L-foszfoszerin és Al(lll)—citrdt-szervetlen foszfat
rendszerekben a lassi oligomerizciés folyamatok miatt az egyensilyi titrélisi gbrbéket kiilon
mintdk készitésével vettilk fel, 1:1 fém-ligandum arinynal és ligandumfeleslegnél egyarant.
Titralasi gérbénként 30-35 kiilonbszd pH-ji mintat készitettiink. Az egyensily beallaséra 30 6rat
vértunk, ezutdn megmértitk az oldatok pH-jét. A rendszerben végbemend iddbeli valtozasok
jellemzése céljabol az id6 fuggvényében kovettiik a killonbozd kezdeti pH-ju minték pH-
janak véltozasat. A pH-id6 adatsorokbdl O-ra extrapolidlva megkaptuk a ,,0 idSpillanatra”
jellemzo titralasi gorbéket, amelyekbdl kovetkeztetni tudtunk arra, hogy milyen lehet a
részecskeeloszlas a reaktdnsok Gsszekeverésének pillanataban.

Az 'H, PC, 3'P és 2’Al NMR-spektroszképids méréseket Bruker 200, 360 és 500 MHz-
es készillékeken végeztik. A spektrumokat a WINNMR-program segitségével értékeltiik ki.
A C ¢ P NMR-spektrumok felvételénél a heteronuklearis HC, illetve HP csatolds
megsziintetése céljabol kompozit impulzus lecsatoldst alkalmaztunk. Sziikség esetén a jelek
azonositdsara két dimenziés korrelicids technikdkat is hasznaltunk (COSY, HSQC).



Az idofuggést ugy végeztiik, hogy — a mintdk &sszetevdinek Gsszekeverésétdl

szdmitva — meghatdrozott id6pillanatokban felvettitk az NMR-spektrumokat. Egyensulyi

allapotnak azt tekintettitk, amikor két egymast kévetd spektrum azonos volt.

3. Uj tudomanyos eredmények

Vizsgalataink legfontosabb uj eredményei a kovetkezok:

1.

Az egyszerli a-aminosavak a virakozisnak megfeleléen gyenge AI(III)kdtoknek
bizonyultak. A gyenge kélcsonhatédst potenciometria és NMR-spektroszkdpia segitségével
sikerlilt egyértelmilen kimutatnunk. Az Al(lII}-aminosav rendszerek jol leirhatok az AIA
és AIAH.; egymagvii 1:1, valamint (a glicin és a szerin esetében) az AL,AH., kétmagvi
komplexek feltételezésével. Az egymagvi 1:1 komplexekben egyfoghi karboxilat
koordinaci6 valésul meg. Ottagi keldtgytiri kialakuldsa az aminocsoport részvételével az
Al(I'I)-nak az N-donorokhoz val6 kis affinitisa miatt kevéssé valészinii. Kelatképz6désre
még a szerin esetében sem — ahol elvileg van lehetéség (COO™, O7) vagy (COO", NH,,
O)-tipusi  koordiniciéra — utalnak a stabilitisi adatok. A kétmagwi ALAH.
komplexben legvalésziniibben karboxilét- és dihidroxohidas koordindcié valdsul meg.

Az  Al(lll)-hdromfogi aminosav (aszparaginsav, glutaminsav) rendszerekben
potenciometria segitségével dontden egymagvii 1:1 komplexeket mutattunk ki. Ezek az
aminosavak sokkal jobb Al(III)ko6tdk, mint kétfogi tarsaik. A komplexek szerkezetét
tekintve, modellvegyilletekkel  (borostyinkdsav,  N-acetil-aszparaginsav) vald
osszehasonlitds alapjan igazoltuk, hogy az aszparaginsav esetén az aminocsoport
deprotonalddésaval és a fémionhoz valé kotbdésével haromfogi (COO~, NH;, COOY)
koordinicié valésul meg. Ezt a kétésmédot a komplexek Al NMR-jeleinek kémiai
eltolédas értékei is aldtdmasztjak. A haromfogl koordindcié a glutaminsavkomplexek
esetén sem zirhato ki, bar a képzddd (5+7)-tagi csatolt keldt kétségteleniil kisebb
stabilitdssal bir, mint az aszparaginsav (5+6)-tagi kelatkomplexei. Eredményeink
egyértelmilen mutatjak, hogy a negativ t6itésii karboxilatcsoportok mellett, kedvezd
térbeli elhelyezkedés esetén, az aminocsoport — nemcsak az aminosavak, de valésziniileg

a peptidek és fehérjék esetében is — részt vehet az AI(III) megkotésében. Hasonléan



kedvez0 térbeli helyzete ellenére, a merkaptoborostyiankdsav tiocsoportja megnévekedett
Al(ITNkoto képességére nem utaltak a stabilitdsi adatok.

. Az Al(lll)}-foszforildlt aminosav rendszerekben a potenciometris titralisi gorbéket
egymagvia 1:1 komplexek feltételezésével tudtuk legjobban kiértékelni. Az L-
foszfotirozin Al(Il)komplexet stabilitasi 4lland6inak értéke dontden foszfitkoordinaciéra
utal. A jelgazdag *'P NMR-spektrumok az 1:1. komplexek t8bb kotési izomerének
jelenlétét mutatjak. A foszfat koordindlédhat egyfogiként, kétfoguként négytagii kelétot
képezve vagy kialakithat hattagi kelétkomplexet az egyik foszfatoxigén és a fémionhoz
kapcsolédé egyik vizmolekula vagy OH™-ion kozott kialakuld hidrogénkotés révén. Az L-
foszfoszerin  komplexeinél (5+6)-tagii csatolt kelatot tartalmazé izomert s
valészindsitettink — a foszfit-, a karboxildt- és a deprotonélt aminocsoport egyideji
koordindcidjdval. Ez ismét egy j6 példa arra, hogy a hard jellegii Al(Ill)iont nem kedvel
aminocsoport is lehet kétési hely, kedvezd sztérikus elrendez6dés esetén.

. Az Al(llI)-citrat rendszerben a lassi oligomerizacids folyamatok kovetkeztében a
hagyoményos titréldsi technika nem volt alkalmas a képz6d6 komplexek Gsszetételének és
stabilitdsi 4llandéinak pontos meghatirozdsira, ezért a potenciometrias titralasi gorbéket
killon mintdk készitésével vettik fel (2. fejezet). Az irodalomban koz6lt koribbi
eredményeket alapul véve, a pH ~ 8-ig rendelkezésiinkre 4116 potenciometrids adatok
kiértékelése sorin a kivetkezd részecskéket talaltuk: AIAH, AlA, AIAH.;, AIAH.,, AlA,,
AlA;H,,, AlAH., és AlLA3H.,. A részecskeeloszlds idobeni valtozisit kdvetve
kimutattuk, hogy kezdetben az egymagwvii komplexek képzddnek gyors egyensilyi
folyamatban, amelyek aztin lassi folyamatban hérommagvi Al A3H_; részecskévé
alakulnak. Az egyensilyban a hirommagvi komplex még ligandumfelesleg esetén is
jelentds mennyiségben van jelen. )

. Az egymagvu 1:1 és 1:2 komplexeket, valamint a hdrommagvii A;A;H_s részecskét 'H,
BC és Al NMR-mérésekkel is azonositottuk, illetve meghatéroztuk az egymagvi
komplexek oldatbeli szerkezetét. Az 1:1 komplexekben haromfogi koordindcid valdsul
meg a citrdt egyik terminalis karboxildt-, centralis karboxilat- és hidroxilcsoportjinak
részvételével. Megillapitottuk, hogy a komplexek fluxiondlisak, amit a jelszegény NMR-
spektrumok is alitdmasztanak. Az AIA és AIAH_; komplexek esetén egy mésik kotési
izomer jelenlétére is utalnak az NMR-spektrumok, amelyben feltehetden (6+6)-0s
keldtkomplex jon létre, a két termindlis karboxilat- és a deprotonilt hidroxilcsoport

koordinalodasaval.



6. Az 1:2 komplexek vizes oldatban megdrzik a szilaird fizisban meghatarozott
szerkezetitket: a két citritmolekula egymdsra nézve szimmetrikusan, termindlis és
centrilis karboxilat-, valamint deprotonalt hidroxilcsoportjaval kétddik az Al(III)-hoz. Az
1:2 komplexek is fluxiondlisak, ami az NMR-spektrumok egyszeriiségét és a jelek
kiszélesedését okozza. A szilard 1:2 komplexek vizben valé oldasa révén 'H és 13C NMR-
mérésekkel bizonyitottuk, hogy ezek lassi oligomerizdci6val alakulnak hirommagvi
AlAjH.4 részecskévé. Az egyensilyi spektrumban a megmaradt 1:2 komplex, a
hirommagvii részecske és a szabad citrdt jeleit latjuk. Az oligomerizécié sordn
kimutattunk egy koztiterméket és meghatéroztuk jellemz6 'H és '3C NMR-paramétereit.
Jelgazdag NMR-spektruma alapjdn a koztiterméket egy aszimmetrikus szerkezetii dimer
komplexnek valészinisitettik. Mind az 1:1, mind az 1:2 komplexek esetén gyors a
protoncsere a kiilénbbzé deprotondltsigli részecskék kozott. A szabad citrit és az
egymagvia komplexek kdzott 25 °C-on lassii ligandumcsere folyamatok jétszédnak le.

7. A vegyes ligandumii rendszerek potenciometrids vizsgdlata sordn is az Al(III)citrat
rendszerben hasznélt technikdt alkalmaztuk. Az Al(III)—citrdt(A)-L-foszfoszerin(B)
rendszerben a térzskomplexek mellett az AIABH; és AIABH, valamint friss oldatokban az
AlAB vegyes ligandumii komplexek képzO6dését mutattuk ki, potenciometria és NMR-
spektroszképia alkalmazasaval. Egyensilyi dllapotban ez utdbbi részecske elhanyagolhatd
mennyiségben van jelen, mivel semleges és gyengén bézikus pH-tartoményban képzddo
Al3A3H_4 részecske kiszoritja a foszfoszerint komplexeibdl.

8. Az Al(IID—citrit(A)-szervetlen monofoszfit(B) rendszerben a tirzskomplexek mellett az
AlABH;, AIABH, AIAB-t és AIABH., vegyes ligandumii komplexeket talaltuk
potenciometridsan. A vegyes ligandumt részecskék képzdését 3'p NMR-mérésekkel is
alatamasztottuk. Elsdként azonositottuk — kozvetlen, >'P NMR-médszerrel — fiziolégids
pH-n az Al(Ill)-foszfit torzskomplexeket. Potenciometria és NMR-spektroszképia
alkalmazisival mindkét vegyes ligandumi rendszerben kimutattuk a hirommagvu
részecske lassi idobeni képzodését.

9. A vérszérum legjelentdsebb AIl(IIDkoté kismolekuldjanak kérdésében (a citrat vagy a
foszfat-e a jelentdsebb), az Al(lll)-citrit—foszfit rendszer stabilitdsi adatainak
felhasznlasaval szamolt részecskeeloszlds, azt mutatja, hogy fizioldgids pH-n és
vérszérumbeli koncentraciéviszonyok mellett a nem transzferrinhez kététt Al(III) dontd
része AIAH_; citraitokomplex formajaban van jelen, de az AIBH_ foszfitokomplex és a
vegyes ligandumti komplexek képzédése sem elhanyagolhaté. Ilyen kériilmények kozott

az oligomerizaci6s folyamatok teljesen visszaszorulnak.
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