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I. Bevezetés és célkitiizések

Jol ismert, hogy a vas létfontossagu elem szinte minden biologiai rendszerben. A
mikroorganizmusok altal termelt szideroforok funkcidja a vas megfeleld koncentracioban
valo felvétele €s szallitadsa. A hidroxamsav tipusu szideroforokban éltalaban harom kelatképzo
csoport van, ¢és a vas(Ill) oktaéderes koordinacids szférajat teljesen teliteni tudjdk igen nagy
stabilitastu 1:1 fém-ligandum ardnyti komplexeket képezve. Szamos faj esetében azt talaltak,
hogy a trihidroxamsavval képzett komplexben kotott vas(Il) redukcidja igen fontos szerepet
jatszik a vas metabolizmusdban, mert a redukcioval képz6do joval kisebb stabilitasti €s
labilisabb vas(Il)komplexbdl a vashoz a sejt mar konnyebben hozzajuthat. Gyakorlatilag
azonban eddig még nem vizsgaltdk a szideroforok ill. modelljeik vas(Il)ionnal valo
kolesonhatasat, pedig a fent emlitett redukcié révén érdekesek lehetnek ezek az eredmények.
Ezért célul tiztiik ki a vas(ll)ion természetes szideroforokkal, valamint modell
hidroxamsavakkal valo kélcsonhatisanak tanulmadnyozasat. A vas(Il) esetén kapott
eredményeket célszerli Osszevetni egyrészt a megfeleld vas(Ill)komplexekre vonatkozd
adatokkal, masrészt a meghatarozott allandok realis voltanak megitélése érdekében a tobbi
381 +2 t5ltésti fémion allandéival. Ha hidnyoztak az irodalombél ezek az Gsszehasonlitd
adatok, akkor azokat is meg kellett hatdroznunk.

A hidroxdmsavaknak nem csupan a szideroférok kapcsan van fontos bioldgiai
vonatkozasa. Jol ismert az antibiotikus, antitumor, és sejtnovekedésre, sejtosztodasra kifejtett
hatdsuk, valamint szdmos hidroxdmsav ¢€s aminohidroxamsav (aminosavak hidroxamsav
szarmazékai) hatasos inhibitorai bizonyos metalloenzimeknek (mint pl. ureaz, kollagenéaz, 5-
lipogenaz). Ezen enzimek aktiv centrumaban kiilonb6z6 kétértékii atmenetifém-ion talalhato,
pl. nikkel(Il), cink(II), kobalt(Il), réz(Il), mangan(Il). Az inhibiciés hatds alapja sokszor a
hidroxdmsav és a fémion kozvetlen kolcsonhatisa. Ennek a kolcsonhatdsnak a
modellezéséhez ¢és megértéséhez informéciot adhat a fémion(Il)-hidroxamsav rendszerek
szisztematikus oldategyensulyi vizsgalata. Ezért tanulmanyoztuk egyrészt azt, hogy a
hidroxamsavcsoporthoz kapcsoldodd funkcids csoportoknak milyen hatdsa van a hidroxamat-
komplexek stabilitasara, masrészt azt, hogy a fémion kdrnyezete hogyan befolyasolja ezt a
kolcsonhatast. Munkank soran kiilonbozo szubsztituenseket tartalmazo monohidroxamsavak,
és aminohidroxamsavak kolcsonhatdsat tanulmanyoztuk a fent emlitett kétertékii femionokkal.

A hidroxamsavak biologiai hatasanak a megértéséhez vegyes ligandumu rendszerek jobb




modellként szolgalhatnak. Mivel hidroxamsavak vegyes ligandumu komplexképzésére
vonatkozolag csak elvétve talalhatd irodalmi adat, ezért részletes vizsgalatokat végeztiink
monohidroxamsavakat és kiilonbozé (B) ligandumokat, valamint nikkel(Il), réz(Il), vagy

cink(Il)ionokat tartalmazo rendszerek esetén.

I1. Alkalmazott vizsgalati modszerek

Az egyensulyi vizsgalatok soran a ligandumok savi disszociacios allandoit, a képzddo torzs
ill. vegyes ligandumi komplexek Osszetételét és stabilitasi allandodit a legtobb esetben pH-
potenciometrids mbdszerrel (t = 25 °C; 1= 0,2 mol/dm’ (KCl)) hataroztuk meg. A titralasi
gorbék értékelését, a stabilitasi allandok szamitdsat a PSEQUAD szamitogépes programmal
végeztiik. Szamos vas(Ill)komplex képzddése mar a pH-metridsan vizsgalhaté pH-tartomany
alatt befejezddik. A pH = 0,7-2,0 tartomanyban képzddd komplexek dsszetételét és stabilitasi
szorzatat a vas(Ill)-hidroxamatokra jellemz6 toltésatviteli savok alapjan a kiilonbozé pH-kon
felvett spektrumok segitségével szamoltuk. Ezeket a szamitasokat is a PSEQUAD
programmal végeztiik. A komplexekben megvalosuld kotésmodok meghatirozasara UV-
lathato spektrofotometrids, ESR és kalorimetrias modszereket hasznaltunk.

A vas(I)-hidroxamsav rendszerek oldategyensulyi tanulmanyozasahoz sziikséges volt egy
teljesen zart rendszer megépitése, és a vas(Il) trithidroxamsavakkal valé kolcsonhatasanak
feltarasa érdekében oxigénmentes koriilmények kozotti pH-potenciometrias, pH-stat és UV-
lathatd spektrofotometrids méréseket végeztiink, valamint gazkromatografids, kapillaris
elektroforézis modszereket alkalmaztunk.

A felhasznalt ligandumok egy részét a Debreceni, a Dublini, illetve a Liszaboni Egyetemen
szintetizaltak, a tobbi ligandum pedig a Fluka, Sigma, Aldrich és a CIBA GEIGY cégektdl

szarmazott. A vizsgalt hidroxamsavak képlete a kovetkezd oldalon lathato.




Monohidroxamsavak és analog vegyiiletek: Aminohidroxamsavak:
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I11. Uj tudomanyos eredmények

Munkank soran 50 torzsrendszert és 22 vegyes ligandumu rendszert tanulményoztunk. A
vizsgalt ligandumok: mono-, di-, tri-, amino-, és diaminohidroxdmsavak; vizsgalt fémionok:
elsésorban vas(Il), tovabba mangan(Il), kobalt(Il), nikkel(Il), réz(Il), cink(Il) ill. néhany
esetben vas(III).

1. A ligandumok sav-bazis tulajdonsdgai

Els6ként hataroztuk meg a természetes dimerumsav, koprogén és a szintetikus 2,5-DIHA,
3,4-DIHA, ¢és 3,3-DIHA dihidroxdmsavak protondisszociacids allandoéit, melyek megfelelnek
analog vegyiiletekre vonatkozdoknak, és egy adott di-, ill. trihidroxdmsav esetén a lépcsdzetes
pK értékek kozotti kiillonbségek azt mutattdk, hogy kismértékii kolcsonhatas fellép a
hidroxdmsavcsoportok kozott, tekintve a donorcsoportokat Osszekdtd lanc hosszat, ami

valoszinlileg nem a lancon keresztiil valosul meg, hanem inkébb sztérikus kdlcsonhatas.

2. Fémion — hidroxamsav kolcsonhatasok
2.1. Monohidroxamsavak

Nikkel(IT)-, réz(Il)—, cink(Il)-monohidroxdmsav rendszerek vizsgéalatakor meg-
allapitottuk, hogy a hidroxdmsavcsoporthoz kapcsolddd szubsztituensek komplexstabilitasra
gyakorolt hatdsa a nagyobb stabilitasi komplexeket képezd vas(Ill)ion esetén tapasztalttol
joval kisebb, ugyanis a komplexek stabilitasi allandoi kovetik a ligandumok bazicitasanak
megfeleld sorrendet. Egyediili kivétel a heterociklusos PYRha, mely a protonkomplexekhez
képest stabilisabb fémkomplexeket képez, melynek legvalosziniibb oka az, hogy a m-
elektronok révén kedvezobb elektroneloszlas alakul ki a kelatban.

Megéllapitottuk, hogy a réz(I[)-Pha rendszerben pH = 11 felett a biszkomplexben
koordinalt hidroxamat deprotonalédasaval nagyobb stabilitasti hidroximato-kelat jon létre,
ugy ahogyan azt mar az irodalomban ESR mérésekkel bizonyitottdk mas primer

hidroxamsavak kapcsan.

2.2. Vegyes ligandumu komplexek képzdodése monohidroxamsavakkal
Nikkel(IT), réz(Il), és cink(Il), monohidroxdmsavak és két donoratomot tartalmazd B
ligandumok vegyes ligandumt komplexeinek tanulmanyozasa soran megallapitottuk, hogy a

fémionokhoz a kiilonb6zé kémiai mindségli donoratomok koordinacidja kedvezd.




Hidroxamsavak vegyes ligandumt komplexképzése a nitrogén donoratomokat tartalmazo
ligandumokkal pl. etilén-diamin(en), 2,2 -bipiridin(bipy) kedvezményezett, a glicinnel kozel
statisztikus mértékii, az oxigén donoratomokat tartalmazo6 Tironnal nem kedvezo.

Spektrofotometrids ¢s ESR mérésekkel kimutattuk, hogy en és bipy jelenlétében a réz(II)
primer monohidroxamatokkal képzett vegyes ligandumu komplexekben is nagy pH-n kialakul
a hidroximéato-kelat.

A haromfogu dietilén-triamin (dien), ill. 2,27:6",2" -terpiridin (terpy) B ligandumok a
[CuB] 0sszetételti komplexeikben a réz(II) harom ekvatorialis kotohelyét mar elfoglaljak. A
réz(Il)—dien/ill. terpy—monohidroxamsav rendszerekben a pH = 7,0-10,5 tartomanyban
képz6do [CuAB] osszetételii vegyes ligandumu komplexekben a spektrofotometrias és ESR
mérések szerint a réz(Il) koordinacios szama 5. Vagyis a réz(Il) egyik axialis kotShelyén is
koordinalodik egy donoratom, amit jol alatamaszt az, hogy a [CuAB] komplex képzddésével
parhuzamosan az abszorpciés maximum a nagyobb hullamhosszak iranyaba tolodik. A
vegyes ligandumi komplexekbdl azonban pH = 9 felett a hidroxid fokozatosan kiszoritja a
monohidroxamatot. Erdekes eredmény, hogy a réz(II)-Aha— terpy rendszerben pH = 11 felett
a hidroxamsav visszakeriil a koordinacids szférdba, a terpy-t kiszoritva [Cu(AhaH.|),]*
Osszetételi  biszhidroximato  komplex  képzddik. A szekunder  hidroxdmsavak

(R-CO(R")NOH) ¢s a flexibilisebb dien esetén ez a folyamat nem jatszodik le.

2.3. Aminohidroxamsavak

Eredményeinket értékelve arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a mangan(Il), vas(Il) és
kobalt(Il) esetén nem, vagy csak alig jatszik szerepet a koordinacidban a hidroxamsavak
oldallancaban 1évé aminocsoportja. A vizsgalt monoamino-, ill. diaminohidroxdmsavak
hidroxamat-oxigéneken keresztiili koordinaldédasa valdsziniisithetd. Az aminocsoport
elektronszivo hatdsa a kialakuld hidroxamat-kelatok stabilitdsanak csokkenésében nyilvanul
meg.

Egyértelmiien kimutattuk, hogy a nitrogén donoratomokat is kedveld nikkel(II) ill. réz(Il)
esetén tényleges donorcsoportként viselkedik a diaminohidroxdmsavak 3- vagy y- helyzetben
1évé aminocsoportja. A nikkel(Il) az aminohidroxamsavak korében meglepd modon a
Dampha-val kizarolag oktaéderes komplexeket képez, és a [Ni(Dambha),] komplex szintén
oktaéderes geometridju, ami a ligandumok haromfoguként valdé koordinacidjat mutatja. A
réz(Il)ionhoz is koordinalédhat a Dampha ¢s Dambha haromfoguként gy, hogy az egyik

donoratom axiélisan koordinalodik, ill. kétfogiiként oly mddon, hogy oldallancbeli amino—N



¢s az o-amino—N ekvatoridlisan kotédik, a hidroxamat pedig kiszorul a koordinacios
szférabol. Kimutattuk, hogy pl. a Dampha jobb komplexképzdje szélesebb pH-tartomanyban

ezeknek a fémionnak, mint a vas(Ill)ionnak.

24. Vas(ll) és vas(lll) mono-, és dihidroxamsavakkal valo kolcsonhatasanak
osszehasonlitdsa

Sikeriilt reprodukalhatéan anaerob koriilmények mellett tanulményoznunk vas(Il)-
hidroxdmsav rendszereket. Meghataroztuk a vas(I)-Aha, —a-Alaha, —3-Alaha, —Dampha,
—Dambha, —dimerumsav, -2,5-DIHA, -3,4-DIHA, -3,3-DIHA rendszerekben képz6do
komplexek Osszetételét és stabilitasi allandoit. A stabilitasi allandok jol beillenek a tobbi
3370 +2 toltésti fémionokkal képzett komplexek allandoinak soraba az Irving-Williams féle
tendencidnak megfeleléen. A vas(II)-monohidroxamsav/ill. dihidroxdmsav rendszerek esetén
a komplexek stabilitasi allandoinak logaritmusa hidroxamat-kelatonként kb. hattal kisebb a
vas(IIl)komplexeihez hasonlitva.

A munka soran a dimerumsav, 2,5-DIHA, 3,4-DIHA ¢és 3,3-DIHA dihidroxamsavak
vas(IIl)ionnal val6é komplexképzését is tanulmanyoztuk. A 2,5-DIHA-ban 1évo 6sszekotd lanc
szerkezete a DFB-ben 1évdvel egyezik meg, a 3,4-DIHA-ban a peptidkotés helyzete mas, a
3,3-DIHA 6sszekotd lancaban pedig egy metiléncsoporttal kevesebb van. A vas(II) és vas(I1I)
kolcsonhatasat ezen szintetikus dihidroxdmsavakkal vizsgadlva megallapitottuk, hogy a
természetes DFB analdgjaban, a 2,5-DIHA-ban helyezkednek el legidealisabban a kelatképzo
csoportok ahhoz, hogy a ligandum mindkét hidroxdmsavcsoportja ugyanahhoz a vasionhoz
koordinalédjon, ugyanis ezzel a ligandummal szdmottevOen stabilisabb komplexek
képzddnek.

A természetes dimerumsav vasionokkal valé komplexképzésének vizsgdlata soran
megallapitottuk, hogy a hidroxdmsavcsoport mellett 3-helyzetben 1€v6 kettds kotés stabilizald
hatdsa csak a koordindcidés szféraban egy hidroxamatot tartalmazé komplexek esetén
érvényesiil, mig a bisz-, ill. triszhidroxamato komplexekben ezt a hatast ellenstlyozza a

diketo-piperazin-gytirli sztérikus hatésa.

2.5. A koprogén kélcsonhatasa néhany atmeneti féemionnal
A munka sordn megvizsgaltuk a koprogén komplexképzését vas(I1l), nikkel(II), réz(II) és
cink(IT)ionokkal, és a kapott eredményeket Osszevetettiik a DFB-re vonatkozodkkal is.

Megallapitottuk, hogy ezen két természetes trihidroxamsav szerkezetében meglévd szdmos



eltérés ellenére, a komplexeikben megvalosuld kétésmodokban és a komplexeik stabilitasaban
nincs szamottevo kiilonbség. Valoszintsitettiik, hogy a koprogén p-keto kotéseinek a képzodo
kelatok stabilitasat noveld hatdsat a diketo-piperazin-gytirti sztérikus hatasa lecsokkenti, a
dimerumsav esetén tapasztaltaknak megfeleléen, és igy Osszességében a koprogén

komplexképzd sajatsaga a DFB-hoz hasonlo.

2.6. Vas(Il) kolcsonhatasa trihidroxamsavakkal

Elséként irtuk le, hogy anaerob koriilmények kozott a DFB és koprogén oxidalja a
vas(Il)iont vas(Ill)ionnd mikdzben a trihidroxdmsav redukaldédik. Gazkromatografias
mérésekkel kizartuk a viz altali oxidacio lehetdségét. A DFB esetén megadtuk a pH ~ 6-n
lejatszodo reakcid egyenletét pH-stat és spektrofotometrias mérések segitségével.

2 Fe’ + 3 HuDFB' =2 [Fe(IIN(HDFB)]" + H;DFB-monoamid + H,0 + 4 H'

A reakciod sztochiometridjanak meghatarozdsa mellett tanulmanyoztuk a reakcié sebességének
pH-fliggését is. Ezen kinetikai mérések azt mutattdk, hogy a redoxi reakcid csak egy adott
pH-tartomanyban megy végbe (pH ~ 5,5-8,5) ¢és fiziologids pH-n a leggyorsabb.
Valoszintsitettik, hogy a reakcioban az egy koordindlt hidroxamatot tartalmazo

[Fe(I1)H;DFB]*" komplex az aktiv részecske.

IV. Az eredmények varhato hasznositasi lehetoségei

Vizsgalataink olyan, eddig gyakorlatilag még nem tanulmanyozott hidroxdmsav—fémion
kolcsonhatasok feltdrasara irdnyultak, melyeknek valamilyen bioldgiai vonatkozasa van.
Gyakorlatilag barmilyen alkalmazasat is tekintjiik a hidroxdmsavaknak, az tobbnyire a
fémkomplexeikkel van kapcsolatban. A 6 célunk ugyan a képz6dé komplexek dsszetételének
¢s stabilitdsanak a meghatarozasa, vagyis alapkutatasjellegii, viszont vizsgalataink segithetik
bizonyos bioldgiai folyamatok megértését, vagy Uj szintetikus ligandumok tervezését. A
hidroxamsavcsoportokhoz kapcsolodd  szubsztituensek, ill. a diaminohidroxdmsavak
oldallancaban 1évé aminocsoport hatdsanak vizsgalati eredményi segithetik az alkalmas
metalloenzim inhibialé ligandum megtalalasat.

Az irodalombdl szinte teljesen hianyz6 vas(Il)—sziderofér kdlcsonhatasok tanuldnyozasa
alapjan feltételezzlik, hogy a lejatsz6d6 redoxi reakcionak fontos szerepe lehet a

mikroorganizmusok anaerob koriilmények kozotti vasfelvételében.
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