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4-[3,5-Bis(2-hydroxyphenyl)-1,2,4-triazol-1-yl]-
benzoesäure: ein neuartiger, effizienter und
selektiver Eisen(iii)-Komplexbildner**
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Hans Peter Schnebli

In der Humanmedizin kennt man mehrere Krankheits-
bilder, die auf einem fehlerhaften Eisenstoffwechsel beru-
hen.[1] Eisenmangel ist weitverbreitet, kann jedoch leicht
therapiert werden. Die seltenere Eisenüberladung hat hin-
gegen sehr viel gravierendere Auswirkungen. Da im mensch-

Wirtszellen ist möglicherweise die Ursache für die auûer-
ordentlich selektive Cytotoxizität von QHS. Mit der Vorstel-
lung des ersten Modells für die irreversible Denaturierung/
Inaktivierung des Redoxzentrums in diesen Spezies, ± die
beispielsweise bei Markierungsexperimenten mit radioakti-
ven Isotopen wegen ihrer geringen Konzentration möglicher-
weise übersehen werden, ± wird die vorliegende Arbeit
wahrscheinlich Anlaû für weitere Untersuchungen dieses
bisher weitgehend unbeachteten Gebietes der Nicht-Häm-
Proteine geben. Darüber hinaus könnten die hierbei erhalte-
nen Ergebnisse unser Verständnis der Parasiten-abtötenden
Wirkung von QHS völlig verändern.
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lichen Körper keine aktiven Wege zur Eisenausscheidung
vorhanden sind, führt die übermäûige Aufnahme von Eisen zu
Ablagerungen von festem FeOOH und dadurch zu Organ-
schäden mit Todesfolgen. Eine häufige Ursache für Eisen-
überladung sind ständige Bluttransfusionen, die zur Therapie
von Blutkrankheiten wie der b-Thalassämie erforderlich sind
(weltweit über 500 000 Betroffene).[2] Durch die Gabe eines
geeigneten Komplexbildners kann das überschüssige FeIII

gebunden und in eine ausscheidbare Form überführt werden.
Heute wird dazu vorwiegend der Siderophor Desferrioxamin-
B (Desferal) eingesetzt. Da diese Verbindung jedoch nicht
oral applizierbar ist und eine kurze biologische Halbwertszeit
aufweist, wurde in den letzten Jahren intensiv nach neuen
Eisenchelatbildnern gesucht.[3] Neben einer geringen Toxizi-
tät, geeigneter Biodistribution und Pharmakokinetik sind die
metallbindenden Eigenschaften einer solchen Verbindung
von zentraler Bedeutung. Dabei ist sowohl eine hohe Stabili-
tät des FeIII-Komplexes als auch eine hohe Selektivität
gegenüber anderen Biometallen erforderlich.

Im folgenden berichten wir über die Metallkomplexbildung
eines substituierten 3,5-Bis(ortho-hydroxyphenyl)-1,2,4-tria-
zols in Lösung. Bereits Ryabukhin entdeckte, daû die
Verbindungen dieser Klasse mit zweiwertigen Übergangs-
metallionen Komplexe in Form unlöslicher Polymere zu
bilden vermögen.[4] Unsere Studien haben nun ergeben, daû
die entsprechende Benzoesäure H3L[5] ideale Eigenschaften
aufweist, um zur Therapie der Eisenüberladung eingesetzt
werden zu können. Aufgrund der guten oralen Bioverfügbar-

keit, der Verträglichkeit im
Tierversuch und der effizienten
Eisenausscheidung ist dieser
Ligand ein möglicher Nachfol-
ger für Desferal.[6]

Freies H3L reagiert in Lösung
als schwache, dreiprotonige
Säure. Im Neutralbereich liegt
dabei das Carboxylat-Ion H2Lÿ

vor. Die Stickstoffatome im
fünfgliedrigen Heterocyclus sind kaum basisch und oberhalb
pH 2 nicht protonierbar. Mit FeIII bildet der Ligand einen
intensiv dunkelvioletten 1:1- und einen tiefroten 1:2-Kom-
plex.[7] Die periphere Carboxylatgruppe ist bei der Metall-
komplexbildung nicht beteiligt, und [FeL] kann einmal,
[FeL2]3ÿ sogar zweimal protoniert werden. In Übereinstim-
mung mit der höheren negativen Ladung erwies sich [FeL2]3ÿ

als die etwas stärkere Base. L3ÿ fungiert somit als drei-
zähniger, meridional koordinierender Ligand,[8] wobei die
Koordination über die beiden Phenolatgruppen und über
eines der Stickstoffatome im Heterocyclus erfolgt. Das FeIII-
Zentrum ist dadurch in [FeL2]3ÿ trans-N2O4-koordiniert. Mit
AlIII ist die Komplexbildung so langsam, daû im 1H-NMR-
Spektrum für den freien Liganden, den 1:1- und den 1:2-
Komplex jeweils getrennte Signale beobachtet werden.[9] Für
die einzelnen Protonierungsgleichgewichte findet man hin-
gegen gemittelte Signale mit pD-abhängiger Verschiebung.
Gemäû diesen NMR-spektroskopischen Untersuchungen
liegt unterhalb von pD 2 ausschlieûlich freies H3L vor. Im
Bereich 2< pD< 4 entsteht [Al(HL)]� , das anschlieûend zu
[AlL] deprotoniert wird. Ab pD 5.5 setzt dann die Bildung der
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1:2-Komplexe ein, wobei der 1:1-Komplex vollständig ver-
schwindet. Bei den 1:2-Komplexen beobachtet man nur zehn
Signale für die aromatischen Protonen. Offensichtlich sind die
beiden Liganden in Übereinstimmung mit dem für [ML2]3ÿ

gezeigten Strukturvorschlag symmetrieäquivalent (C2). In
stark alkalischer Lösung zerfällt der Komplex unter Freiset-
zung von [Al(OH)4]ÿ , und in 5 mol dmÿ3 NaOD beobachtet
man ausschlieûlich die Signale von freiem, deprotoniertem
L3ÿ.

Die verschiedenen Protonierungs- und Komplexbildungs-
gleichgewichte konnten durch umfangreiche potentiometri-
sche und spektrophotometrische Messungen quantitativ auf-
geklärt werden. Um eine ausreichende Löslichkeit über den
gesamten pH-Bereich zu gewährleisten, arbeitete man ge-
nerell in einem H2O/DMSO-Gemisch mit einem Molenbruch
von 0.20 DMSO.[10] In diesem Medium betragen die pKs-
Werte von H3L 4.62(2), 10.13(1) und 12.09(1).[11] Wird
Fe(NO3)3 und H3L in Konzentrationen von 5� 10ÿ4 und
10ÿ3 mol dmÿ3 gemischt, so erhält man eine saure Lösung, in
der [Fe(HL)]� bereits zu über 95 % vorliegt. In einer solchen
Lösung können die Bildungskonstanten für die Folgeproduk-
te [FeL], [Fe(HL)2]ÿ , [FeL(HL)]2ÿ und [FeL2]3ÿ durch
potentiometrische Titrationen bestimmt werden.[11±13] Die
Stabilität von [Fe(HL)]� ist jedoch zu hoch, um pH-metrisch
erfaût werden zu können. Diese Bestimmung gelang mit einer
Reihe spektrophotometrischer Messungen.[14] Die Kinetik der
Komplexbildung wurde ebenfalls spektrophotometrisch un-
tersucht.[15] Man fand im sauren Bereich für die Bildung von
[Fe(HL)]� das Geschwindigkeitsgesetz d[Fe(HL)�]/dt�
k [Fe3�] [H3L], wobei k stark vom pH-Wert abhängt: Bei
pH 3.5 beträgt dieser Wert 7� 102 sÿ1 molÿ1 dm3, bei pH 2
sinkt er auf 30 sÿ1 molÿ1 dm3. Dieses Ergebnis ist in guter
Übereinstimmung mit der Vorstellung, daû der Ligand unter
Deprotonierung koordiniert. Die Bildung von [Al(HL)]�

erfolgt etwa 200mal langsamer (k� 3.2 sÿ1 molÿ1 dm3 bei
pH 3.5).[16] Die Stabilität sämtlicher AlIII-Komplexe konnte
potentiometrisch bestimmt werden.[11] Entsprechende Mes-
sungen wurden auch für MgII, CaII, CuII und ZnII durch-
geführt. Bei CuII und ZnII erschwerte die Bildung fester
Phasen diese Bestimmungen,[17] bei MgII und CaII traten
solche Ausfällungen hingegen nicht auf.
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Die Ergebnisse der Stabilitätsbestimmungen sind in Ta-
belle 1 zusammengestellt. Die herausragend hohe Affinität
von L3ÿ für FeIII wird durch den Wert von 38.6 für lg b(FeL2)
belegt. Besonders bemerkenswert ist jedoch auch die hohe
Stabilität von [AlL2]3ÿ. Dem ausgeprägt oxophilen AlIII wird
generell nur eine geringe Affinität für Stickstoffdonoren

zugeschrieben. Die unerwartet hohe Stabilität des AlIII-
Komplexes könnte auf sterischen Faktoren beruhen. Die
starre Anordnung der Donoratome mit idealer Vororientie-
rung, zusammen mit dem Umstand, daû ausschlieûlich sechs-
gliedrige Chelatringe gebildet werden, begünstigt offensicht-
lich die Komplexbildung mit dem kleinen AlIII-Kation in
besonderem Maûe.[18] Demgegenüber ist die Affinität für CuII

und ZnII vergleichsweise gering, obwohl für diese Metall-
zentren eine Bevorzugung von Stickstoffdonoren wohlbe-
kannt ist.[19] Auch bei MgII und CaII wird nur eine geringe
Affinität für diesen Liganden beobachtet. Insbesondere ist
hier die Anlagerung eines zweiten Ligandmoleküls in ver-
dünnter Lösung kaum mehr signifikant. Die Daten zeigen
somit, daû H3L sowohl hinsichtlich Stabilität als auch hin-
sichtlich Selektivität der Metallkomplexbildung ideale Be-
dingungen für den Einsatz zur Therapie der Eisenüberladung
aufweist. Die vielversprechenden Ergebnisse der In-vivo-
Studien[6] werden dadurch klar bestätigt: In Gegenwart
weiterer biorelevanter Metalle ist 4-[3,5-Bis(2-hydroxyphe-
nyl)-1,2,4-triazol-1-yl]benzoesäure ein hoch selektiver Kom-
plexbildner für FeIII. Wegen der hohen Affinität für AlIII

könnte die Verbindung jedoch auch für die selektive Seque-
strierung von Aluminium von Interesse sein.
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(Titration einer 2� 10ÿ3 mol dmÿ3 HNO3-Lösung mit KOH) ergab für
Kw� [OHÿ] [H3O�] den Wert lg Kw�ÿ15.56. Die Meûapparatur
wurde bereits beschrieben (K. Hegetschweiler, T. Kradolfer, V.
Gramlich, R. D. Hancock, Chem. Eur. J. 1995, 1, 74 ± 88). Zur
Auswertung wurden die Computerprogramme SUPERQUAD (P.
Gans, A. Sabatini, A. Vacca, J. Chem. Soc. Dalton Trans. 1985, 1195)
und BEST (R. J. Motekaitis, A. E. Martell, Can. J. Chem. 1982, 60,
2403) verwendet. Die Komplexbildung fand generell bei einem so
tiefen pH-Wert statt, daû die Hydrolyse der Aquaionen vernachlässigt
werden konnte.

[12] Spektrophotometrische Methoden sind für die Auswertung dieser
Folgereaktionen weniger geeignet, da sich die Spektren der unter-
schiedlich protonierten Komplexe nur geringfügig unterscheiden.
Eine Auswertung mit dem Programm SPECFIT[14] im Bereich 3.4<
pH< 6.4 ergab folgende Brutto-Bildungskonstanten: lg b� 23.5(2)
([FeL]), 38.2(2) ([FeL2]3ÿ), 44.2(2) ([FeL(HL)]2ÿ). Die Bildung von
[Fe(HL)2]ÿ , das gemäû potentiometrischer Messungen im Bereich um
pH 5 zu etwa 10% vorliegt (Abbildung 1), konnte mit dieser Methode
nicht verifiziert werden.

[13] Ein Teilchen der Zusammensetzung Fe : L : H� 1 : 1 : 0 kann auch als
zweikernige Spezies [(HL)Fe-(m-OH)2-Fe(HL)] oder [(HL)Fe-(m-O)-
Fe(HL)] aufgefaût werden (D. M. Kurtz, Jr., Chem. Rev. 1990, 90,
585 ± 606). Die Auswertung der Titrationskurve mit diesem Modell
führte jedoch zu einer deutlich schlechteren Übereinstimmung (spH�
[Sw(pHgef.ÿ pHber.)2/Sw]1/2� 0.0067 für [(HL)2Fe2(OH)2], spH�
0.0023 für [FeL]).

[14] Die Bestimmung erfolgte an Lösungen mit 0.01< [H�]<
0.1 mol dmÿ3, [Fe]t� [L]t� 1.6� 10ÿ4 mol dmÿ3 und m� 0.1 (KNO3)
unter Verwendung eines Dioden-Array-Spektrophotometers TIDAS-
UVNIR/100-1 von J&M mit einer HELLMA-Tauchsonde und durch

Tabelle 1. Brutto-Bildungskonstanten[a] lgbxy
[b] der Komplexe [MLxHy]

(L� 4-[3,5-Bis(2-hydroxyphenyl)-1,2,4-triazol-1-yl]benzoesäure) in H2O/
DMSO.[c]

MgII CaII CuII ZnII AlIII FeIII

[ML] 7.6 5.5 18.8 13.3 19.8 23.3
[M(HL)] 24.1 27.5
[ML2] 23.9 17.5 34.0 38.6
[ML(HL)] 39.4 44.4
[M(HL)2] 44.7 48.7

[a] bxy� [MLxHy] [M]ÿ1 [L]ÿx [H]ÿy. [b] Die geschätzten Standardabwei-
chungen sind 0.1 oder kleiner. [c] Molenbruch von DMSO: 0.20. Bei der
Verfeinerung der Bildungskonstanten wurden die pKs-Werte von H3L
(4.62, 10.13, 12.09) sowie die Gesamtkonzentrationen der Reaktanten
festgehalten.
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Kryo-TEM-Schnappschüsse von auf kleinen
Zeolithkristallen adsorbiertem Ferritin**
Daniel Klint, Gunnel Karlsson und Jan-Olov Bovin*

Die Entwicklung von Kryo-Methoden für die Transmis-
sionselektronenmikroskopie (TEM) hat die Zahl untersuch-
barer biologischer Systeme anwachsen lassen.[1] Die Kryo-
TEM hat sich zu einem Standardwerkzeug für die Unter-
suchung von Wasser/Detergens-Systemen[2] und der Keim-

bildung von Kristallen anorganischer Verbindungen in Wasser
entwickelt.[3, 4] Wir stellen im folgenden erstmals Aufnahmen
vor, die die Wechselwirkungen von gelösten Proteinen mit
Kristallen von Zeolith Y deutlich machen. Es lieû sich zeigen,
daû eine ausgeprägte Adsorption von Ferritin auf ultrastabi-
lem ZeolithY die Proteinaggregation beeinfluût. Die Adsorp-
tion von Ferritinmolekülen auf Kristallen von Low- und High-
silica-ZeolithY führt zu unterschiedlichen Anordnungen der
Proteinmoleküle. Auch lieû sich zeigen, daû Strukturinfor-
mationen wie Elementarzellenparameter der anorganischen
Materialien in eingefrorener Lösung bestimmt werden kön-
nen.

In den letzten Jahren hat sich die Verwendung von
Zeolithen (kristallinen Alumosilicaten) als Alternative oder
Ergänzung für die herkömmlichen zur Reinigung von Pro-
teinen entwickelten biochemischen Methoden etabliert.[5, 6]

Frühere Untersuchungen der Adsorption von Proteinen auf
ultrastabilem ZeolithY (USY) hatten ergeben, daû die Pro-
teinadsorption vom pH-Wert und von der Ionenstärke ab-
hängt.[5] Es wird angenommen, daû der Vorgang vorwiegend
über Proteinaggregate vermittelt abläuft, die mit der Zeolith-
oberfläche wechselwirken.

Ferritin ist ein in Tieren und Pflanzen vorkommendes,
kugelförmiges Eisenspeicherprotein, dessen Durchmesser
etwa 12 nm beträgt. Der Eisenkern kann aus bis zu 4500
Eisenionen bestehen, was bei der mikroskopischen Unter-
suchung zu guten Kontrasten führt. In TEM-Aufnahmen sind
Ferritinmoleküle als schwarze Punkte zu sehen; der Durch-
messer des Eisenkerns beträgt etwa 5 nm. Der durch den
Eisenkern bedingte hohe Kontrast erschwert es, die Pro-
teinschale zu erkennen. Apoferritin (Ferritin ohne den
Eisenkern) ist ein Doughnut-förmiges Molekül mit einem
Durchmesser von 12 nm. Im allgemeinen ist die Löslichkeit
eines Proteins in der Nähe des isoelektrischen Punktes (IEP)
am geringsten (der IEP ist der pH-Wert, bei dem die Summe
aller Ladungen des Proteins null ist). Bei Ferritin liegt der IEP
bei pH� 4.5, und in Lösungen mit pH-Werten um den IEP
liegen demnach Proteinaggregate vor. Die Adsorbensmatrix
ist USY, das aus der Stammverbindung NaY durch eine
Desaluminierung nach der Synthese erhalten wurde.[7] Beide
Zeolithe weisen die Faujasit(FAU)-Struktur auf, unterschei-
den sich aber im Si/Al-Verhältnis und in der Oberflächen-
textur. Das Si/Al-Verhältnis beträgt bei NaY 2.6 und bei USY
230, was auf den groûen Unterschied der Gerüstladungsdich-
ten und demzufolge auch der Oberflächenladungsdichten
hinweist. Die Texturen unterscheiden sich durch die bei USY
vorhandenen Mesoporen, die bei der Desaluminierung ent-
stehen,[8] was zu weniger definierten Kristallformen bei USY
führt.

Ferritin konnte aus Acetatlösung (20 mmol Lÿ1) bei pH�
3.6 (geringe Ionenstärke) und ebenso aus NaCl-haltiger
(150 mmol Lÿ1; groûe Ionenstärke) 20 mmol Lÿ1 Acetatlösung
bei pH� 5.2 teilweise ausgefällt werden. Aus Glycinlösungen
(20 mmol Lÿ1) bei pH� 3.0 mit oder ohne NaCl
(150 mmol Lÿ1) gelang dies ebensowenig wie aus Acetatlö-
sung (20 mmol Lÿ1) bei pH� 5.2. In Lösungen mit geringer
Ionenstärke lagen bei pH� 3.0 viele verschiedene Protein-
aggregate mittlerer Gröûe vor, die aus weniger als 15 ± 20
Ferritinmolekülen bestanden. Kryo-TEM-Aufnahmen derar-

Auswertung mit Kleinste-Fehlerquadrate-Verfahren (R. A. Binstead,
A. D. Zuberbühler, SPECFIT Version2.10, Spectrum Software Asso-
ciates, Chapel Hill, NC 27515-4494 (USA); siehe auch H. Gampp, M.
Maeder, C. J. Meyer, A. D. Zuberbühler, Talanta 1985, 32, 257 ± 264).

[15] Die Messungen wurden auf einem DX17MV-Gerät der Firma
Applied Photophysics bei 25 8C durchgeführt.

[16] Die mittlere Verweilzeit eines Wasserliganden in [Al(OH2)6]3� ist
etwa 150mal gröûer als bei [Fe(OH2)6]3� (D. T. Richens, The
Chemistry of Aqua Ions, Wiley, Chichester, 1997).

[17] In Analogie zu den von Ryabukhin beschriebenen Verbindungen[4]

handelt es sich vermutlich um polymere Komplexe. Die C,H,N-
Analyse des Cu-Komplexes stimmt mit der Formulierung Cu(HL) ´
2H2O überein. Um die Bildung fester Phasen zu vermeiden, wurden
Austauschtitrationen durchgeführt, in welchen das Metallkation M2�

als Nitrilotriacetato(NTA)- oder Iminodiacetato(IDA)-Komplex vor-
gelegt und in Gegenwart des Liganden H3L durch Zugabe von KOH
in den 1:2-Komplex [ML2]4ÿ überführt wurde. Alle benötigten pKs-
Werte und Stabilitätskonstanten von H3NTA und H2IDA wurden für
das H2O/DMSO-System vorab bestimmt.

[18] R. D. Hancock, J. Chem. Educ. 1992, 69, 615 ± 621.
[19] M. Ghisletta, L. Hausherr-Primo, K. Gajda-Schrantz, G. Machula, L.

Nagy, H. W. Schmalle, G. Rihs, F. Endres, K. Hegetschweiler, Inorg.
Chem. 1998, 37, 997 ± 1008.
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Abbildung 1. Teilchenverteilung (Anteile x [%]) für eine Komplexlösung
([Fe]t� 5� 10ÿ4 mol dmÿ3, [L]t� 10ÿ3 mol dmÿ3 in H2O/DMSO (8/2)). Es
sind nur die Fe-haltigen Spezies gezeigt. Zur Berechnung verwendete man
die Bildungskonstanten und die pKs-Werte aus Tabelle 1.


