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1. Bevezetés

1. BEVEZETES

Jol ismert, hogy a vas szinte minden édlény szamara létfontossagi elem.
Fontos szerepet jétszik tobbek kozott az oxigénszdlitdsban, -térolasban és
bizonyos eektrontranszfer  folyamatokban. Igen hatékony mechanizmus
szabdyozza az élblényekben a vas felvétdé és szdlitésat, ami biztositja a
szilkséges vaskoncentraciot, bar ez a mikodés a kiilénb6zd evollcids szinteken
eltérd modon valosul meg. Amig a Fold 1égkore reduktiv volt, addig a vas +2-es
oxidécios formaban volt jelen, de az oxidativ |égkdr megjelenése miatt a nagyobb
oxidacios szamu vasion lett a jelemzb. A Fe(lll) Fe(ll)-ionhoz képesti jéval
erdsebb hidrolizisre valé hglama miatt szikseg volt olyan vegyuletekre, melyek
komplexképzddés révén képesek oldatban tartani a sejtek mikddéséhez szilkséges
vasmennyiseget. Fejlettebb  éodlényekben kilonbozd fehérjék (pl.  ferritin,
transzferrin) szdlitjék, taroljék a vasat, mig a mikroorganizmusok szideroférokat
termelnek.

Az eddig izoldt és karakterizalt, tobb mint 300 féle sziderofér tobbnyire
hidroxamat- és/vagy katecholat tipust funkcids csoportokat tartalmaz, bar egyéb
tipusok, mint pl. a-hidroxi-karboxilét tartalmuak is ismertek. Altalaban ezekben a
vegyUletekben hdrom keldtképzd csoport van, és a Fe(l1l) oktaéderes koordinécios
szfér§a teljesen teliteni tudjak, igen nagy stabilitdsi komplexeket képezve. A
sgtbe a citoplazma membranjan & a vas dtadban ilyen sziderofor komplex
formgéban jut be, mad kulénb6zd modon vadik az édlény szamara
hozzé&férhetdvé. Lehetséges Ut a ligandum degradaciéja vagy aligandumcsere, de a
hidroxamat tipusi szideroforoknd azt taldtak, hogy a komplexben kotott Fe(lll)
redukal6dik, és az igy képzddd, joval kisebb stabilitést Fe(ll)-komplexbdl a sgjt
hozz4uthat a vashoz.”

Az irodaomban széles korben tanulmanyozték mér a szideroforok Fe(lll)-
ionnal képzett komplexeit*® de gyakorlatilag nem vizsgéltak a kolcsdnhatésukat a
Fe(ll)-ionnal, vadszinlleg az ion oxigénre vald érzékenysége miatt, pedig a fent
emlitett redukcié révén érdekesek lehetnek ezek az eredmények. Ezért cdlul tlztik
ki a Fe(ll)-ion természetes trihidroxadmsav tipusi szideroforokkal, valamint modell
hidroxamsavakka valé kolcsonhatasdnak tanulményozésit, mivel az ilyen
rendszerek vizsgdata is szinte irodami elézmény nékdli. A Fe(ll)-hidroxamét
kolcsonhatésokra vonatkozé eredmények redlis voltanak megitéléséhez célszerQ
Osszevetni azokat a Fe(lll)-iont tartalmazd rendszerekével, valamint a periddusos
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rendszer tovébbi 3cP-d™ elektronszerkezetli kétérték( fémionokra vonatkozokkal
is, hogy megfeldnek-e az dlanddk az Irving-Williams-fée® tendencidnak. Ha az
irodalombdl hidnyoztak ezek az tsszehasonlitd adatok, akkor azokat is meg kellett
hat&roznunk. Ugyanakkor ezek az adatok onadlldan is érdekesek lehetnek. A
hidroxamsavaknak ugyanis nem csupan a szideroforok kapcsén van fontos
biol6gia szerepe. JOI ismert az antibiotikus, antitumor, és sejtndvekedésre,
sgtosztodasra  kifejtett  hatasuk,”*®  valamint  szdmos  hidroxdmsav  és
aminohidroxdmsav (aminosavak hidroxamsav szédrmazékai) hatésos inhibitora
bizonyos metalloenzimeknek (pl. uredz,***® kollagenéz,'® stb.). Ezen enzimek aktiv
centruméban kilonbozo kétérték( amenetifém-ion taldhatd, pl. Ni(ll), Zn(I1),
Co(I1), Cu(ll), Mn(11).** Az inhibiciés hatés alapja a hidroxamsav és a fémion
kozvetlen kolcsonhatésa. Ennek a kolcsdnhatésnak a modellezéséhez és
megértésehez informaciot adnak a szisztematikus oldategyensulyi vizsgalatok. Az
alkalmas inhibidl6 ligandum kivalasztasédt is segitheti, ha tanulményozzuk, hogy a
hidroxdmsavcsoporthoz kapcsol6édo funkcios csoportoknak milyen hatasa van a
hidroxamét-kelat stabilitésara, és a fémion kornyezete hogyan befolyésolja ezt a
kolcsonhatést. Ezért kilénbdzd mono- és aminohidroxdmsavak kolcsonhatéasat
tanuiméanyoztuk a fent emlitett kétérték fémionokkal. Vegyes ligandumu
rendszereket is vizsgdtunk, mert a hidroxdmsavak bioldgiai hatésanak a
megértéséhez ezek az Osszetettebb rendszerek jobb modellként szolgalhatnak.
Mive hidroxamsavak vegyes ligandumi komplexképzésére vonatkozdlag csak
elvétve tadhatd irodami adat, ezért részletes vizsgdatokat vegeztink
monohidroxamsavakat és kilonbdzd (B) ligandumokat, valamint Ni(ll)-, Cu(ll)-,
Zn(ll)-ionokat tartalmazoé rendszerek eseten.

A munka soran vizsgdt hidroxdmsavak és a vegyes liganduml rendszerek
tanulmanyozésahoz haszndlt B ligandumok képletei az 1-3. dbrékon lathatdk.



A ligandumok szerkezeti képlete

M onohidroxamsavak és a hidroxdmsav anal og:
Rec: Rn: név:
-CH; -H acetohidroxamsav (Aha)
Re~c=0 -CH,-CH; -H propanohidroxamsav (Pha)
| (CH,)»-CH; -H  hexanohidroxdmsav (Hha)

-H benzohidroxamsav (Bha
LN (Bha)
-CH; -CH; N-metil-acetohidroxémsav(M Aha)
-CH; _O N-fenil-acetohidroxamsav(PhAha)
»0
| N 2-hidroxi-piridin-N-oxid (PY Rha)
# ~OH

Aminohidroxdmsavak:

b.  monoaminohidroxamsavak:

NH,* J\
/I\ *+H3N

=0
(|:¢O (|3
HN< HN\OH
OH
a-aaninhidroxamsav (a -Alaha) b-alaninhidroxédmsav (b-Alaha)

b. diaminohidroxamsavak:

x =1 2,3-diamino-N-hidroxi-propanamid (Dampha)
+HaN x =2 24-diamino-N-hidroxi-butdnamid (Dambha)
j)\x x =4 2,6-diamino-N-hidroxi-hexanamid (L ysha)
+HoN (|:4O

HN_

OH

1. dbra A vizsgdt mono- és aminohidroxamsavak képlete
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Dihidroxdmsavak:

x=2,y=5  N-metil-N-hidroxi-N"-[ 3-(N-metil-N-hidroxi-karbamoil)-propil]-
heptan-1,7-dikarboxamid (25-DIHA)

x=3,y=4  N-metil-N-hidroxi-N"-[ 3-(N-metil-N-hidroxi-karbamoil)-propil]-
hexén-1,6-dikarboxamid (34-DIHA)

x=3,y=3  N-metil-N-hidroxi-N"-[3-(N-metil-N-hidroxi-karbamoil)-propil]-
pentan-1,5-dikarboxamid (3,3-DIHA)

OH
[ H
HO_ Os_N_ OwN A~ on
T
NXo N
l;f Lo Ll
OH

dimerumsav
0

— LGEO P

Desferrioxamin B (DFB)

O
HO
HO
| H o) Z
HOL o N&NI\L 2 o)\(\/\N °
|
NH
HJ N“Yo “NTTo OT OH
H |
OH

koprogén

2. abra A vizsgdt di- éstrihidroxdmsavak képlete
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A ligandumok szerkezeti képlete

+ H3N/\/ NH; \ N/ \N /

etilén-diamin (en) 2,2 -bipiridil (bipy)
LN NaO3S OH
3 _
~"coo
licin (Gl o
glicin (Gly) SO;Na

nétrium-pirokatechin-3,5-diszulfoné (Tiron)

THaN N/\/'\“"?J»r
H

dietilén-triamin (dien) 2,2°:6°,2 -terpiridin (ter py)

3. abra A vizsgdt B ligandumok képlete
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2.1. Hidroxamsavak altalanos jellemzése

2.IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Hidroxamsavak altalanosjellemzése

Legeldszor 1869-ben Lossen dlitott eld hidroxdmsavat.” Etil-oxald és
hidroxil-amin reakcigjaval az oxasav hidroxamsav szarmazékat kapta. 1943-ban
mar Osszefoglald kozlemény is megjelent a hidroxdmsavak el@dlitésava és
bizonyos anditikai jelentdségilkkel kapcsolatban.”* A viszonylagos korai
felfedezés ellenére ez a vegylletcsaad az érdeklddés kdzéppontjdba csak akkor
kertilt, amikor felismerték, hogy bizonyos természetes vegylletek is tartalmaznak

Re~c=0 . o hidroxamsavcsoportokat, és sikerlilt is
|~ c=c= bioldgiai rendszerekbdl azokat izoldni. *°

K bo H | A hidroxdmsavak szerkezetileg a
abonsy N karbonsavakbol, ill. a hidroxil-aminbdl
Ry OH arbonsavakbdl, ill. a hidroxil-aminbdl

/H\ o szérmaztathatok (Id. 4. dbra). E184litasuk
Rv™ OH AV legtobbszor  hidroxil-amin és  aktiv

hidroxil-amin sz&rmazék acilcsoportot  tartalmazé ~ karbonsav
szarmazékok (RCOX, X = pl. -NH,, -Cl,

4. dbraHidroxdmsavak szarmaztatasa
-OR, =NH) reakcigjaval torténik.”®

A hidroxamét-nitrogénhez kapcsol6do csoporttdl fliggben beszélhetiink primer
(haRy=H) és szekunder (ha Ryt H) hidroxamsavakrol, melyek Iehetnek nyilt vagy
zéart lanclak.

A hidroxdmsavak csoportosithatok a molekuldban taldhatd hidroxamsav-
csoportok szamatdl fliggden; a természetes vegylletek korében elsdsorban di- és

trinidroxdmsavakat taldunk. A két, ill. hdrom funkciés csoportot tartalmazo
hidroxdmsavakat pedig a csoportokat Osszek6td szénlanc hossza, szerkezete
alapjan osztdyozhatjuk tovabb.

A hidroxamsavak esetén a hidroxamét-nitrogénhez kapcsol6dd hidrogén
atrendez6désével oldatban Iétrejohetnek keto-enol tautomerek az 5. doran lathatd
modon. A keto-enol szerkezeti izomerek ardnya pH-figgd, savas pH-n a keto,
lugos kdzegben az enol forma a jellemzdbb.?” A hidroxdmsavcsoport C-N kétése
mentén a rotacio géatolt, ami miatt cisz(Z) és transz(E) geometriai izomerek
jelennek meg. Természetesen ezek az izomerek |étezhetnek mind a keto, mind az
enol forma esetén, melyeket az 5. dbra mutat. NMR vizsgdatok igazoltak, hogy
oldatban mind a négyféle izomer jelen |ehet.?®
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OsomR - R0 HO(~R  R~c—OH
we o oH Nsow oM
transz(E) cisz(Z) transz(E) dasz(Z)
KETO formak ENOL formék

5. &braA hidroxdmsavak izomerjei

Szadmos szerz6 kulonbdzd molekulagméeti szamitasokka jellemezte az egyes
izomerek tabilitésdt oldatban ill. gazfézisban, azaz szolvatdt ill. izoldt
forméban.”** Fitzpatrik és Mageswaran szémitésai azt mutatték, hogy pl. az
acetohidroxdmsav  esetén gazfazisban a transz(E)-keto forma a legkisebb
energigju.?® Yazal és Pang szerint ugyanakkor nincs jelentds energetikai kil onbség
a cisz(Z) és transz(E) formak kozott, ami miatt a cisz(Z)- és transz(E)-keto és
cisz(Z)-enol formédk kb. hasonlé mennyiségben vannak jelen.*® C. Muodoz és
munkatérsai szdmitésai szerint a cisz(Z)-keto forma a legstabilisabb gézfazishan.*

Oldatban viszont — hidrogénkoétések kiaakulasa miatt — a cisz(Z2)-keto forma a
leginkabb jellemz0 Fitzpatrik és Mageswaran szerint, amit a szilérd halmazéllapotu
acetohidroxdmsav hemihidrétjanak rontgendiffrakcios szerkezete is alétédmaszt.”
Brown és munkatarsai részletesen elemezték, hogy oldatban milyen tényezok
befolyasoljék a cisz(Z) és transz(E) formék ardnyét.>* Megdllapitotték, hogy
szerepe van a hdmeérsékletnek, a hidroxdmsav koncentréciojanak és az alkalmazott
oldoszernek is. NMR mérések azt mutattak, hogy poléris olddszerben a cisz(Z)
izomer a leggyakoribb.** Azonban a Z/E izomer ardny nagymértékben fiigg az Re
és Ry szubsztituensek térkitoltésétol is. Primer hidroxdmsavak esetén miné
nagyobb az Rc szubsztituens, annd inkdbb nd a Z/E ardny; szekunder
hidroxdmsavaknal pedig amiét az Rc és —OH csoportok kozotti  sztérikus
kolcsonhatés jelentBsebb, az R- és Ry szubsztituensek egy oldalon helyezkednek

d 32,33

2.2. A hidroxdmsavak sav-béazistulajdonsagai

A hidroxdmsavak egyérték(, gyenge savek, a pK értéke 9 koruli.®
Molekulaedméleti szamitasok szerint a disszocidbilis proton gazfazisban az —NH
csoporttdl szarmazik** de vizes oldatban a hidroxamsavak kizarlagosan —OH

8



2.2. A hidroxamsavak sav-bézis tul ajdonségai

savak.®*® A hidroxdmsavak ugyanakkor gyenge bézisként is viselkedhetnek, ab
initio szdmitésokkal valoszinOsitették,***" ill. UV spektrofotometrias mérésekkel
bizonyitottak is*® hogy a karbonil-oxigén képesek tomény ésvanyi savakban

protond édni.
Mivel vizes oldatban a pH-potenciometrias vizsgdati tartoményban a keto
forma jellemzd, igy a tovabbiakban ennek a deprotonalddasét targyaljuk. Ahogyan
fent emlitettiik, a protont az OH-csoport veszti €,

Re~c=0 Re~c~° & a igy képz6dd monoanionos forma NMR
— | mérésekkel bizonyitottan a 6. &bran lathaté
R TY0T R o-  kétfdle hatrszerkezettel jellemezhets® Az dora

mutatja, hogy a nitrogén nemkotd e ektronparja
részben delokalizdlddhat a C-N kotésen, és igy a
nitrogénen részleges pozitiv, a karbonil-oxigénen
részleges negativ toltés alakul ki. Ry-helyzetben
lévd elektronkildd szubsztituens stabilizalhatja a I1. formét, megnovelve ezdtd a

,,,,,

l. .
6. abr aM onohidroxamatok
rezonanciaforméai

disszoci&cios dlanddja 8,5-9,5 kozott van, de abban az esetben, ha a funkcios
csoport gyGrben van, akkor akér sokkal kisebb is lehet.*

Amennyiben egy vegylletnek tobb disszocidbilis protonja van, a
deprotondédni  képes funkciés csoportok egymas sav-bézis sgjatsagét
befolyasolhatjak.** A kolcsdnhatéas mértéke alapvetden fligg a csoportok térbeli
tdvolsagdtdl a molekuldn belil. A természetben megtadhaté tobbértékd
hidroxamsavak esetén legtobbszor a funkcids csoportok kozoétt nincs jelentbs
kolcsonhatés, az Gsszekotd szénlanc kellden hosszd, igy a statisztikus értéknek
megfelel6ek a makrodlanddk kozotti eltérések, vagyis dihidroxamsavak esetén 0,6
és trihidroxamsavak esetén 0,48 a pK értékek kilonbsége” Ha azonban az
Osszek6td szénlanc flexibilis, hidrogénkotések révén lehetséges nem lancon
keresztilli gyenge kolcsdnhatés a csoportok kdzott, mint pl. a DFB esetén.®

A hidroxdmsavakban sokszor mas tipust, deprotonalédni képes donorcsoport is
taldhaté (pl. ammoniumcsoport az aminohidroxamsavak esetén). Amennyiben a
protondisszociacios folyamatok dtfednek egymassal, akkor a pH-metridsan
meghatarozott makrodlandokat nem rendelhetjik egyik donorcsoporthoz sem
egyértelmQen. Néhany aminohidroxamsav esetén meghataroztak a mikroallandokat
NMR mérésekkel.**** Az a-Alaha esetén azt kapték, hogy a hidroxamét bézicitasa
az aminocsoporttdl valamivel kisebb, mig a b-Alaha-nd forditott tendenciét
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figyeltek meg.”® A szarkozinhidroxdmsav (N-metil-glicinhidroxamsav) esetén az
a-Alaha-hoz képest megfordul a bézicitas sorrend, amit a metilcsoport
elektronkiildd sgjatsagaval értelmeztek.*

2.3. A hidroxdmsavak biologiai hatasa

A XX. szézad kozepétdl kezdve, amikoris felismerték a hidroxdmsavak
bizonyos biologia jelentdsegét, egyre tobb kutatdcsoport kezdett € ezzel a
vegylletcsaladdal foglalkozni.

A hidroxdmsavak biologia szerepei kozll az egyik legfontosabb a
szideroférokhoz kéthetd.>®> A szideroférok’ viszonylag kis molekulatdmegi
(0,5-1,5 kDa) kelédtképzd vegylletek, melyeket mikroorganizmusok szintetizalnak
elsdsorban aerob kordlmények kozott. A sziderofér termelés egyértelmien az
élolény kornyezetében |évd vas mennyiségétdl fligg. Az oxidativ atmoszféra
kialakuldsa miatt a vas Fe(lll)-ion forméban van jelen, melynek jol ismert a
hidrolizisre valo hagjlama. A Fe(OH); oldhatésdgi szorzata olyan kics (L =
10 (mol/dm®)*), hogy fiziol6gids pH-n csak ~ 10™° mol/dm® a szabad fémion
koncentrécigja, ami tobb nagysagrenddel kisebb a sejtek mikodéseéhez sziikseges
vaskoncentraciotdl.* A szideroférok a Fe(lll)-ionnal igen nagy stabilitasi 1:1
aranyu komplexet képezve megvédik azt a hidrolizistdl, majd a vas ilyen komplex
formgéban keril felvéere®® A reduktiv atmoszféra mellett (ill. jelenleg is
anaerob kordlmények kozott) a hidrolizisre joval kevésbé hajlamos Fe(ll) volt
jelen, és felvétele passziv iontranszporttal tortént, nem volt szikség kilon
komplexképzore. Vaoszinlleg ez az egyszer(bb Fe(l1)-felvétel lehet az oka annak,
hogy a legtébb metaboalitikus folyamatban az alacsony evollcids szinteken is részt

vett avas.®
~c= O C[o— —0 \C;O
N — - J\
<70 o HO

hidroxamé&  katecholat a-hidroxi-karboxilat

7. abraA szideroférok jellegzetes kel atképzd csoportjai

" szider of ér: gorog szo, jelentése: vasszallitd
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2.3. A hidroxédmsavak biol6giai hatadsa

A szideroférokban dtadban harom kelatképz6 donorcsoport taldhatd. A
kolcsonhatasart felelds funkcids csoport a gombak esetén hidroxama  (pl.
ferrikrom, koprogén), mig a baktériumoknd hidroxamét és/vagy katecholat tipusi
(pl. enterobaktin, aerobaktin, mikobaktin, DFB). Ujabban egyéb donorcsoportokat
is azonositottak, ilyenek pl. az a-hidroxi-karboxild tartalml szideroférok (pl.
rhizoferrin).* (A szideroférokban leggyakrabban el&fordul 6 kel atképzd-csoportokat
a 7. dbramutatja) A szideroforok kozott taldunk néhany dihidroxamsavat is, mint
pl. a rhodotolurinsav, acaligin, melyek 2:3 fém-ligandum ardnyl komplexeket
képezve telitik a Fe(lll) koordinécios szférgjat.**®" Ezek a komplexek a
trihidroxamatokhoz képest valamivel kisebb stabilitastak, és a Fe(lll)/Fe(ll)-
sziderofor rendszer elektrodpotenciga pozitivabb, melynek eredményeképpen a
vas a komplexbdl koénnyebben felszabadulhat.**® (A 8. &rén a fent emlitett
sziderof 6rokbdl 1&thaté néhany.)

8. abraNéhany sziderofor képlete
(a desferrioxamin E, b: enterobaktin, c: rhizoferrin)

Néhany évvel ezel6tt felfedezték, hogy bizonyos nitrogénfixdé baktériumokban
nem csak a Fe(ll1), hanem a Mo(V1) felvétele is torténhet szideroforokkal * ill.
Pu(lV) é U(IV) esetén is megfigyelték ezt Az 1960-as években pedig
kimutattdk, hogy a mikroorganizmusokon Kivil néhany novény (elsdsorban
fofélék) is termel hidroxamsav tipusi vegyiileteket.”® Utobbiak legtobbszor
ciklikus monohidroxdmsavak, és a funkciojuk a mikroorganizmusok &tal termelt
sziderof rokétdl eltérd, el sdsorban rezisztenciatényezokként ismertek.
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Bioldgiailag aktiv hidroxdmsavak és modelljeik kdlcsdnhatasa kétérték( fémionokkal

A vashianyos kortlmények kozott termelt sziderofort a mikroorganizmus a
saiten kivili térbe juttatja, ahol a Fe(lll)-ionnal komplexet képez.* A komplexben
kotott sziderofor és a szabad ligandum geometrija elég etérd, a sejtmembran
receptorfehérjé igen szigoru sztereospecifitassal a komplexet ismerik fel. A vas a
citoplazméba mindig aktiv transzporttal kerll be. A metabolitikus folyamatokhoz
szilkséges vashoz a sgt tobbféle médon juthat, a mikroorganizmus tipusatdl
flggben mas-més mechanizmus mikodik. Ezeket a mechanizmusokat szamos fg
esetén elég részletesen leirték mér, de a mai napig is sok a tisztézatlan 1épés.*>
Igen vaoszind mechanizmus a ligandumcsere, ami |gétszodhat a sejtfalnd és a
citoplazméban egyarént! mad a visszamaradd sziderofdrt a sdt Gjra az
extracdlularis térbe juttatja A vas a sziderofor degradacigja révén is
felszabadulhat. Eszterdz enzim segitségével a szideroforban taldhatd peptidkotés
hidrolizalhat. Bizonyos esetekben lokdlis pH-csokkenéssd is magyarazték a
Fe(l11)-ion felszabadulésat, bér egyediili mechanizmusként ez nem val6szind, mert
irodalmi, ill. tanszéki eredmények is azt mutattdk, hogy a nagy stabilitasi
komplexek képzddése miatt sok esetben még pH = 0O-n is koordindddik egy
hidroxamétcsoport.>*®

A Fe(lll)-triszhidroxaméto/Fe(ll)-triszhidroxaméto  rendszerekre  meért
~ —0,43 V sandard elektroédpotencidtdl a triszkatecholdto-komplexeknél kapott
értékek jova negativabbak (pl. enterobaktin esetén —0,75 V). A trihidroxdmsavak
esetén ezért is feltételezik, hogy fiziologids redukddszerek (pl. NAD/NADH)
képesek a sziderofdrkomplexben kotott kdzponti fémiont redukdni, és az igy
képzddd kisebb stabilitési Fe(ll)-sziderofor komplexbdl a vas mér kénnyebben
hozz&férhetd. A redukcié mellett a lokdlis pH-csokkenés is fontos. A redukcids
|épést tobb faj esetében bizonyitotték is* Kimutatték azt, hogy a sejtbe bekeriild
vas mar 30 perc milva szinte 100%-osan Fe(ll)-ionként van jelen.®* Bizonyos
novények gyokerében nagy mennyiségi fiziol6giés redukd észer taldhat6, melyek
funkci6ja minden bizonnyal a Fe(l11)-sziderof6r komplex redukcidja.’*

Jelenleg sok kutatocsoport foglalkozik a vasfelvétel mechanizmusanak még
alaposabb megértésével.  Ennek  kapcsan  tanulmanyozzak a  sgjtmembran
szideroférkomplexeket felismerd receptor fehérjéit, vaamint szamos kinetikai
vizsgdat folyik a lehetséges ligandumcsere modellezésére vonatkozdlag. ***>° Sok
publikacio sziletett az Ujabban izoldt természetes szideroforok, ill. szintetikus

analogjal  €lddllitésa, jellemzése kapesan®”™™ Kulonds figyelem irdnyul a

" Tanszék: Debreceni Egyetem, Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszék
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2.3. A hidroxamsavak hiolégiai hatasa

szideroférok Fe(l11)-komplexeire, viszont gyakorlatilag nincs irodalmi eldzmény a
Fe(l1)-ion szideroférokkal valo kozvetlen kolcsonhatasara vonatkozblag, pedig a
vasfelvétel enzimatikus redukcios | épése egyértelmien indokolné ezt.

Az emberi szervezetben feledegben [évd vas kozismerten toxikus (pl.
szabadgyokképzés miatt'®). Elsd  Iépésként  kiilonbdzd  vas-oxi-hidroxidok
formégaban (gatit, ferrihidrit) a méjban, 1épben, iziiletekben rakadik 1. Bizonyos
betegségek (pl. thalaszémia, hemakromatozis) kovetkeztében a szervezetben 1évo
vas mennyisége megnd,’ valamint vesediaiziskor a nagy mennyiségd aluminium
mellett vas bevitele is torténik. Akut vagy kronikus mérgezést okozo Fe(lll)-, és
Al(I1D)-ionok  szervezetbdl vald dtavolitésara akalmas az egyik legismertebb
trinidroxdmsav tipusi sziderofér, a DFB, mely a Desfera (CIBA-GEIGY) nev(
gyogyszer hatéanyaga.®*® Sginos a gyogyszernek szamos mellékhatésa van, pl.
vese és idegrendszeri karosodést okozhat, allergias reakciot vathat ki, valamint
csak inflizio formgdban akamazhat6.® Ezért olyan médositott szideroférokat, ill.
egyéb tipust vegylleteket is probanak elddlitani, melyek szgon at is bevehetdk,
nem toxikusak és egyre jobb lipofil sgjatsaguak, igy a sejtekbe kdnnyebben
bgjuthatnak.®*® Ugyanakkor a gyogyszerként az emberi szervezetbe bejuttatott
DFB a Fe(lll)-, és Al(lI)-ionokon kivil elvben mas fémionokat is megkdthet.
Korédbbi sgjé eredményeink azonban azt mutattak, hogy pl. az emberi szervezetben
nagy mennyiségben szabadon |évd Ca(ll)- és Mg(ll)-ionokbdl a DFB még hosszas
alkamazas idd alatt sem lenne képes szamottevd mennyiséget Uriteni. Ugyanis —
az oldategyensilyi vizsgdataink szerint — fiziologias pH-n szinte egydtalan nem
szdmottevd a kolcsonhatass a DFB és ezen dkdifoldfém-ionok kozott, kis
stabilitasi komplexek képzodnek, és a DFB nem képes mindharom kelatképzd
csoportjaval koordindédni a fémionokhoz.*?

A szideroforok nemcsak gyogyszerként kerllhetnek fejlettebb szervezettséga
él6lényekbe, hanem hizonyos patogén mikroorganizmusok mikodése kapcsan is.
M. az E. coli baktérium ata termelt enterobaktin képes az emberi transzferrinbdl
kivonni avasat." Ugyanakkor a kérokozo mikodését blokkolni is lehet mesterséges
szideroférokkal, mivel az egészséges és a mikroorganizmussal fertdzott set
permedbilitédsa killonboz6, a sziderofér modositasaval elérhetd, hogy a vasmegkotd
anal6g csak a fertdzott sejtbe jusson be.*

A hidroxamsavaknak szamos egyéb biolégiai hatdsa is jOl ismert. A bioldgia
hatdsok szinte minden esetben az ers komplexképzd sgjatsdgukkal fliggnek dssze.
Ismert az antibiotikus (Id. fent), antitumor, vaamint a sgtosztodasra,
sajtndvekedésre kifgjtett hatasuk.*”** Mér régen felismerték, hogy hidroxdmsavak,
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Bioldgiailag aktiv hidroxdmsavak és modelljeik kdlcsdnhatasa kétérték( fémionokkal

ill. aminohidroxamsavak hatésos inhibitorai bizonyos metalloenzimeknek. A
Ni(Il)-ionokat tartalmazd uredz esetén legismertebb az enziminhibicids hatas, de
tobb Zn(I1), Co(ll), Cu(ll), Mn(I) tartalmi enzim esetén, mint pl. kollagenaz,
5-lipogenédz, aminopeptidaz, proteinéz, peptidil-formiléz, karboxi-peptidaz A2 is
megfigyelték. Az inhibicio mindig az enzim aktiv centruméban lévd fémion és a
hidroxamsav kozotti kdzvetlen kdlcsonhatassal magyarazhaté, ahogyan azt a 9.
dbora is mutatja egy uredz modell és az Aha esetén.”® Ezért egyrészt a kdnnyebb
vizsgd hat6sag érdekében az enzimtdl egyszerGbb modelleket probanak el éallitani
és ezekke tanulményozni a kiilénbdzd hidroxdmsavak inhibicios hatasét,™
masrészt vizsgani lehet kbzvetlenll is a fémion és a hidroxamsav koélcsonhatasat.

| o"Ho O | 0 \HN"O
SN 2NN It ‘nll\\ oy, //rlu’
E Ni~ “=Ni j 2 H C)k ~OH E Ni >Ni j

NGAN AN ’ N NN Y
“140.5 0 I Aha 1 o_ 0 D

ureéz enzim aktiv centrumanak modellje
9. 4braEgy urez modell Aha altali inhibiciéja’®

A hidroxamsavak biologiai hatésa mellett jelentds az analitikai és kilonbdzo
ipari  akamazdsuk is. Haszndnak hidroxdmsavakat fémionok spektro-
fotometrias’’ gravimetrids meghatarozésara’®  ill.  hidroxdmsavesoportokat
tartalmazd polimer gyantékat fémionok elvélasztasara® A réz korrozidja ellen
kiilénboz6 benzohidroxdmsav szarmazékokat taldltak hatasosnak.” Kutatéasok
folynak nyomelemek fémion-hidroxdmsav-komplex formgaban vao dlati
szervezetbe torténd bevitelével kapcsolatban is.™

2.4. A hidroxamsavak redoxi saj atsagai

A hidroxdmsavak bizonyos fémionokka valé kolcstnhatdsuk soran redoxi
szempontbdl nem maradnak valtozatlanok. Egyes fémionok oxidani, vagy
redukdni képesek a hidroxamsavcsoportot komplexképzddés kdzben. A funkcids
csoport elsdsorban amidda redukdhato, pl. Na-Hg amalgdmmal ** cinkkel,*
foszfidokkal,”? ill. egyelektronos oxidaciojaval nitroxidgyokok’ keletkeznek.
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2.3. A hidroxamsavak hiolégiai hatasa

Az irodalomban tébb fémion (pl. Mo(V), V(I11), V(IV), U(1V)) esetén leirtak,
hogy a hidroxamsavak azokat a komplexképzdés soran oxidani képesek anaerob
korilmények kozott.*™ Smith é Raymond az N-fenil-benzohidroxamsav
kolcsonhatésat tanulmanyoztak szigortan O,-mentes korilmények kozott, nem
vizes kozegben U(IV)-ionna.” A reakcié soréan az U(IV) U(VI)-a oxiddodik,
mikozben a megfeleld amid képzddik a hidroxamsavbdl az 1. egyenlet aapjan.

Ph _Ph ) , THF
|V + N + I +2 HF+2H —
u(v) +3 W—\ a+27

[UO,CI( Ph7—N\/Ph )THF),] +2 FhTH/Ph (@)
(0] O (0]

Sikertilt az uranilkomplex szerkezetét rontgendiffrakcids mérésekkel igazolniuk, és
izolaltak a képzddd benzanilidet is.

Brown és munkatérsai bizonyitottdk, hogy N-aril szekunder hidroxamsavak, ill.
dihidroxdmsavak képesek oxiddni a +3 és +4 oxidacios alapotu vanadiumot +5
dlapotiva, és a Mo(V)-t molibdattad. Egyértelmlen kimutattak a képz6dd amidot
ill. diamidot "H NMR, IR és elektronspray ionizéci6s tdmegspektrometriés (EIMS)
modszerekkel.” Minden esetben val 6szinQsitették, hogy az oxidécio eldtt kialakul
a kisebb oxidaciés dlapotu fémionnal a hidroxamat-komplex.

Ahogyan az fent emlitésre keriilt, a hidroxamatokat oxidani is lehet. Nolan és
munkatérsai a kozelmultban figyelték meg, hogy primer hidroxdmsavak (pl. Bha,
szalicilhidroxdmsav) [Ru(lI)HEDTA] komplexszel vao reskcidja soran Ru(ll)—
nitrozil komplex képzddik.”®"" Az dtaluk feltételezett mechanizmus fontos 1épése
a Ru(lll) redukcidjakor a hidroxamsavbol képzddd hidroxil-amin (NH,OH)
megjelenése, ami kozismerten nitrozilgyokképzo.

2.5. A hidroxdmsavak komplexképzd saj atsaga

A hidroxdmsavak komplexképz0 sajdtsagara vonatkozolag 1963-bdl szarmazd
aapkozleményeikben Schwarzenbach és munkatérsai az egyik legismertebb
sziderofér, a DFB és ciklikus sz&rmazéka (desferrioxamin E) mellett az Aha és
Bha kolcsonhatasdt  vizsgdltdk  pH-potenciometrids,  spektrofotometrias
maodszerekkel tobb +2 oxidécios szami &menetifém-ionnal, valamint a Ca(ll)- és
Fe(lll)-ionokkal.”*® Azéta méa sok oldategyensilyi eredmény szilletett a
hidroxdmsavak széles korében, mivel egyre tdbb természetes hidroxamsavat
izoldtak, egyre tobb szintetikus analogjukat dlitottak €ld, és természetesen az
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Bioldgiailag aktiv hidroxdmsavak és modelljeik kdlcsdnhatasa kétérték( fémionokkal

oldategyensilyi vizsgdatok technikai, szamitastechnikai fejlddése is segitette az
adatok boviilését.

Ahogyan a 2.2. Fgezetben emlitésre kerilt, a hidroxamsavak deprotond ddasa
révén kialakuld hidroxamatcsoporttal kizérdlagosan (O,0) koordinaciés maod
valosul meg a 10. dbrén I&haté modon, amit rontgendiffrakcios vizsgdlatokkal
tobb fémion esetén is addmasztottak.®® Nitrogénen — o
keresztlli koordinacié az irodalomban nem ismeretes. A Tt

/

hidroxamsavak foleg oxigén donoratomokat kedveld
fémionoknak  (pl.  Fe(lll), AI(I,  Galll)) jé
ligandumai.*>%#2%38284 A hidroxamét-anionnak cisz(Z) 10. 4bra
konformaciojunak kell lennie ahhoz, hogy koordind édni Hidroxaméato-kelat
tudjon a fémionhoz. Ha azonban az Ry szubsztituens nagy
mérete miatt a donoratomok elhelyezkedése transz(E) helyzet(, a koordinéciohoz
az Ry-szubsztituensnek & kell fordulnia a C-N kdtés mentén. A komplexképzés
sebességmeghatarozd 1épése ennek a rotacionak a sebessege, ami az Ry
szubsztituens elektronkill d sajétsagétdl fiigg.®

Primer hidroxdmsavak esetén nagy pH-n (pH > 10) a kellden nagy stabilitast
biszkomplexben a ma koordindt hidroxam& deprotondddni  képes, a
hidroxaméttdl nagyobb stabilitast hidroximéto-kel&tot (Re-CONO?) képezve, amit
a 11. dora mutat. Az NH-csoport deprotond édasat ESR mérések aapjan eldszor a
Cu(l1)-ion esetében figyelték meg,”® de leirték mér pl. a Fe(l11) és Mo(V1) esetén
iS.86

\c/O .
C u? -H | C
/ onss/”
hidroxaméto-kela hi droximato-kelat

11. &braA Cu(ll)-hidroximato-kelat kial akulasa

A hidroxamsavak szamos fémionna stabilis komplexeket alkotnak, de az
iroddomban a legtébb vizsgdlat a Fe(lll)-ionnal tortént, amit a biologiai
jelentdsége indokol. Ugyanakkor a Fe(l11)-hidroxamsav rendszereket nem konnya
tanulmanyozni, mert afémkomplexek protonkomplexekhez képesti nagy stabilitasa
miatt mar pH = 0 koril sok esetben koordindl6dik a hidroxamét.**** Elsdsorban
ligandumkompeticids, és a Fe(ll1)-hidroxamé komplexek jellegzetes toltésatviteli
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2.5. A hidroxamsavak komplexképzd sajatsaga

savjainak segitségével spektrofotometridss meérésekkel hatdrozték meg a Fe(lll)—
hidroxdmsav rendszerekben képzddd komplexek stabilitési dlanddit.*>>

A monohidroxamsavak kozll a legtdbb vizsgdlatot az Ahaval végezték. Az
oktaéderes geometrigu komplexeket képezd fémionokhoz, mint pl. Fe(lll), Al(I11),
Ni(I1), Zn(ll), maximalisan harom hidroxamét tud koordindl6dni.**®"* Mive a
Cu(ll)-komplexeknek a geometrigja torzult oktaéder, igy a hat koordinécids hely
nem egyenértekd. A hidroxamé oxigének a négy ekvatoridis helyen
koordindlddnak a fémionhoz, igy mono-, és biszkomplexek képzddnek, melyek
stabilitéasa a 3d™ kétérték fémek koziil a legnagyobb.®®® Az Ahava [CuA]” és
[CuA,] hidroxaméto-komplexek mellett [CuA,H..]" és [CuAH.,]* részecskék is
képzodnek , melyek, ahogyan azt mér emlitettik, a koordindt ligandum NH-
csoportjanak deprotondl 6dasaval képzoddnek.*°

A 10. &oran l&haté oOttagu hidroxaméto-kelat stabilitésa alapvetben flgg a
szénhez, ill. elsdsorban a nitrogénhez kétddo szubsztituens mindsegétdl. Ennek oka
az, hogy a nitrogén nemkotd eektronparjanak a C-N  kotésre  torténd
delokalizécidjava a hidroxdmsav bazicitdsa megnd. Minél inkébb elektronkiildd az
Ry szubsztituens, annd nagyobb a ligandum bézicitasa, és a képzodd komplex
termodinamikailag stabilisabb, kinetikailag inertebb lesz.*® Az irodalomban
taldhatd néhdny koézlemény, mely a szubsztituenshatéssal foglalkozik.>#%8" 89
Osszességében emondhatd, hogy primer monohidroxdmsavak esetén az Rc-
helyzetben 1évd akillanc hosszanak a novekedésével kismértékben megnd a
ligandum savi disszociécios dlanddja, a ndvekvd elektronkildd hatés miatt. Mig
ha fenilcsoport taldhatd ilyen helyzetben, akkor annak elektronszivo hatédsa miatt
lecsokken a ligandum bézicitésa. Ha a szubsztituens Ry-pozicidban van, akkor a
fent emlitett okok miatt a ligandum bazicitésdban nagyobb mértéka vatozast okoz.
Minél hosszabb az Ry akillanc, az egyre nagyobb hiperkonjugalé hatéds miatt anna
inkabb megnd a bazicitas, és a fenilcsoport okozta csokkenés is nagyobb, mint az
Rc szubsztituens esetén.

Jol ismert a ligandum bézicitasa és a képzddd komplex stabilitasa kozotti
dsszefliggés™ gy nem meglepd, hogy a szubsztituens a fémkomplex stabilitéséra
is hatast gyakorol. Munkankat megeldzOen fokent a Fe(lll)-, és Al(Il1)-ionok
esetén, és néhany esetben a Cu(ll)-ionnal torténtek foleg tanszéki vizsgaatok a
szubsztituenshatéssal kapcsol atban.

" “A”-val mindig ateljesen deprotondlt ligandumot jelljiik.
17



Bioldgiailag aktiv hidroxdmsavak és modelljeik kdlcsdnhatasa kétérték( fémionokkal

A Fe(lll) és Al(Il) esetén azt kaptédk, hogy a monohidroxamsavakka igen
stabilis komplexek képzddnek. Az 1:1 Osszetétel monohidroxamé komplexek
esetén  elektronkildd szubsztituensek Rc  helyzetben kissé, Ry pozicidban
szamottevdbb mértékben novelik meg a stabilitést. Az elektronszivé fenilcsoport
esetén a ligandum bazicitasa alapjan varthoz képest joval nagyobb stabilitéstiak a
komplexek. Ezt ugy értelmezték, hogy a kialakul6 konjugdlt eektronrendszer miatt
kedvezobb elektroneloszlasra nyilik lehetbség. Az dtalunk is vizsgdt PYRha
esetén a protondisszociacios dlanddja adapjan varttdl stabilisabb komplexek
képzodesét figyelték meg. A komplexek nagy stabilitésat ebben az esetben is a
gyarQ p-elektronjainak részvételével kialakuld igen kedvezd elektronel oszlassal
magyarazték. Az 1:2 és 1:3 ardny komplexekné — foleg nagyméret(l szubsztituens
esetén — a sztérikus hatésok is jelentdsek.

A Cu(l)-Bha rendszer esatén az Ahahoz hasonl6an ugyancsak ESR
mérésekkel bizonyitottdk a hidroximéto-kelét |étrejottét, de a képzodd [CuA]™ és
[CuA,] komplexek rossz oldékonysaga miatt a rendszert olddszerkeverékben
tanulmanyoztak.*® Vizsgéték a heterociklusos PY Rha komplexképzését is. Nagy
stabilitésti mono- és biszkomplex képzddott, és a [CuA,] komplex méar pH = 7-re
elérte a maximalis koncentréciot.*

A metalloenzim inhibicios hatas modelezése szempontjdbdl érdekes
szubsztituenshatéast tehat nem vizsgaltak részetesen a 3d>*° kétértéka fémionokkal .
Ezért hét kilonbdzd monohidroxamsav kolcsbnhatasat tanulmanyoztuk ezen
fémionokkal, megvizsgalva, hogy az elektronkildd, ill. elektronszivd csoportok
hogyan tudjak befolyasolni a hidroxamato-kelat stabilitasat ezekben az esetekben.

A tébb hidroxamsavcsoportot tartalmazo vegylletek a kilonbdzd fémionokkal
stabilisabb komplexeket képeznek, mint a monohidroxdmsavek, de pl. a
trihidroxamsav komplexek stabilitési alanddit nem lehet kdzvetlenll Gsszevetni a
monohidroxamsavak triszkomplexei esetén kapott alandokka, mert més a
mértékegységuk. Viszont a monohidroxamsavakhoz képesti nagy stabilités jol
tikrozodik a szabad fémion koncentracidjdban, a pM értékében. PI. a Fe(l11) esetén
pH = 7-n 140° mol/dm® ligandum és 240° mol/dm® Fe(lll) koncentrécié mellett
az Aha esetén a pM = 18,3, a DFB esetén 27,5; vagyis a sziderofornd jéval
kevesebb fémion marad szabadon.*®’

A di-, ill. trihidroxamsavak esetén a funkciés csoportokat Osszekotd lanc
szerkezete és hossza bizonyitottan befolyasolja a képz6dd komplex Osszetételét és
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stabilitasét, ugyanis ezek a tényezOk szabjak meg azt, hogy milyen a kelétképzd
csoportok térbeli elhelyezkedése. Ugyanakkor a képzddd komplex geometriga és
stabilitéasa természetesen a fémion karakterétdl is fiigg. > %>

Dihidroxdmsavak esetén, ha az Osszekotd alifas szénldnc hianyzik, pl. az
oxddihidroxamsavban, a ligandum visdkedése eléggé €etérd a hosszabb
szénlancliakétdl. A Fe(lll) esetén IR mérések alapjan azt va oszinlsitették, hogy az
1.1 fém-ligandum aranyu komplexben a karbonil-oxigének koordinaddnak, 2:1
arany esetén pedig az oxddihidroxamsav mindkét csoportja hidroxamatszerlen
koordindodik egy-egy fémionhoz.*® Ni(l1)- és Cu(ll)-ionok stabilis komplexeket
képeznek ezzel a dihidroxdmsavval, ami hidroxamét-(N,N)-kelat |étrejottéhez
kothetd. A Cu(ll) esetén polimer részecskék képzodését is leirtak.”’

K{lonbozd hosszlisagu Osszek6td aifas lanc (<(CH,)—) esetén a fo kérdés az,
hogy képese a dihidroxdmsav mindkét funkciés csoportjaval ugyanazon
fémionhoz koordindédni. Martell és munkatérsai kimutatték, hogy az Osszekotd
szénldnc hosszénak novekedésével n = 6-ig a legtébb fémion komplexének
stabilitésa ndvekszik, de e felett a stabilitasndvekedés méar nem jelentkezik, vagyis
a koordinécidhoz legidedlisabb a hat metiléncsoportot tartalmazé aifés lanc.
Raymond és munkatérsai fontos tényezdnek tartjdk a lanchosszon kivil a
hidroxamétokhoz kapcsol6déd csoportok sztérikus hatését is® Crumbliss N-metil
szubsztitudlt dihidroxamsavak esetén kimutatta, hogy abban az esetben, ha a két
hidroxamétot hét metiléncsoportnd kevesebb kéti Gssze, akkor Fe(lll)-ionnal
kéthidas, kétmagv [M,A,]*" dsszetétell komplexek jonnek létre. Csak ha ettdl
hosszabb az alifas lanc, akkor képzodnek [MA]" komplexek, és ligandumfelesleg
mellett [M,A;] részecskék, melyekben a harmadik dihidroxdmsav hidkeént kot
dssze két [MA]" egységet, igy tditddik az oktaéderes koordinécids szféra® A
természetben megtaldhatd dihidroxdmsavak is, pl. a rhodotolurinsav, ilyen
kétmagvu [M,A;] komplexek képzddésével tudjdk teljesen teliteni a Fe(lll)-ion
koordin&cids szférgjat.

Tanszéki vizsgdatok ugyancsak azt mutattak, hogy nonano-dihidroxamsavval
(H(CHy)) lépcsbzetesen |ejétszodd folyamatokban [MAH]" és [MA] Gsszetétel
Cu(I)-komplexek jonnek létre, mig a Ni(ll)-ionnal az eldzOekben emlitettek
mellett [M,A3]* komplex képzodését is leirtak.*

A Tanszéken tanulméanyoztak olyan dihidroxamsavakat is, melyekben a
szideroforok legtobbjénd is megfigyelhetd peptidkdtés taldlhatd az Osszekotd
szénlancban. A peptidkotések merevitik a szénlédncot, igy ahhoz, hogy egy adott
fémionhoz koordindddni tudjon a ligandum mindkét hidroxaméatja, az difés
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lanchoz  képest hosszabb  szénldncra  van  szikség.®®® A vizsgdt
dihidroxdmsavakban, melyekben alancban |évd atomok szama 10 ill. 14, és két-két
peptidcsoportot tartalmaztak, a lanc hossza elegenddnek bizonyult ahhoz, hogy a
Fe(Ill), Cu(ll), Ni(ll), Zn(I1), Co(ll) esetén biszhidroxamato [MA] komplexek
jojjenek létre, ill. az oktagderes komplexeket képzb fémionokka [M,A;] részecske
képzodését irték le® Didkkéri munkémban bizonyitottuk, hogy az ezektdl az
amenetifém-ionoktdl  nagyobb  méretd  Ca(ll)-ionhoz a fent emlitett
dihidroxdmsavak kozil a révidebb szénlancd csak “monohidroxdmsav”-szerlien
koordind 6dik, mig a hosszabb szénlanciival biszhidroxaméto [MA]" komplex jo6tt
|étre.

A természetes trihidroxdmsav  tipusi  szideroférok  kozll  leginkabb
tanulményozott a DFB. Fe(lll)-ionna — ahogyan mér tobbszor is leirtuk — igen
nagy stabilitasi komplexet alkot, pH ~ 2-re mindharom hidroxamét koordinacigja
megtorténik. Ebben a ligandumban a hidroxamsavcsoportok kozétt a lancban 9-9
atom van, és a molekula mindharom hidroxaméatja egyidejlleg koordindddik a
Fe(lll)-ionhoz.**** A Tanszéken vizsgdték a DFB komplexképzését egyebek
kézott Cu(ll), Ni(ll) és Zn(ll)-ionokkal is** A DFB hidroxamétcsoportjai a pH
emelésével |épcshzetesen koordindldnak a Ni(ll)-, és Zn(I1)-ionokhoz, majd pH =
11 felett a termindis aminocsoport deprotonalddasa is megtorténik. A Cu(ll)-
ionhoz a harom hidroxamatcsoportbdl maximalisan csek két hidroxamat tud
koordindodni, a szabadon maradd harmadik csoport egy mask Cu(ll)-ionhoz
kotodik, igy dimer részecske képzGdik, melynek létezését ESR mérésekkel
egyértelmlen bizonyitotték.”” A DFB az 55 pm &mérgjd Fe(lll)-ionhoz ill. a
hasonl6 méreti fémionokhoz illeszkedik legidedlisabban>*® a nagyobb méretl
alkaifoldfém-ionok esetén (Mg(l1): 72 pm, Ca(ll): 100 pm) az tsszekttd szénldnc
hossza nem eegendd ahhoz, hogy a ligandum teliteni tudja az oktaéderes
koordinacios szférat, a Ca(ll)-ionhoz maximdisan egy, a Mg(ll)-ionhoz két
hidroxamsavcsoporttal képes koordindddni a DFB >

Természetesen egy hidroxamsav tipusi vegyiletben egyéb donoratomok (pl.
oxigén, nitrogén, kén) is jelen lehetnek. Az utdbbi években az aminosavak
hidroxamsav szarmazékainak tekinthetd aminohidroxamsavakat vizsgdjak egyre
intenzivebben. Ezekben a vegyiletekben kilonbdzd pozicidban aminocsoport is
taldhat6 a hidroxamat mellett.®* A figyelem kdzéppontjéba feltenetben azért kerilt
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€z a vegylletcsalad, mert ugyan szintetikus vegylletek, de foleg az a-
szarmazékok, a természetes anyagokhoz kozel dloak, és leirtdk lehetséges
akamazasukat kemotergpidban, valamint fémion transzport folyamatok
modellezésére is haszndhatok.®" Ahogyan azt a 2.2. Fejezetben a hidroxdmsavak
sav-bézis tulgdonsigainak jellemzésekor leirtuk, az aminocsoport és a
hidroxdmsavcsoport disszociécidja egyméssal éfed.”® Az aminohidroxamsavak
esetén a hidroxamat (0,0) koordinécié mellett/helyett (Namino,Nhigroxama) tipusl
kelét is létrgiOhet, igy ezek az aminohidroxdmsavak j6 komplexképzbi lehetnek a
nitrogén donoratomokat is kedvel® fémionoknak, pl. Cu(ll)-, Ni(ll)-ionnak.®* Az
a-aminohidroxamsavak esetén lehetséges kotésmbdokat az 12. dbra mutatja. Az
(NaminoNhidroxama) kelétgyra kialakulasét eldszér Brown és munkatarsai igazolték
rontgendiffrakcios vizsgdatokkal a Ni(ll)—glicinhidroxamsav 1:2 fém-ligandum
arény komplexe esetén.®®

o \c/—c4o \c/—c/,o\ ,
\C_Ci—‘\ N / \ HZN/ '\ _ /M
/ \'\ L M RN N~oH \ N—0
HN\O/ \ / /

l. . I1.
12. abraa-aminohidroxamsavak |ehetséges kdtésmaodai

Az aminohidroxamsavak komplexképzd sajatsigaval részletesen foglakozik egy
1992-ben megjelent dsszefoglad kozlemény ™ melyben megtaldhatd adatok
tobbsége tanszéki eredmény. A Tanszéken azdta is szamos eredmény szilletett az
aminohidroxdmsavak — foleg a- és b-szarmazékok — lehetséges koordinécios
modjaira vonatkozdlag, kilonbdzd fémionok esetén.®*1%  Osszességében
elmondhaté, hogy az oxigén donoratomokat kedveld +3 oxidacios szamu
fémionok, mint pl. Fe(lll), Al(I), Ga(lll), vaamint Ca(ll), Mg(ll) esetén
kizérolagosan hidroxamét tipusii koordinéci6t tadtak®® viszont a képz6dd
komplexek stabilitésa a megfeleld hidroxamsavéhoz képest kisebb volt. Ez két
tényezovel is magyardzhatd: egyrészt az ammoniumcsoport és a pozitiv toltési
fémion kozott fellépd eektromos taszitédssal, masrészt az aminocsoport
elektronszivd sgjatsdga miatt lecsokkent hidroxamat bazicitéssal, foleg a-
szérmazékok esetén.®>

Egy fémion mind ink&bb kedveli a nitrogén donoratomokat, annd inkabb
megval 6sul a nitrogéneken keresztiili koordinacio.
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A Co(ll) és Zn(ll) esetén aminohidroxdmsavakka dominans az oxigénen
keresztili  koordinacié, de az ammodniumcsoport deprotondlddasidt kovetben
képz6dd [M,As;] kétmagl komplexekben vegyes kétésmoédot valdszin(sitenek,
vagyis a hidroxaméat-oxigének koordinacidja mellett (Na.aminos Nhidroxama) Kel@ is
|étrejon.®

A Cu(ll)-ionhoz az a-aminohidroxamsavak kisebb pH-n a hidroxamét-
oxigéneken keresztil koordindddnak, majd pH = 3,5-5,5 tartomanyban vegyes
kotésmoddal (Id. 12. édbra, 1)) tobbmagvl, CuA:H = 2:2.-1 0Osszetétel
komplexek képzddnek, melyek ESR csendes részecskék.®® Pecoraro és
munkatérsai  szerint  a-aminohidroxamsavakkal 6t Cu(ll)-iont és 6t
aminohidroxamatot tartalmazd korona tipusi vegyuletek jonnek |étre, melyben a
kotésmaod 1. tipust, és a makrociklusban a fémion, a hidroxamét-nitrogén és a
hidroxamét-oxigén vétia egymést.'® Mig a fenildanin-, és triptofan-
hidroxamsavak esetén Dallavelle és munkat&rsat EIMS mérések adapjan a fent
emlitett pH-tartomanyban [CusA,H_J]** vegyes kétésmodi komplexek képzodését
irtdk 1e'® Ezen pH fdett a Cu(ll) a-aminohidroxdmsavakka —képzett
biszkomplexeiben a ligandum a hidroxamat-, és amino-nitrogéneken keresztll
koordindodik, magd a pH = 10 feett képzddd [MA.H_,]° Osszetétell
biszkomplexben az egyik koordindlt hidroxamsavcsoport masodik deprotona 6édasa
révén hidrogénkotés stabilizélja a cisz-geometrig i komplexnek a szerkezetét a 13.
&borén 1&thatd modon.®* H

.
-

7 ]

o o)
S
NN

H, Hop

M?* =cu?* vagy Ni%*

13. &braa-aminohidroxamsavakkal képz6dd [MA,H_;]” komplex szerkezete

A Cu(Il)-b-aminohidroxamsav rendszerekben a koordinacié szintén az
oxigéneken keresztll indul, de a pH emelésével megtorténik a vegyes kotésmodra
val6 &rendezbdés, és jellegzetesen igen nagy stabilitdst tébbmagvi komplexek
képzBdnek szinte kizarolagosan pH = 4,5 felett.'® A Cu(l1)—-b-Alaha rendszerben a
[CusA4H_,)*" Osszetétell komplex képzOdését rontgendiffrakcios mérésekkel is
igazoltak.'®’
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Pecoraro és munkatarsar munkga révén elfogadottd vat a b-amino-
hidroxamsavak esetén, hogy |érejon egy négy Cu(ll)-iont, négy ligandumot
tartalmazo egyseg, melynek a kozepébe be tud kétddni az 6todik Cu(ll)-ion, a 14.

doran 1&hatdé modon, ill. ak& mas fémion

is'%° Az aszparaginsav-b-hidroxdmsav esetén N* /

a négymagvi  [CuAH,]*  komplex N/CU\O,N\ N,

képzodését irtak le korabban a Tanszéken.™*® S N_4_7N\,
A Ni(ll)-ion esetén az a-amino- N/ / \

hidroxdmsavak szinte kizarélagosan mindig a D N

nitrogéneken keresztll  koordindddnak  a / \H2

fémionhoz, és a képzddd biszkomplexek nagy

stabilitdstiak,  jellemzden  siknégyzetes 14 4bra

geometriguak. pH = 9 felett a 13. abran Cu(ll) —b-aminohidroxamsav
|athato  reszecskehez hasonlé  szerkezetdl rendszerekben képz&dd dtmagva
komplexet ~ vaoszindsitettek.® A b- komplex ltal &nos szerkezete
hidroxamsavak komplexképzése ezzel a

fémionnal az a-szarmazékokkal vald hasonlésagot mutat.

Abban az esetben, ha az aminohidroxamsav oldalancéban kelatképzd
donorcsoport van, a lehetséges kétésmodok szama az 12. doran |athatokhoz képest
bdvilhet, amennyiben az oldallancbeli donoratom részt vesz a koordinécidban. Az
oldallanc komplexképzésre gyakorolt hatésat leginkabb Cu(ll)-, Ni(ll)-, Zn(I1)-
ionok és fenilaanin-hidroxdmsav, tirozinhidroxdmsav, metionin-hidroxamsav
(Metha), argininhidroxamsav, DOPA-hidroxamsav, Lysha és hisztidinhidroxamsav
esatén  vizsgdték BeeI3 MBS Ay olddlancban  1évd  donorcsoport
koordinécioban val részvételét viszont csak néhany esetben figyelték meg, pl. a
Hisha imidazol-nitrogénje a hidroxamét-oxigének mellett koordind édik a Cu(l1)'*°
és Mo(V1)'*® esetén kis pH-kon, valamint a DOPA-hidroxdmsav fenolé&-oxigénje
nagy pH-n képes kotédni a Cu(ll)- és Zn(l1)-ionokhoz.**

Néhany, elsdsorban oxigén donoratomot kedveld fémion (Fe(lll), Al(III),
Mo(VI)) esetén az oldalancbeli aminocsoport hatésat is tanulmanyoztak. A
vizsgdlt ligandumok a Dampha, Dambha és Lysha (Id. 1. dbra) voltak. Az talaték,
hogy a lancvégi aminocsoport nem koordind odik egyik fémionhoz sem, és minél
kozelebb helyezkedik & a termindliis aminocsoport az a-aminohidroxdmsav-
csoporthoz, egyre inkdbb csokken a ligandum bazicitésa, és igy egyre kisebb
stabilitéast komplexek képzodnek. '

81,100
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Mivel az a-aminohidroxamsavak oldallancbeli aminocsoportjanak hatasat
nitrogén donoratomokat kedveld fémionok esetén jelentdsebbnek reméltik, ezért
tanulmanyoztuk a Dampha, Dambha és Lysha ligandumok komplexképzését
elsdsorban Ni(Il) és Cu(l1)-ionokkal, ill. egyéb atmenetifém-ionokkal is.

Vegyes ligandumi komplexek  képzddésének lehetbségét  egyszerQ
hidroxdmsavak (egyéb koordind6do donorcsoportot nem tartalmazd szarmazékok)
esetén az irodadomban még nem vizsgdtak. Viszont bizonyos amino-
hidroxamsavak elsdsorban Cu(ll)-ionna akotott vegyes ligandumi komplexeit
vizsgdlték aminosavak,™ % ill. dien™ jelenlétében. Az aminosavak esetén
kapott eredmények 6sszhangban vannak a vegyes ligandumi komplexek
képzOdésére vonatkoz6 dAtaldnos szabalyszerGségekkel, miszerint:  nincs
szamottevd komplexképzés, ha a ligandumokkal képzddd torzskomplexek
stabilitasa, ill. geometrigja nagyon €eltérd; és ha a képzbdés pH-tartomanyuk
ekilondl, akkor ezen pH-tartomanyok kozott képzodik vaamennyi vegyes
komplex.*" Legujabban a Cu(ll)-Hisha/Metha-dien rendszerek kapcsan Kurzak és
munkatérsai  vegyes ligandumu rendszerek vizsgdatédra vonatkozé munkénkat
kovetben vegzett pH-potenciometrias, |athatd spektrofotometriss és ESR
eredményelk alapjan megdlapitottédk, hogy Otds koordinaciés szami vegyes
ligandumt komplex képzbdik, melynek geometrigja enyhén torzult négyzetes
piramis. A komplexben a dien harom nitrogénje az ekvatorialis sikban taldhato, és
az aminohidroxamsav az amino- és a hidroxamét-nitrogénen keresztil
koordindodik a fémionhoz, az egyik nitrogén ekvatoridis helyen, a mask
axidisan.'*®

A metalloenzim inhibiciés hatas tanulmanyozasdhoz a monohidroxamsavak
vegyes ligandumi komplexel jobb modellek a torzskomplexhez képest, viszont az
irodalombdl hianyoznak ilyen jellegl vizsglatok. Munkank célja ezért az is volt,
hogy miné toébbfde ligandum esetén vizsgaljuk meg a vegyes ligandumd
komplexek kialakulasanak lehetdségét atmenetifémrionok és monohidroxamsavak
jelenlétében.

2.6. A Fe(l1) komplexképzésének altalanos j ellemzése

A Fe(ll)-hidroxdmsav rendszerek tanulmanyozasa egyik fo célja volt a
munkanknak, viszont az irodaomban ezekre a kolcstnhatasokra vonatkozo
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vizsgalatok igen hianyosak. Az irodalomban megtaldhatd oldategyensilyi, ill.
ciklikus voltametrias vizsgaatokbdl szarmazé eredmények mellett ezért érdemes
roviden dttekinteni dtaldnosan a Fe(ll)-ion komplexképzésére vonatkozd
informéciokat is. A 3d™'° +2 toltési fémionokkal képzett nagyspinszamu
oktaederes komplexek stabilitésa egy adott ligandum esetén dtaldban koveti az
Irving és Williams dlta leirt, a fémionok sugaranak vétozésava kozel dlentétes
sorrendet,"® mely a kovetkezd:
Mn(I1) < Fe(Il) < Co(ll) < Ni(I1) < Cu(ll) > Zn(I1)

Vahaté tehdt, hogy a Fe(ll)-hidroxdmsav rendszerekben képzddd komplexek
stabilitas dlandoi a megfeleld Co(ll)-, és Mn(I1)-komplexekre vonatkozé alandok
kozotti értéklek.

JAl ismert, hogy oxidativ kortilmények kozott a Fe(ll) kdnnyen oxida odik vizes
oldatban Fe(ll1)-ionng, ami megneheziti az oldategyensilyi vizsgdlatokat. Az
oxidacié savas oldatokban lasst, de a pH emelésével a Fe(lll)/Fe(ll) rendszer
redoxipotenciélja negativabba valik, és a Fe(ll) oxidécioravald hajlama megnd.**°

A legtobb Fe(ll)-komplex oktaéderes, de haogenidekkel, pszeudo-
halogenidekke tetraéderes komplexeket akot ez az ion.* A Fe(ll)-komplexeket
lehet spektrofotometridsan vizsgdni, enyelésik az IR-tartomanyhoz kozel esk
(I mx ~ 900-1000 nm) és molais abszorbancia értékik igen Kkics
(Ema~ 1-2 M'cm™), tovébba szamottevd kilonbség a tetraéderes és oktaéderes
komplexek spektruma kézott nincsen.™’

A Fe(ll)-iont elsdsorban nitrogén donoratomot tartalmazé  ligandumok
stabilizaljak (pl. bipy, 1,10-fenantrolin), és ezekben az esetekben a Fe(l11)/Fe(ll)
redoxirendszer elektrodpotencigja joval pozitivabb, mint az oxigén donoratomokat
tartalmazd ligandumok esetén. Altaldban elmondhat6, hogy a Fe(ll)-komplexek
kisebb stabilitastiak és kinetikailag labilisabbak a megfeleld Fe(l11)-komplexeknd,
areativ toltésbeli kiilonbség miatt.*

A hidroxamsavakka csak a Fe(I1)-DFB, ill. —Aha rendszer esetén taldhatok
bizonyos oldategyensilyi adatok a méar emlitett 1963-as Schwarzenbach
kézleményben.” Mindké hidroxdmsav esetén meghatérozték a képzodd
komplexek Osszetételét és stabilitésdt 20 C°-on, 0,1 mol/dm*-es NaNOs-os
kozegben.

A Fe(l)-hidroxdmsav kolcsonhatasra vonatkozilag informaciét nyujthatnak
elektrokémiai (pl. ciklikus voltametrias) vizsgdatok, mert a [Fe(l11)-A]/[Fe(l1)-A]
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redoxirendszer elektrodpotenciganak meghatarozasaval algbjreny-a) ismeretében a
[Fe(IN-A] komplex stabilités allanddja kiszamithat6 a 2. egyenlet alapjan:

- 0,050ig LEUAL o
ey A]

A kiilonbozo trihidroxamsav esetén kapott irodami adatok szerint 19D eqiy-a; ~ 30,

és eo[Fe(|||)_A]/[|:e(||)_A] értéke atalaban 043V (pH = 7) Ezek alapjén egy Fe(”)-

triszhidroxaméto komplex Igb értéke 10 koriili.*>>181%°

Természetesen az elektrodpotencid értéke sok tényez6tdl flgg, mint pl. a
kornyezet hidroféb jellegétdl, a koordindl6dd donorcsoportok szamétdl, vegyes
ligandumi komplexképzddéstdl, ligandumhidrolizistdl és alapvetden fligg a pH-
tol. "

Crumbliss és munkatérsai eredményel azt mutattak, hogy a triszhidroxamato
vaskomplexek elektrodpotenciga a ligandumban taldhat6é hidroxdmsavcsoportok
szdmétdl is fugg, a trihidroxdmsavaktdl a monohidroxédmsavak felé haladva az
elektrodpotencidl értéke egyre pozitivabb, ami miatt a Fe(ll1) egyre kénnyebben
szabadulhat fel redukcidval a Fe(l11)-komplexbdl. '

Mivel az irodalomban a Fe(ll)-hidroxdmsav rendszereket kozvetlen pH-
potenciometrias mérésekkel alig vizsgaltak, de bioszervetlen kémiai vonatkozasuk
miatt azok érdekesek lehetnek, ezért célul tOztuk ki modell hidroxamsavak és
termeszetes hidroxamsavak (mint pl. DFB, koprogén, dimerumsav) Fe(ll)-ionnal
val 6 kdl csonhatasanak ol dategyenstilyi vizsgal atat.

20 — 20
Areqiny AllFe(1)- Al ™ Are(n,0). [ [[Fe,0),
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| 3. KISERLETI KORULMENYEK ESVIZSGALATI MODSZEREK

3.1. Felhasznalt vegyszer ek

A felhaszndlt ligandumok nagy részé&t a Sigma, Fluka vagy az Aldrich cégektdl
szereztlk be, a desferrioxamin B (DFB) pedig a svgci CIBA GEIGY cég atal
gyartott Desferal gyogyszer hatGanyagaként dlt rendelkezésiinkre.

A propanohidroxdmsav (Pha), a hexanohidroxamsav (Hha), az N-metil-
acetohidroxdmsav  (MAha), vadamint az N-fenil-acetohidroxamsav (PhAha)
monohidroxdmsavakat a megfeleld észterekbdl hidroxil-aminnal standard eljérassal
a dublini (University of College Dublin, irorszég),® az N-metil-N-hidroxi-N-[3-
(N-metil-N-hidroxi-karbamoil)-propil]-heptén-1,7-dikarboxamid  (2,5-DIHA), az
N-metil-N-hidroxi-N"-[3-(N-metil-N-hidroxi-karbamoil)-propil]-hexan-1,6-
dikarboxamid (3,4-DIHA), az N-metil-N-hidroxi-N"-[3-(N-metil-N-hidroxi-
karbamoil)-propil]-pentan-1,5-dikarboxamid  (3,3-DIHA) dihidroxamsavakat a
lisszaboni (Instituto Superior Téchnico, Portugdia) egyetemeken szintetizatak.'*
Az a-daninhidroxdmsavat (a-Alaha)?* a 2,4-diamino-N-hidroxi-butan-amid
(Dambha),'**  2,3-diamino-N-hidroxi-propan-amid ~ (Dampha)'®*  diamino-
hidroxdmsavakat a Debreceni Egyetemen készitették. Ugyancsak a Debreceni
Egyetemen nyerték ki a Penicillium chrysogenum gomba dtal termelt koprogén és
dimerumsav Fe(l11)-komplexét.'*

A pH-potenciometriés meérésekhez a ligandumokbdl (a koprogén és
dimerumsav kivételével) tovabbi tisztitds nékil, beméréssel tdrzsoldatokat
készitettiink. A mintakban (illetve a torzsoldatokban) a ligandumok tisztasagat és
az oldatok pontos koncentracigja a ligandumok titrdés gorbéének Gran-féle
linearizél aséval®® hatéroztuk meg.

Mive a fent emlitett gombatérzs a koprogén és a dimerumsav Fe(lll)-
komplexét dlitja €ld, a vizsgdataink megkezdése €l6tt a ligandum kinyeréséhez a
vasat € kellett tavolitanunk a komplexbdl. A vastdanitést az irodalomban leirt
oxinos modszerrel végeztik,”** melynek lényege, hogy a vasat oxind komplexbe
visszik & a koprogénre nézve kb. kétszézszoros oxin feledeg mellett, mgd atiszta
koprogént extrakcioval vaasztjuk € a Fe(lll)-oxinéttdl. Az igy kapott koprogén

s~ s s s

27



Bioldgiailag aktiv hidroxdmsavak és modelljeik kdlcsdnhatasa kétérték( fémionokkal

és a kapott eredményeket dsszevetettik az irodalmi adatokka,*® melyekkd jo
egyezést taldtunk.

A fémtorzsoldatok alt. mindségd MnCl,xH,0, CoCl,%H,0, CuCl,»2H,0,
NiCl,%H,0 (Reanal) kétszer desztilldlt vizben, valamint ZnO, FeCl; és szilard vas
(Reand) ismert mennyisegl sosavban valo feloldasdval késziltek. A sbsavra a
fémionok hidrolizisének visszaszoritasa miatt volt szilkség, ill. a szilérd vas esetén
magahoz a kémiai reakcidhoz is.

A fémtdrzsoldatok pontos koncentracidjanak meghatérozésa a Fe(ll) kivételével
gravimetridsan kinolin-8-oléttal tortént oxindt formgaban, ill. a Fe(l11) esetén oxid
formégjéban.'*®> A FeCl, térzsoldat koncentrécidjanak meghatérozésa oxidimetridsan
KMnO,-tal savas kizegben tortént.*°

A fémionok hidrolizisét a vizsgdati kordlményelk kozott kulén nem
tanulmanyoztuk. Hidrolitikus folyamat mindegyik vizsgadlt fémion esetén
lehetséges,™® viszont az irodalmi adatok szerint csak a Fe(lll) esetén képzodnek
szamottevd mennyiségben mar kis pH-kon is oldékony hidroxokomplexek,
melyekre vonatkozd hidrolizis dlandokat az irodalomban megtaldhatjuk.">” A
szamolasok sorén a Fe(lll)-hidroxokomplexeket rogzitett stabilitési allandokkal
mindig figyelembe vettik. A 2+ toltésh fémionok esetén azért, hogy elkerlljik a
hidrolizist, a mérések megtervezésénd dtadban nem akamaztunk fémion
feledeget a komplexképzOdés mertekének novelésére, ennek elenére az
értékelések sordn vegyes hidroxokomplexet is feltételezni kellett a titrdas
eredmények |leirasahoz.

Az ionerdsséget minden vizsgdati mintédban 1 mol/dm® koncentré&cioja KCl-
oldattal 0,2 mol/dm® értékre dlitottuk be. Titrdloszerként karbondtmentes,
0,2 mol/dm® koncentréciji KOH oldatot haszndltunk, amelynek pontos koncent-
récioja 0,05 mol/dn? kdium-hidrogén-ftaléra (alt., Reanal) hatéroztuk meg. A
koncentralt sav higitasdval késziilt, megkozelitdleg 0,2 mol/dm® HCI mérdoldat
pontos koncentréci¢jat a mar ismert toménységl luggal mértik.

A fémtbrzsoldatok sOsav tartalméa szintén pH-potenciometriés méréssel
hatéroztuk meg.

A Fe(l1)-klorid torzsoldat keszitésekor, ill. mintdhoz val 6 adagolasakor kilonds
gonddal kellett eljarnunk a fémion oxidéciora vald hajlama miatt,'*® ezért sziikség
volt egy oxigéntdl teljesen elzart rendszer megépitésére. igy a fémvas sdsavban
val6 oldasa, majd a kapott oldat szlirése szigortian oxigénmentes korilmeények
kozott tortent. A friss oldatot Schlenk-technikéval szOrtlik a zért tarol 6edénybe. Az
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oldat rendszerben val6 mozgatasa és kimérése tllnyomas segitségével tortént, amit
savas CrCl-ot tartamazé gézmosokon keresztll vezetett argongazza
biztositottunk. A titrdasok dinditésa eldtt a mintékat még kb. 20 percig
argonoztuk, miel6tt hozzamertik a FeCl, oldatot.

3.2. A mérések elvi alapjai

A pH-effektussal jar6 komplexkémia oldategyensilyok vizsgdatdnak igen
dtaldnos kisérleti modszere a pH-potenciometria. A vizsgdat célja a képzddd
asszocidtumok Osszetételének és stabilitds dlanddinak a meghatarozésa. A
deprotondlt ligandumok gyenge bazisok, tehd& a fémiont és protont tartalmazd
rendszerekben a komplexképzddés kompetitiv reakciot jelent a proton és a fémion
kozott. Ezért a pH méréséhdl kovetkeztetni lehet a képzddd komplex(ek)
stabilitésara. A komplexképzOdésre a 3. egyenlet szerinti atalanos egyensily
irhato fel (atoltéseket az egyszerliség kedvéért nem tlntettik fel):

PM+GA+H ge MAH, &)
A képz0dd részecskék stabilités szorzata:
M_ A H

C MIPARH)'
A titrdlds adatokbol a oabilitds szorzatokat a Tanszéken kifejlesztett
PSEQUAD"® nevii szamitogépes programmal szamitottuk ki. Az értékelések soran
komponensként szerepeltek: a fémion (M), a proton (H) és a teljesen deprotondt
ligandum (A). A programban bemend adatként a komponenseken Kivl
szerepelnek természetesen a mintdhoz adott meérdoldat térfogat—pH kiserleti
adatpérok, az asszocidumok (protondt ligandum, fém-ligandum-komplexek és
hidroxokomplexek) szama, az asszocidumok Osszetétele, a komponensek
kiindulési teljes koncentrécidja, az ismert és az ismeretlen (kozelitd) stabilitas
szorzatok és kulonbozd alandok, pl. titrdldoldat koncentrécid, vizionszorzat,
Irving-féle korrekcios tényezd. ™ A program a keresett stabilitas szorzatokat az M,
A és H komponensekre feirt 5-7. anyagmérlegek megoldésaval adja, ahol n a
rendszerben képzddd asszociatumok szamét, p, q, r pedig a sztéchiometriai
egyUtthatokat jeldli. Amennyiben vegyes ligandumu rendszereket vizsgdunk, a
komponensek szama eggye nd a masodik (B) ligandum miatt, igy négy
komponensre irhato fel az anyagmerleg.
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e =[M]+ & pybo IMIPIAIITH]! ©)
i=1

ca =[A]+ & by IMIPIAITH]! ©)
i=1

Gy =[H1+ 8 10y IMIPLATTTHI] Q

i=1

A program az dtalunk feltételezett asszocidtumok és kdzelitd stabilitas szorzatok
figyelembevételével, Newton-Raphson iteracidval végzi a kozelitést addig, mig a
titrdl0 oldatra nézve a S(Vmer—Veanor) €rtéke minimumot ad. (V a titrdo
mérdoldat térfogata) A program minden megadott pH-értékné kiszamolja az
Osszes képzddo részecske egyensulyi koncentrécigjét és az adott pontokhoz tartozo
standard deviécio értékét. Az iteréciGsorozat végén megadja a finomitott stabilitas
szorzatokat, a kisérleti és a szémitott titrdlds gorbék pontjaihoz tartozo
(V met=V samorr) abszol Ut értékeinek dtlagét (ezt nevezzik illesztés paraméternek) és
egy adott komponensre vonatkozéan kirgzolja az asszociaumok koncentraciod
egoszlas gorbgé a pH flggvényében. A dabilitds allanddk kdzésekor a
z&ojelben szerepld szdm az dlandd utolsd szamjegyével azonos nagysdgrend
szerinti standard deviacio értékét jeloli. A feltételezett asszociatumok egy adott
Osszességét nevezzik a rendszer egy modelljének. Az a modell fogadhat6 e, mely
kémiai megfontolasok alapjan értelmezhetd, és amelynél az illesztés paraméter a
legkisebb. Az elfogadott illesztési paraméter mindig kisebb volt, mint 140 cm® A
ligandumok protondodas  dlandoinak meghatarozésara minden esetben a
SUPERQUAD™ nev(i programot haszndltuk, aminek elénye, hogy lehetség van a
ligandum- és a protonkoncentraciok finomitasara is. A koncentrécioel oszlasok
szdmolésa pedig a képzOdott komplexek Osszetételének, stabilitas dlanddjanak,
valamint a komponensek teljes koncentrécidjanak ismeretében a SED™® nev(
programmal tortént.

A pH-potenciometrias mérésekkel nyert informécié igen fontos, de pl. ha két
részecske képzddése azonos pH-effektussal jar, akkor azok nem kil énbdztethetdek
meg ezzel a médszerrdl. Eldfordulhat az is, hogy egy rendszer tobb, kémiailag
redlis modelld is egyforman jol leirhatd. Tovébba, a meghatarozott stabilités
dlandék nem adnak felvilagositést arrdl, hogy a képz6dd komplexekben milyen
kotésmod vaosul meg, milyen a komplex geometriga. Sok esetben megfelel®
modelIrendszerekkel vald Gsszehasonlitéssal kdzvetett informaciét kaphatunk, de
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legtobbszor  kilonbozd  spektrdlis mérések  (pl.  spektrofotometria, ESR)
szilkségesek a hizonyitdshoz, a pH-potenciometrias mérések eredményeinek a
kiegészitésére.

A vizsgdt 30 +2 toltési  fémionoknak a Zn(ll)  kivéteével
elektronszerkezetikbdl kifolyolag jellegzetes d-d &menetekhez tartozd elnyelésiik
van dsdsorban |&hatd hullémhossztartoméanyban.™’ Egy adott fémion esetén az
elektronabszorpcios spektrum elnyelés maximuma (1 ) az élagos kornyezeti
szabdlynak megfelelGen alapvetden fligg a fémionhoz koordindd donoratomok
tipusétdl és a komplex geometrigatdl.**® Spektrofotometrids méréseket elsdsorban
Cu(ll)- és Ni(ll)-komplexek esetén végeztink. Néhany esetben torténtek
vizsgaatok Fe(11)-komplexekke is.

A tetragondlisan torzult oktaéderes geometrigji Cu(l1)-komplexek esetén az °E,
alap- és a *T,, gerjesztett dlapotl energiaszintek felhasadnek és az igy |étrejott
szintek kdzott haromféle d-d &menet |ehetséges. Az amenetek energigat nagyban
befolyésolja a koordindlt donoratomok szama és mindsége, és ezek az amenetek
sokszor egyetlen svva olvadnak 6ssze. Amennyiben nincs szamottevd axidis
koordinéci6, az dtalanos kornyezeti szabdy adapjan Sige és Martin dtal fdirt
empirikus egyenletek™ j6l hasznédlhatok a koordindlt donoratomok megadéséra,
(Id. 8. egyenlet). Nagyszamu spektrofotometrids mérés alapjan szdmos aminosav,
peptid jellemzd donoratomjainak adték meg a meért | . dapjdan az Un.
hozzéjérulési tényezdit (x)."***"

pl. % = 0,460 (NHy)

I =22 (am) 0,346 (COO) )
ax, 0,494 (N=)
=t 0,249 (H,0)

A Ni(ll)-komplexek leggyakoribb koordinaciés szdma 4 és 6. Az oktaéderes
komplexekhez hérom viszonylag kis intenzitast d-d &menet tartozik. A® °T,,
AT, (F), A®°T, (P). A 4es koordindcids szam(, diamégneses,
siknégyzetes Ni(l1)-komplexek spektrumaban nagyobb intenzitast savok talahatdk
(E€mx ~ 50-500 M 'cm™) @ 400-550 nm és 430 nm hullamhosszaknd . ™’

A Fe(l1)-komplexeknek is jellemzd °T,,® °E, d-d &menethez tartozo elnyelésik
van a~900-1000 nm-es tartomanyban. ™"’

A nagy stabilitasi Fe(ll1)-hidroxama komplexek esetén a komplexképzodés
mé& a pH-potenciometridsan vizsgdhatdé pH-tartomany alatt sokszor befejezbdik
(pH < 2), ezét pH-metriass mérésekkel nem lehet stabilitas dlanddt meg-
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hatdrozni,>® viszont ezeknek a rendszereknek a leirasdban a spektrofotometria

ugyancsak jO kiegészitd mddszer. A |&haté hulldmhossztartoméanyban a Fe(ll1)-
hidroxamétokra jellemz0 toltésatviteli sav jelentkezik, a | nx €S €ma Ertéke
egyértelmien a Fe(l11)-ionhoz koordind6dé hidroxaméto-keldtok szamétdl figg,
(Id. 1. tablazat). A kilonbdzd pH-kon (pH < 2 is) felvett spektrumok segitsegével a
kvalitativ kép mellett lehetseges a képzOdott komplexek Osszetételének és
stabilitési szorzaténak a meghatérozésa. Ezeket a szémitésokat is a PSEQUAD™®
programmal végeztik, ahol a pH-metrianal felsoroltak mellett tovabbi bemend
adatként szerepel a rendszerben képzddd szines részecskék szama. Viszont a
bemend adatpérok ebben az esetben aV kon (cn°) és a kiill6nbdz6 hullamhosszakon
mért abszorbancia étékek. Az eredmények kozott a program  a
koncentrécioeloszlés helyett az egyes részecskék moléris abszorbancidit adja a
vizsgdlt hulldmhosszakon.

1. Tablazat A Fe(lll)-hidroxamat kol csdnhatasokat jellemzd toltésatviteli
savokhoz tartozé | ., és moléris abszorbancia (e értékek®

koordind 6d6 I max (NM) €max
hidroxamétok szama (M*em™)
1 510-520 ~1000
2 460-480 ~1800
3 420-430 ~2500
*Hiv. 5.

A tetragondlisan  torzult oktaéderes geometrigd  Cu(ll)-komplexek
paramagnesesek, ami miatt lehetéség van ESR mérések elvégzésére. Az ESR
paraméterek (elsdsorban g, A;) segitségével kovetkeztetni lehet a Cu(ll)
koordinéci6s szférgdban 1évd donoratomok szamara és tipusara, vaamint a
komplex geometrigara. Tébbmagvi komplexek esetében azonban, ha a Cu(ll)-
ionok egymashoz viszonylag kozel helyezkednek el, a komplexek diamagnesesse
valnak, vagyis ESR csendesek.

A kalorimetrias mérések soran a mért elendlldsvltozashdl az elvégzett
elektromos kalibralds segitsegével a folyamat reakciohgjét tudjuk szamolni,
melybdl a komplexképzddéshen résztvevd részecskék anyagmennyiségének
ismeretében a vizsgdt folyamat entalpiavaltozésa kiszamithatd. A mérések sorén
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kapott ellendll4s-idd gorbéket a Dickinson-féle grafikus modszerrel®® értékeltik
ki.

3.3. Alkalmazott eszk6zok, modszer ek éskisérleti kor lmények

A pH-metrias mérésekhez Radiometer pHM 84 pH-médt, Metrohm 715
Dosimat tipusi automata birettat, valamint Metronm 62104130 kombindt
Uvegelektrodot alkamaztuk. A mérdmiszer hitelesitése 0,05 mol/dm® KH-ftalét
oldatra (t = 25°C; pH = 4,008), valamint a vizionszorzat értékére (I = 0,2 mol/dm’;
t=25 °C; pKw = 13,756+0,01) tortént. A pH-mérd atal kijelzett értékek pH értékre
val0 alakitasdt az Irving és munkatérsai dtal javasolt modszerrel végeztiik. ™

Valamennyi egyenstlyi mérésnél a hdmérseklet 25+0,1 °C volt. A méréseket
argon atmoszféra alatt végeztik, ahol az argon egyUttal a keverést is biztositotta.

A kisebb mennyiségben rendelkezésre all6 Dampha, Dambha és koprogén
vizsgdata sorén egy szamitogép ata vezérelt MOLSPIN pH-meter késziléket
haszndltunk, melyhez automata MOL-ACS biretta és egy Metrohnm 60234110
tipusi  kombindlt Uvegelektrod kapcsolddott. A ligandum adagoldsa 1 cn?’
végtérfogatl Hamilton fecskend®bdl tortént. A hasznalt szamitdgépes program
dlandd téfogatl részletekben adagoltatta a lUgoldatot a mintdhoz, mad az
egyensUly bedllasakor feljegyezte az addig hozzaadott 10g térfogatat és az aktudlis
pH-t. Azt az dlapotot tekintettiik egyensilynak, amikor 40 mésodperc aatt 0,002-
nél kevesebbet valtozott a pH.

A Fe(I)-DFB rendszer tanulmanyozasakor, a pH-stat mérések soréan
Radiometer TTT60 titrdort, Radiometer REA 270 pH-stat egységet, REA 160
rekordert, Radiometer pHM84 pH-mérdt, Metronm 62104130 kombinat Uveg-
elektrodot és ABU 80 automata birettat hasznaltunk. Ezeket a méréseket pH =
5,5+0,1 értéken végeztik.

A pH-potenciometridés méréseket a lehetseges pH = 2-11,5 tartomanyban
végeztik (ebben a tartomanyban hanyagolhatdé e a diffuziés potencidok
kllonbsége az akamazott kombindlt Uvegelektréd esetén) ill., ha csapadék-
képzOdést tapasztaltunk, akkor abbahagytuk atitrdlast, a pH-tdl fliggetiendl.

A mérésekhez elkészitett minték 4, 5, 10, ill. 25 cn? térfogatiek voltak a
mérdrendszertdl, valamint a rendelkezésiinkre alo ligandumok mennyisegétdl
fliggBen. Ezekben a ligandum koncentrécidja 240°-840° mol/dm®  kozétt
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vatozott. A ligandumok savi disszoci&cios alandéit kulén titrdasokban, csak a
ligandumot tartalmazé mintakban hatdroztuk meg. A  komplexképzGdés
tanulményozésa soran a mintakban a fém-ligagndum arany 1:1 és 1:10 kozott
vétozott. Altaldban egy rendszer tanulmanyozésa sorén négy-ot ardnynd torténtek
mérések, éslegaldbb 160 mérés pontbdl tortént a szamolés.

A vegyes ligandumi rendszerek esetén 1:1:1, 1:2:1, 1:1:2, 1:2.2 fém-A
ligandum-B ligandum aranyok mellett torténtek a vizsga atok.

A spektrofotometrias mérések sordn a spektrumok felvétele Hewlett Packard
8453 tipusi diddasoros késziléken tortént, a 250-1000 nm  hullamhossz-
tartomanyban. A kivetta ithossza 1 cm volt. A Cu(ll)-, Ni(l1)-, Fe(ll1)-ionokat és
csak egy ligandumot tartalmazo rendszereket dtaldban 1:1 és 1.5 fém-ligandum
aranyok kozott (a kinetikah mérések kivételével), mig a vegyes ligandumu
rendszereket 1:1:1 és 1:21 fem-A ligandum—B ligandum aranyok mellett
vizsgdtuk. A fémion koncentrécidja a mérések soran fémiontdl fiiggden 30—
1,640° mol/dm® kozott vétozott. A vizsgdaok sordn a vizsgdhatd pH-
tartomanyban pH = 0,5 egységenként vettik fel a spektrumokat.

A Fe(l11) esetében késziilt néhany pontonkénti mérésis pH = 0,7-1,3 kdzott. Az
egyedi mintékban a KCl tartalmat fokozatosan HCl-ra cseréve vdtoztattuk a pH-t,
amelynek értékét szamoltuk.

Minden olyan rendszer spektruméat, mely oxigénre érzékeny (pl. Fe(ll) - DFB),
egy gumiszeptummal Ol lezérhat6 tandem kivettdban vettik fel. A kivetta egyik
agdba kerllt a ligandum (pl. DFB oldat), a mask agaba a pH bedlitésahoz
szilkséges, szamolt mennyiségl lugoldat, vagy pufferoldat. A kivetta lezarasa,
majd mindké& &g — gumiszeptumon &tszlrt injekcios tl segitségével torténd —
kiargonoztatésa utén, a szilkséges harmadik oldatot (pl. FeCl,) egy injekcios tlin
keresztill jutattuk be a kiivettdba, majd a két agban |évd oldatokat tsszekevertik és
felvettik a spektrumot.

Kinetikai mérések soran a fent emlitett tandemkivettat haszndltuk. A felvett
abszorbancia—dd gorbéket a spektrofotométer sgjdt szamitdgépes programja
segitségével ertékeltik ki.

A kalorimetrias vizsgalatok LKB 8700 tipusi késziléken késziltek ampullas
technikéval. A vizsgdat célja a Cu(ll)-B ligandum komplex és Aha, ill. KOH
kozott lejaszddd kémiai reskcid entapiavatozédsanak a meghatarozésa. A
mérdedényben ehelyezett Cu(ll)-iont és B ligandum oldatot (25 cnt,
Cieug) = 3,040° mol/dm®, pH = 10) és az ampullékban elhelyezett Aha ill. KOH
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3.3. Alkalmazott eszkdzok, modszerek és kisérleti korilmények

oldat koncentracigjat és pH-ja gy alitottuk be, hogy a két oldat elegyitésekor
gyakorlatilag egyetlen folyamat, a [CuB] + Aha ill. [CuB] + OH legyen a
hoeffektus meghatarozoja.

A Cu(I)-komplexek ESR spekrumait Varian E9 spektrométeren, 9,15 GHz-es
frekvenciand, 120 K hdmérsékleten vettik fel pH 2-11,5 tartomanyban az Sassari
(Universita di Saessari) Egyetemen. A mérések soran a Cu(ll) koncentrécidja
540° mol/dn?, a Cu(ll)igandum arény &ltaldban 1:1, 1:2, a vegyes ligandum
rendszerek esetén a Cu(l1)-A ligandum-B ligandum ardny 1:2:1 volt.

Gézkromatografias méréseket haszndtunk a  Fe(ll)-DFB  reakcid
tanulmanyozésanal, annak a kérdésnek az eldontésére, hogy a reakcié folyaman
képzbdik-e H, géz, ezért az oldat folotti térbdl vettink mintét és azt injektatuk a
GC készlllékbe. A vizsgdathoz 1,8m x 2mm rozsdamentes kolonnaval felszerelt
HP 5890 I1. gazkromatogréfot haszndtunk. A kolonna tltete: 13 x molekulasz(rg;
szemcseméret: 60/80; kolonna homérséklet: 30 °C, vivogaz: N,, 80 cmS/perc;
injektdlas mod: fecskendd; mintatérfogat: 100 mi; detektor: TCD 120 °C;
injektaléas hdmeérseklet: 80 °C. A kalibracio sorén 0-1 V/V%-ban H,-t tartalmazd
Ar gazkeverékeket hasznéltunk. Az adott Kisérleti korilmeények mellett 1 V/V%-t
H,-t és 10 VIV% Ar-t tartalmazd levegds mintakka hataroztuk meg a retencids
idoket, melyek a kovetkezdnek adodtak: H,: 0,29 perc (pozitiv csics), Ar: 0,45
perc (negativ cslics), O,: 0,48 perc (pozitiv cslcs).

A 'H NMR spektrumok felvétele Brucker AM 360 tipusi spektrométeren
tortént. A mintdk D,O oldészerrdl késziltek, a pH-t (pD-t) pedig NaOD és DCI
oldatokkal dlitottuk a megfeleld értékre. Referenciaként TSP-t (trimetil-szilil-
propan-szulfonat) haszndtunk.

A kapillaris elektroforézis vizsgalatok Hewlet Packard 3D késziiléken torténtek.
Az evdasztd kvarckapillaris (Polymicro Technology) 64,5 cm x 50mm méretd, az
akamazott feszlitssg +25 kV volt. Az evdasztdé kapill&ison torténd
spektrofotometriés detektalast 200 és 220 nm-en végeztik. A mintabevitel hidro-
dinamikus médon tortént (100 mbars). Az elektroferogramokat ChemStation 7.01
programmal értékeltik ki. A vizsgdatokhoz 1,67 g/dm® koncentr&cioji DFB-t,
1,67 g/dm® koncentréciéji MES+t, és 6,67 g/dm® koncentréciji DFB-t, MES-t és
reakcidterméket egylttesen tartalmazo oldatokat haszndltunk. Pufferelektroliként
25 mM Na,HPO, oldat szolgdlt (pH = 9,1).
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4, Eredmények

4. EREDMENYEK

4.1. A vizsgélt rendszer ek kivalasztasa

A Bevezetésben kifejtett témavalasztésnak megfelelfen a  kovetkezb
szempontok alapjan véasztottuk ki a tanulmanyozott rendszereket:

1. Az iroddomban megel6zden nem tanulmanyozott, a mikroorganizmusok
vas metabolizmusdban bizonyitottan szerepet jatszd Fe(ll)-hidroxamat
kolcsonhatésok minél szélesebb korl vizsgd ata.

2. ,Hidroxdmsavak, mint metalloenzim inhibitorok” kérdéskér aaposabb
felderitése érdekében a kérdéses metaloenzimek aktiv centrumaban
potencidisan megtaldhatd  kétértékd  amenetifém-ionok  (3d7*°) és
hidroxamsavak kozotti kolcsonhatasok tanulmanyozasa.

Ezen szempontok aapjan a vadasztott ligandumok természetes és szintetikus
hidroxamsavak voltak, ill. més csoportositéss szerint mono-, di- és
trihidroxdmsavak; a vizsgdlt fémionok 3cP°, +2 toltési &menetifém-ionok, ill.
bizonyos esetekben az Gsszehasonlitas érdekében Fe(ll1) is.

4.2. A vizsgélt hidroxamsavak savi disszociéciés allanddinak meghatar ozasa

Az oldategyensulyi vizsgdatok elsd |épeseként minden rendszer esetében pH-
potenciometrias modszerrel meghatédroztuk az adott ligandum savi disszociacios
dlandoit. Amennyiben a mérés korilmenyeink kozott mar korabban meg-
hatéaroztak ezen dllandodkat, akkor az dtalunk kapott értékeket mindig Osszevetettilk
az irodalmi adatokkal 0*>*3#1°M10 melyek valamennyi esetben jO egyezést
mutattak (+0,06 |g egységen belll). A meghatdrozott allanddkat a 2. téblazat
foglaja 6ssze. (A ligandumok képlete az 1-2. dbrékon lathatdk.)

Az lrodami éttekintésben ismertetettek szerint a monohidroxamsavak a
mérhetd pH-tartoméanyban egy disszocidbilis protont tartalmaznak, és a
disszoci&cios adlandd értékét befolyasoljék a funkcids csoporthoz kapcsol 6do
szubsztituensek. A tanulményozott monohidroxamsavakat a szubsztituensek
alapjan harom csoportba oszthatjuk.
= Ry-pozicioban hidrogén van (primer hidroxamsavek): Rc: —CHs (Aha),

—CH,—CH; (Pha), {CH,),—CH3 (Hha), —Ph (Bha).
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» Ry-poziciéban nem hidrogén van (szekunder hidroxamsavaknak): R;: —CHs,
Rc: —CH3z (MAha); Ry: —Ph, Rc: —CH; (PhAha).

» A heterociklusos analég PYRha a funkciés csoportot aromas gyQr(ben
tartalmazza.

2. Tablazat A vizsgalt hidroxamsavak disszociacios dlandoi
(t=25°C, | =0,2 mol/dm® (KCI))

K, l‘e—ﬁH;{ 'l”A] HA ge H" + HuA

név pK név pK 4 pK 2 pK 3
g|Aha  [9271) | . |a-Alahal 734D | 916(1) -
% | Pha 9,34(1) g | b-Alaha 832(1) | 959(2) -
&|Hha |941(1) | § |Dampha | 640(3) | 7503 | 948(2
g Bha | 870(1) ;é Dambha | 6,01(5) | 836(5) | 10,02(3)
£|MAha | 870(1) | £ |Lysha | 698(3) | 895(3) | 1062(2)
éPhAha 844(1) | £

PYRha | 577(2) | <

név pK 1 pPK, pPK 3 PK4
2,5-DIHA 847(1) | 9,26(1) - -

‘w| 34-DIHA 832(1) | 9,26(1) - -
Al 3,3-DIHA 831(1) | 9,33(1) - -

Dimerumsav 7,801 | 933(1) - -

:g DFB 8,30(1) | 9,00(1) | 946(1) | 10,84(3)
= koprogén 8,00(2) | 9,00(1) | 9,84(2) -

" Dihs. = dihidroxamsavak, "~ Trihs. = trihidroxamsavak

A primer é szekunder monohidroxdmsavak disszociacios dlanddi  nem
kllonboznek szdmottevben egymastdl (8,44-9,41), mig a heterociklusos
szarmazék, a PYRha pK értéke 5,77. A véartnak megfelelGen ezen utdbbi ligandum
a legsavasabb, mert a C-N kétés delokalizat gydrirendszerben van.® Bizonyos
karakterisztikus kulonbségek azonban a tobbi hat ligandum pK értéke kozott is
megfigyelhetdk. Az R. alkillanc hosszénak nodvekedésével nd a szubsztituensek
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4.2. A vizsgalt hidroxdamsavak savi disszociacios allanddinak meghatérozésa

elektronklldd hatasa, kis mértékben megnévelve a bézicitést, viszont a MAha
esetén az Aha Ry-helyzet( hidrogénjéhez képest lecsokken az elektronkiildd hatés,
ezért kisebb a pK értéke az Aha-hoz képest. A fenilcsoport elektronszivo hatésa
révén Ry-, és Re-helyzetben egyarant jelentBsen lecsokkenti a bézicitast, ezért a
Bha és a PhAha esetén a savi disszociacios dlandok értéke kisebb az Aha, ill.
MAha-éhoz képest. Az Ry-helyzetll szubsztituensek hatésa kifejezettebb az R--hez
viszonyitva.

Kulén csoportot  akotnak az egy hidroxdmsavcsoportot —tartalmazo
vegyuleteken belll az aminohidroxamsavak, melyekben kilonbozd helyzetben
—NH;"-csoportot  taldlunk. A két funkciés csoport disszociécios folyamatai
afednek egymassal, és az egyes deprotondodés folyamatokat ténylegesen
jellemz6 mikrodlandokat kordbban a Tanszéken mar meghatérozték az ataunk is
vizsgdlt a-Alaha és a b-Alaha esetén (Id. 2.2. Feezet),”® igy munkénk sorén
ezeknek a ligandumoknak a makrodlanddit hatéroztuk meg.

A diaminohidroxamsavak oldallancdban még egy masodik aminocsoport is
taldhat6 b-, @, vagy e-helyzetben az a-helyzetl médlett. Az a-
aminohidroxdmsavakat jellemz0 ké deprotondddas folyamattd a termindlis
ammoniumcsoport hidrogénjének disszociacidja is afed. pH-metrids mérésekkel
hédrom makrodland6t hatéroztunk meg, melyek a korabbi tanszéki adatokka jo
egyezést mutattak.’**''° Bér az egyes deprotondddasi folyamatokra vonatkozd
mikrodllandokat kilon nem tanulmanyoztuk, de sszehasonlit6 adatok segitségével
bizonyos kovetkeztetéseket erre vonatkozdlag levonhatunk. A Lysha esetén,
tekintve, hogy alizin'® pK értéke 2,15; 9,20 és 10,66; valdszinlsithetjiik, hogy a
pK; és pK, az a-aminohidroxamsav-csoporthoz, a pKs; pedig dontden a lancvégi
ammoniumcsoporthoz rendelhetd. Minél kozelebb van a termindis ammonium-
csoport az a-aminohidroxamét-részhez, a disszociécioja egyre inkabb &fed a
méasik két, egyméssal is éfedd folyamattal. A kolcsonds elektronos hatasok miatt a
Lysha® Dambha® Dampha irdnyba a bézicitasok lecsokkennek, vagyis a pK
értékek egyre kisebbek. A Dampha pK; értéke ettdl a tendencidtdl azonban eltér,
vaoszinleg a ké aminocsoport kozotti  intramolekularis  hidrogénkdtés
szédmottevd volta miatt.

A dihidroxdmsavakban az egyes csoportok egymas sav-bézis sgjasagat
kolcsondsen befolyasolhatjak, egymastdl valé tavolsaguktdl flggden. Ha nincs
semmilyen kolcsonhatas két azonos tipusi hidroxémsavcsoport kozott, akkor a
kapott disszociacios dlandok logaritmusa kozotti kiilonbségnek 0,6-nek kellene

39



Bioldgiailag aktiv hidroxdmsavak és modelljeik kdlcsdnhatasa kétérték( fémionokkal

lenni  statisztikus  tényezoket figyelembe véve™* Az dtdunk vizsgdt
dihidroxémsavakban az 6sszek6td szénldnc elvben kellben hosszt ahhoz, hogy ne
legyen kolcstnhatas a funkcios csoportok kozétt a lancon &, és ha a molekula
szimmetrikus, akkor val6szinGsithet, hogy a csoportok bézicitésa is azonos. Ha a
makrodlandok kozotti kiulonbségek nagyobbak a satisztikus értéktdl, az a
hidroxamsavcsoportok kozotti  kolcsonhatésra utal. Mindegyik —dihidroxamsav
esetén a pK értékek kozotti kildnbségek nagyobbak valamivel 0,6-tdl. Figyelembe
véve a donorcsoportok tavolsagat, ez inkabb téren keresztlli kolcsdnhatés
megval Osul asdra utal, féleg a dimerumsav esetén.

A trihidroxdmsavak kozil a DFB disszociécios dlanddit tobbfée korilmény
kozott, koztik az dtaunk haszndt ionerGsseg mellett és hdmeérsékleten is
meghatérozték mér kordbban,**™ de a koprogén esetén a vizsgdati kérilményeink
mellett nem voltak ismertek az dlandok. Mivel a DFB-ben a vizsgdhaté pH-
tartomanyban Osszesen négy disszocidbilis proton van, négy pK értéket
hataroztunk meg. A harom kisebb &landd (pK 1.3) a hdrom hidroxdmsavcsoporthoz
rendel hetd, deprotona ddésuk a pH = 7-10 tartoményban jatszddik le; a termindis
ammoniumcsoport deprotondlddésa csak pH = 10 felett toérténik meg, donten
ehhez a folyamathoz rendelhetd a pK,.* A hérom hidroxdmsavcsoport egyméastol
elég tdvol helyezkedik e, &n a hozzguk rendet makrodlanddk logaritmusa
kozotti kilonbségek (nagyobb, mint 0,48''%%) bizonyos kélcsdnhatésra utalnak,
ami ebben az esetben is csak téren keresztll valosulhat meg, amit mér korabban is
feltételeztek.” A koprogénben egy dimerumsavnak megfeleld rész taldhato, vagyis
két hidroxamétot dsszekdtd lanchan van egy diketo-piperazin-gydrd, a harmadik
hidroxdmsavcsoport észterkotésen & kapcsolodik a “dimerumsav” részhez, és
mindhdrom hidroxama mellett b-helyzetl kettds kotés van. A koprogénre
meghatarozott adlandok nem kilonbdznek szamottevfen a DFB harom legkisebb
pK értékétdl, am az dlandok kozotti kilonbségek valamivel még nagyobbak, ami
valamelyest erGsebb kolcsonhatasra utal.

Kilon megvizsgdtuk a koprogén hidrolitikus viselkedését a vizsgdati
kordlményeink mellett, amit az a tény indokol, hogy a molekulaban |1évd észter-
kotés hidrolizalhat, féleg nagyobb pH-n. Ezét a ligandum titrddsa utan a mintét
visszasavanyitottuk és (jbdl megtitrdtuk. A ké& gorbe adapjan szamolt savi
disszocié&cios dlandok a koncentraciovatozasra legérzékenyebb pK; kivételével
mérhetd kilonbséget nem mutattak, vagyis a titrdas idd aatt szamottevd mértéka
hidrolizis nem kovetkezett be. Azért hogy hosszabb idegl vizes oldatban vao
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4.2. A vizsgalt hidroxdamsavak savi disszociacios allanddinak meghatérozésa

tarolas sorén se Iépjen fel a ligagndum mérhetd hidrolizise, torzsoldatot nem
készitettink a koprogénbdl. A titrdasok eredményeit a 15. &ra mutatja a
meghatarozott pK értékekkel egyiitt.

11
9 -
7 d
S pK, = 8,00£0,14
57 ? pK, = 9,000,01
3 m,,mﬁ‘g pK, = 9,84+0,02
1 T T T T

0 0,1 0,2 , 0,3 0,4
Vkon (cm )

15. &braKoprogén pH-potenciometriastitralasi gorbéje (" ) és visszasavanyitas utan
ismételt titrél 4sa soran kapott gorbéje (o) (Croprogen = 1,0040°° mol/dn?)
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4.3. Egy hidroxamsavcsoportot tartalmazo ligandumok fémkomplexel

4.3.1. EgyszerG monohidroxamsavak koélcsonhatasanak vizsgdlata keétértéka
fémionokkal

A vizsgdt ligandumok képletét a 2. dora mutatja, melyek kozil az Ahat
vaasztottuk modellként és ezzel a ligandummal mind a hat vizsgalt +2 toltési
fémion esetén tanulmanyoztuk a komplexképzddés folyamatokat, mig a tobbi
monohidroxdmsav esetén csak a Cu(ll)-, Ni(ll)- és Zn(I1)-ionokkal torténtek
vizsgdlatok. Gsapadék levaldsa miatt a Cu(ll)-Hha és —Bha rendszereket nem
tanulméanyoztuk.

A 16. ébra reprezentativ pH-potenciometrids titrdasi gorbéket mutat be a
szabad ligandumra és a vizsgat M(I1)-Aha 1:1 fém-ligandum aranyu rendszerekre
vonatkozdlag. Az &ora egyértemien mutatja a kilonbozd fémionok esetén a
komplexképzddések eltérd pH-tartomanyat, és az azt kisérd pH-effektusok nagy
kilonbségét. Lathatjuk, hogy a legstabilisabb komplexeket a Cu(ll) képezi, a
komplexképzbdés mér pH = 2,5-n elindul, mig az Aha-nak a Mn(ll)-ionnal pH = 6-
ig nincs kolcstnhatésa, igen kis stabilitasi komplexek képzddnek. A titralés
gorbéket pH = 11,5-ig, ill. csapadék megjelenéséig regisztraltuk.

12
on.-o"...
10 A Le
L] ... A
8— [
L)
o x X
PH u§¥fi‘.
6 - .f‘4 ,
=] o
b
4 o ©
0
*x °
E!!l’*‘*go
2| T T T T T
1 0,5 0 0,5 1 1,5 2

lagekvivalens
16. abraAha () ésMn(I1) (O)—, Fe(ll) (x)—, Co(Il) (+)—, Ni(ll) (" )=, Cu(ll) (1)—, Zn(I1)

(O)-Aharendszerek pH-potenciometriastitralasi gorbéi
(Cana= 5,040 mol/dn?, M:Aha= 1:1) (A negativ |(igekvivalens savfelesleget jel6l.)
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3. Tablazat M(I1)-Aha rendszerekben képzddd komplexek stabilités alandoi
(Igb) (t=25°C, | = 0,2 mol/dm® (KCl))

[MA]" | IMAH.]| [MAZ] |[[MAH_]| [MA;]

Mn(ll) | 38L(1) |-7,27(9) | 6,75(1) — _
FE(I1) | 456(2) - 8,18(1) - 10,1(1)
Co(ll) | 483() - 8,71(2) -31(1) | 11,15(6)
Ni(1)? | 5,15 -4,35 9,18 - 11,68
Cu(in®| 7,89 - 14,06 4,44 —
Zn(l1)* | 5,18 -3,40 9,45 - 11,57
Hiv. 40.

4. Tablazat M(ll)-monohidroxamsav rendszerekben képzddd komplexek
stabilitési dlanddi (Igb) (t =25 °C, | = 0,2 mol/dn?® (KCl))

komplex | Pha HHA Bha MAha | PhAha | PYRha

cu(lD| [MA]" | 7.89(2) - - 7404) | 7312) | 6,84
IMA,]  [14,32(3) - - 133(1) | 12903) | 12,46°
[MA,H..]1 532(6) _ - _ _

Ni()| [MA]" | 524(1) | 515(2) | 492(1) | 473(2) | 468(1) | 484(1)
[MA,] 951(2) | 906(5) | 873(2) | 827(4) | 828(1) | 9,06(2)
IMAS]™  |12,34(5) — | 10700) —  |10,16(9) |11,91(5)
[MA,H.]1-076(9) | -04(4) | -27@) | -32(3) | -242(5) | -0,78(8)
[IMAH.] |-378(8) —

zn()| [MA]* | 507(2) | 529(1) | 486(1) | 451(6) | 434(2) | 487(1)
IMA,] | 951(3) | 941(5) | 877(2) | 8356) | 812(3) | 9,04(2)

[MA,]” 11,6(3) - - - - 11,80(6)

[MA,H_4]7-0,32(6) | -0,0(1) - - -1,9(3) -

[MAH.] | -3,7(2) |-2,93(8) - - - -
Hiv. 40.

A pH-metrids eredmények legjobb illesztését ad6 modelleket, a szamolt
stabilitas dllandokat a 3. és 4. tablazatok foglajék Gssze. Ahogyan azt a 2.5.
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Feezetben emlitettik a Cu(ll)—, Ni(ll)-, Zn(ll)-Aha, ill. Cu(I)-PYRha
rendszereket kordbban mér részletesen tanulményozték,” igy a téblézatban az
irodami adatokat tuntettik fel. Az emlitett rendszerek vizsgdatét ellendrzésként
mi is evégeztik, a kapott dlandok jol megfeleltek a kordbbi eredményeknek. A
képzddd komplexekben kialakuld kdétésmod meghatarozasara a Cu(ll)-ion, Ni(ll)
és Fe(l1) esatén UV-léathatd spektrofotometrids médszert hasznéltunk.

A vizsgdatainkban kozponti helyet elfoglad Fe(ll) esetén a 16. abra dapjan
l&hatd, hogy a komplexképzddés csak kb. pH = 4-en indul €, vagyis kisebb pH
ertékné nincs mérhetd kolcsdnhatas az Aha és a Fe(l1)-ion kozott. A méréseink azt
mutatték, hogy pH = 10 felett elindul a fémion hidrolizise nagy ligandum felesleg
mellett is (pl. M:A = 1:8 esetén). (Ugyanilyen korilmenyek kozott a Fe(l11)-ionnal
a komplexképz6dés mar pH = 2 datt elindul, és a nagy stahilitasi komplexek
(Igb[Fe(Aha)]**: 11,09; [Fe(Aha),] *: 20,69; [Fe(Aha)s]: 28,80)*° képzBdése révén
az Aha képes megvédeni az iont a hidrolizistdl.) A Fe(ll)-Aha komplexekre
meghatérozott stabilités dlanddk a megfdeld Fe(ll1)-Aha komplexekétdl joval
kisebbek (hidroxamat-kelatonként kb. 6 Ig egységgel), és viszonylag jO egyezést
mutatnak a Schwarzenbach dtal meghatérozott alandokka (Igb[Fe(Aha)] *: 4,5;
[Fe(Aha),]: 8,5).”

Mivel mind a hat vizsgdt amenetifém-ion esetén meghataroztuk az Aha-val
képzddd komplexek stabilitas dlandoit, igy Ossze is vethetjik dket egyméssal. A
3. téblézat adatai dapjan elmondhatjuk, hogy a Fe(ll) esetén kapott alandok jol
beillenek a tobbi amenetifém-ion dlanddinak sordba az Irving-Williams-féle
tendencidnak® megfelel en.

A kapott modellek aapjan lathatjuk, hogy a Co(ll) és Fe(ll) esetén is a
Iépcsdzetes komplexképzddés ejut harom monohidroxdmsav koordinécidjéig,
amikor is a képz6dd triszkomplexben a koordind 6do ligandumok teljesen teliteni
tudjak az oktaéderes geometrigu komplexek koordinécids szférgjat, hasonldan az
irodalomban a Ni(ll) és Zn(I1) esetén leirtakhoz.*® A Cu(ll)-ionnak a négy stabilis
ekvatoridlis kotbhelye miatt, a fémionhoz maximaisan minddssze két Aha tud
koordindddni.*® A hidroxdmsavakkal kisebb stabilitasii komplexeket képezd
Mn(ll) esetén mono- és biszhidroxaméto-komplexek képzddtek a vizsgdati
kordlmények kozott.

Az emlitett [MA]", [MA;], [MA3]" komplexekben a monohidroxamsavak a
hidroxamét-oxigéneken keresztill koordindlddnak, és igy a koordinacios szférdban
Ottagu hidroxaméto-kelatok taldhatok.
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Mive a Fe(ll)-komplexek-
nek d-d &menetekhez tartozo
jellegzetes elnyelésik var’
(d. 31 Feezet), ezéat
megprébakoztunk a Fe(ll)—
Aha rendszerben  képz6dd
monohidroxaméato-komplex
spektrumanak felvételével
oxigénmentes  korllmények
kozott, melynek eredmeényét a
17. &dra mutatja, a meg-
hatérozott  spektrdis para
méterekkel egyltt. Ez aapjan
megdlapithato, hogy a Fe(ll)—

molaris abszorbancia

L

| max ~ 900 nm
(gnax ~ 1M Tem™)
T T
700 800 900

hullamhossz (nm)

17. abraFe(ll) — Aharendszer |athaté spektruma
pH = 7,2-n 700-950 nm tartomanyban

(M:Aha= 4:5)

monohidroxamato kolcsonhatdsokat jellemzd abszorpcidos maximum megfeld a
Fe(I1)-komplexeket dtaldnosan jellemzonek.
A Cu(ll)-komplexek esetén a mért | ., ertékbdl a Cu(ll)-ionhoz koordind 6dd

0,12

Abszorbancia

500
hullamhossz (nm)

700

18. &braCu(ll) — Aharendszer UV-lathat6

spektrumapH = 7,6-n

(Ccuqny = 1,1040° mol/dn?, M:Aha = 1:5)

donoratom kémiai mindsége
a ligandumok egy adott
korében megadhaté a Sigel-
Martin  egyenletek  segit-
ségével. ™ (Ld. 3.1 Feezet)
A hidroxaméat-oxigénekre
viszont nem voltak ismertek
az egyenletekben szerepld
hozzg&ulds tényezbk az
irodalomban. Abban az
esetben, ha a Cu(ll)-ionhoz
két monohidroxamét, vagyis
négy oxigén koordindodik,

és ez a biszkomplex 100%-ban van jelen, akkor a mért | . értékbdl az egy
hidroxamat-oxigénre esd hozzgarulés tényezo kiszamolhatd. A 18. dora a Cu(ll)—
Aha rendszer |athatd spektrumé mutatja olyan pH-n felvéve, ahol a [Cu(Aha),]
komplex képzbdése teljes. A kulonbdzd hidroxamsavak esetén (Aha, MAha,
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PhAha) a mért | o = 6503 Nm, e = 3626 M'cm™ volt, igy a kapott
hozzgjarulas tényezd 0,384+0,02-nak adddott.

A Ni(ll)-komplexekben [évd koteésmdd és a komplexek geometriganak
meghatarozasdban szintén  segitséget nyljit az  UV-ldhaté  spektrumok
tanulményozésa. A Ni(ll) az 6sszes vizsgdt monohidroxamsavva hasonlé
geometrigju és kotésmodu komplexet akotott. A | €rtékek a 649+2 nm és
395+2 nm tartomanyba estek. Ezek az elnyelések jellemzben az oktaéderes
geometrig G Ni(ll)-komplexek *A,,®°T,, (F) ill. *Ax®°Ty, (P) dmeneteihez
tartoznak. ™’

A meghatarozott modellek alapjan lathatd, hogy tobb esetben [MAH.] és
[MA,H;]” Osszetétell komplexek is képzbdtek. Vaon mi lehet ezeknek a
részecskéknek a szerkezete? A Cu(ll)—primer hidroxamsav rendszerek kivételével
az 0Osszes vizsgélt rendszer esetén ezek minden valOszinlseg szerint vegyes
hidroxokomplexek, vagyis valgjaban [MA(OH)] és [MA »(OH)]™ részecskék, amit
az is aldamaszt, hogy képzddésiket kovetden a pH emelésével csapadéklevalést
tapasztaltunk.  (pH-potenciometridss moédszerrel a  két-két  részecske nem
kilonboztethetd meg, mert képzddésik egyforma pH-effektussal jar.) A Cu(ll)—
Aha ill. -Bha rendszerek esetén viszont ESR és UV-la&haté spektrofotometrids
mérések alapjan az irodalomban leirtdk, hogy az egyik koordindt hidroxamét -NH-
csoportjanak deprotondddésa réven képzodd hidroximéto-kela taldhaté az igy
ténylegesen [MAH.,]” dsszetétel i részecskékben.*® Ez dapjan feltételezhetd, hogy
Cu(I)-ionnal a Pha (mint primer hidroxamsav) esetén is megtorténik ez a masodik
deprotondl6dés, mig a szekunder hidroxdmsavak esetén ez egyszeren nem
|ehetséges.

A 4. téblazathdl 1&thatd, hogy a metalloenzim-inhibiciés hatas szempontjabdl
leginkdbb érdekesnek tOnd fémionok, a Ni(ll), Cu(ll) és Zn(ll) esetén
tanulményoztuk szisztematikusan olyan monohidroxamsavak komplexképzéséat,
melyekben a hidroxdmsavcsoporthoz kilénb6zé szubsztituensek kapcsol 6dnak.
Azt vizsgdtuk, hogy az €téd heyzetl és tipusi szubsztituensek hogyan
befolyasoljék a hidroxamato-kelét stabilitésat ezen fémionok esetén.

A ligandumok hidroxamét-szénatomjéhoz, ill. -nitrogénjénez kapcsol6dd
szubsztituensektdl flggd bazicitésnak a vatozésa mé& ismertettik a 4.1
Fejezetben. JAl ismert a ligandum bazicitasa és a fémkomplexek stabilitasa kozotti
dsszefuiggés™ gy a killonbozo komplexekre kapott stabilitasi dlandokbal (1d. 3. és
4. tablazat) célszeri olyan szarmaztatott dllandokat képezni, melyekben figyelembe
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vesszik a hidroxamsavak €ltérd savassagat. Az dsd, ill. a masodik
monohidroxamsav koordinacigjara vonatkozolag a 9. és 10. egyenstilyok alapjan
sz&rmaztatott allanddkat szamoltunk, melyeket az 5. tablazat mutat.

M + HA ge [MA]" +H"; K (9) IgK™ = IgK ma—pK

[MA]" + HAge [MA,] + H; K™ (10) IgK™™ = IgK ya—pK

5. Tablazat Szarmaztatott dlandok (IgK ™, IgKk ™) az M(I1)=monohidroxamsav
rendszerekben képzddd mono-, ill. bisz-komplexek esetén

ligandum Cu(ll) Ni(ll) Zn(11)
lgk™ [1gK™ | IgK™ | IgK™ | IgK™ | IgK™
Aha -1,38 | -3,10 | -4,12| -5,24| -3,95 | -5,00
Pha -1,451-291| -4,10| -5,07 | -4,27 | -4,90
Hha - — -4,26( -550 | -4,12 | -5,29
Bha - - -3,78| -4,89 | -3,84 | -4,79
MAha -1,30| -2,80 | -3,97| -5,16 | -4,19 | -4,86
PhAha -1,13 | -2,85| -3,76 | -4,84 | -4,10 | -4,66
PYRha 1,07 | -0,15| -0,93| -1,55| -0,90 | -1,60

Az [MA;]” komplexek esetén nem szamoltunk ki a fenti tipusi sz&rmaztatott
dlandokat, mert a képzodesiikkel verseng a vegyes hidroxokomplexek kepzdése.
A tablazatban szerepld adatok minél nagyobbak (pozitivabbak), annd stabilisabbak
a protonkomplexhez képest a képzddd komplexek. Ez aapjan |a&hato, hogy a
kapott szarmaztatott dlanddk nem kiilénboztek szamotteven egymastdl a PY Rha
kivételével, a kilonbségek szinte a mérés hiba tartoménydba esnek. Vagyis a
sorrendet.

A Fe(lll) komplexeind tapasztalt egyértelml szubsztituenshatés (Id. 2.5.
Fejezet) az Ataunk vizsgdlt rendszereknél nem volt mérhetd értékl. Feltehetden a
Fe(lll)-iontdl  tébb nagysagrenddel kisebb stabilitdsli  komplexeket képezd
fémionok esetén, a szubsztituens okozta effektus a mérhetdseg tartoménya ala esik,
még ha szézalékosan ugyanakkorais, mint a Fe(l1l) esetén.

A heterociklusos, hidroxdmsavszerlt PYRha esetén nagyobb stabilitést
komplexek képzddtek. A szarmaztatott allandok értéke az Aha-hoz képest — pl. az
elsd hidroxamét koordinacidjara vonatkozdlag — mind a hdrom fémion esetén tébb
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mint harom nagysagrenddel megnétt, vagyis a ligandum pK értéke alapjan varhatd
stabilitastol a kapott alanddk nagyobbak. Ennek legval észinGbb oka az, hogy a p-
elektronok réven kedvezdbb elektronel oszlas aakul ki a hidroxamat-kel étban.

Mivel az dtaunk vizsgdt Gsszes +2 toltés fémion kdzdl a Cu(ll), Ni(ll) és
Zn(ll) kepezi a legstabilisabb komplexeket a hidroxdmsavakkal, és a
szubsztituensek hatasa nem volt egyértelmien mérhetd ezen fémionok esetén, ezért
a tobbi, még kisebb stabilitasi komplexeket képezd fémionokka mé& nem is
végeztik el ezeket arészletes vizsgdatokat.
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4.3.2. Aminohidroxamsavak kolcsdnhatasa +2 toltés( 3d°° fémionokkal

4.3.2.1.a-Alaha ésb-Alaha komplexképzésének vizsgélata

Az aminohidroxdmsavak ugyan a monohidroxamsavak kozeé tartoznak, de
ahogyan az Irodami attekintéshdl is kidertl, koordinaciés kémiai szempontbdl
alapvetben etérden visadkedhetnek. Az egyszerl monohidroxamsavakhoz képest a
koordinécios lehetfségek szama megnd, mert a hidroxamét (O,0)-kelét és (N,N)
tipust kelét (Id. 12. bra) is kialakul a fémion karakterétdl és a pH-tdl fliggben. Az
(N,N)-kelat b-aminohidroxamsavak esetén hattagu, a-aminohidroxamsavak esetén
ottagu lehet.

6. Tablazat M(I1)-a-Alahab-Alaha rendszerekben képzddd komplexek stabilités
dlandai (Igb) (t =25 °C, | = 0,2 mol/dm® (KCl))

Mn(ll) | Fe(ll) | Co(ll) | Ni(ll) | Cu(ll) | zZn(Il)
MAH]?* | 10927 [11,99(3) | 12,127 — — 12,272
[MA]" 3,47% | 457(4) | 4,74 | 6,76* | 10,89% | 5,292
© [[MAH,] | -599° - -2,64° - - -2,26°
8 |IMAH' | 1430° | - - - - -
< [MA] 597% | 93(1) | 9,39 | 14,13* | 19,87% | 9,32°
©[MAH.] - — 1,59% | 547* | 9,982 -
[MAHL]" - — - - 20,89 -
[M,AS]* — — 17,692 — — 18,77°
MAH]Z | 1251(9) [ 1347(2) [ 1345(2) | 14,12° - 16,16°
[MA]* 367(3) - 5,28(2) - 12,85° -
o |[[MAH,] - - - - - -
B [[MAH,]Z | 246(2) | 2658(3) | 26,5(1) - - 27,59°
< [[MAH® | 1549(5) | 1867(2)| - 20,26°" - 19,65°
“1IMA,] - 9,20(4) - 1157° | - 10,85"°
[MAH.4]™ - -1,31(5) - 1,99° - 1,05°
[IMsAH.. % — - - = 46,66° -
Hiv. 84.
PHiv. 81.

Az a-danin és a b-aanin aminosavak hidroxdmsav sza&rmazékainak @-Alaha,
b-Alaha) oldategyensilyi viszonyait a 3d°*° kétértékd fémionok koziil a legtébbel
a Tanszéken mér tanulményoztak.®®1°" A kordbban még nem vizsgdt
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rendszerekre vonatkozo eredményeket a 6. téblazatban foglaltuk dssze az irodalmi
adatokkal egyditt. A tablazatbdl 1a&thato, hogy az a-Alaha kolcstnhatésat a Fe(ll)
kivételével mér vizsgaltdk, a b-Alaha esetén a Fe(l1)-, Mn(l1)- és Co(ll)-ionokkal
hidnyoztak a vizsgdatok. A kapott modellek mutatjék, hogy tobbféle protondlt és
teljesen deprotondlt részecske képzddik. Az egyes komplexekben kialakuld
kotésmodot  kilonb6zd modszerekkel (UV-l&thatd  spektrofotometria, ESR
spektroszkopia, rontgendiffrakcios mérések) a Cu(ll) és Ni(ll) esetén kordbban méar
tisztéztak. %1% Ez dapjan a Cu(ll)-ion és a-Alaha kdzotti komplexképzodés a
hidroxamat-oxigéneken keresztlli kétddéssel indul, majd a pH emelésével |étrejon
egy tobbmagvl részecske, melyben a ligandum az (N,N)- é (O,0)-
donorcsoportokon & koordinalédik egy-egy fémionhoz. Nagyobb pH-n tisztan
nitrogéneken keresztilli  koordinacié vaosul meg.>*'® A b-Alaha esetén is
hidroxamatszerl koordinacidval indul a komplexképzddés, de nagyobb pH-n
megmarad az (N,N)- és (O,0)-keldtok egylttes jelenléte egy igen dtabilis
négymagvii komplexben.’® A Ni(ll) esetén mind a két ligandummal kizardlagos a
nitrogéneken keresztiili koordinacio.**® A Co(I1)- és Zn(Il)-a-Alaha rendszerben
nagyobb pH-n bizonyitott a nitrogéneken keresztilli kotddés®

Az a-Alahaés b-Alaha ligandum Fe(l1)-, Mn(l1)- és Co(ll)-ionokkal képzett
fémkomplexel esetén a kotésmodokat nehéz spektroszkopiai moédszerekkel
vizsgdni, és a kozvetlenll szamolt stabilités allandok szamszer( értékelbdl nem
lehet a megvaldsuld kdtésmodokra kovetkeztetni. Ezért elemeztik a lehetséges
keléttipusok stabilitésat az egyes fémionok esetén kilonbdzd pH-kon. Amint a 11.
és 12. egyenstlyok szemldtetik, a hidroxaméto-kelat kialakitasa soran a fémion a
ligandumrol egy protont szorit le, mig az (N,N)-kelat kialakulasakor két protont.
Az egyes keldttipusok adott kortilmények kozotti képzddését jellemzd laszdlagos
stabilitas allandok tehat véarhatdan eltérd pH-fliggést mutatnak.

o) +
—
& ~O | 11
\ M = (i "’-:\MZJ' +H ( )
AN, HN
~c—c=° - _0 ¥
—
+ M= /C C\ +2H* (12)
+HaN HN— N Mo
\/
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A szdmolasokhoz olyan modell ligandumokat vaasztottunk, melyekkel a
kérdéses kelattipusok kizardlagosan képzddnek. Ilyen ligandum az Aha (6ttagu
(©,0)), az en (6ttagl (N,N)) és az 1,3-diamino-propan (pn)) (hattagi (N,N)).
Feltételeztik, hogy a nitrogének hasonld bézicitasa miatt nincs szdmottevd
stabilitasbeli kilonbség az a-Alahaésen, ill. ab-Alaha és pn megfeleld tagszamu
(N,N)-kelatjai kdzott. Szamolasokat a monokomplexekre ([MA]) végeztink, és a
|&tszOlagos stabilitési dlandokat (K) a vizsgdati pH-tartomanyokban a kil 6nb6zo
fémionok esetén a 13. és 14. egyenletek alapjan képeztik.

-10

K= bMA/aH (13)

ahol by aképzddd komplexek stabilitasi szorzatai®®

2 8 i 0
aH =[A]gl+ng,A[H]; (14)

ahol [A] =teljesen deprotondlt Aha, en, pn koncentréaciéja
n = disszociébilis protonok szdma (Aha:1, en, pn:2)
b,,» = megfeleld protond ddasi &landok'™

(0,0)

T T T -8 T T T
2 4 6 PH g 10
— 2
(0,0) ¢
=
. 6-(N,N) -3
T T T '8 T T T
2 4 6 pH 8 10 2 4 6 pH 8 10

19. dbral észdlagos stabilitasi dllandok (IgK™) pH-fliggése Aha, en éspn 1.1 fém-
ligandum aranyu komplexeire kil 6nb6z6 fémionok esetén [Jel 6l ések: (O,0): vastag

folytonos, 5-(N,N): szaggatott, 6-(N,N): vékony folytonos vonal.]
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A Fe(ll), Ni(ll), Cu(ll) és Zn(ll) esetén szamolt latszolagos stabilitas dlanddk
pH-flggését mutatja a 19. dora. A Fe(ll), Mn(ll) és Co(ll) esetén a pn-ra
vonatkozdlag nem végeztiink szamitésokat, mert a vizsgalati korilményeinknek
megfelel® adatot nem taldtunk az irodalomban. Természetesen ott indul mérhetd
komplexképzbdés, ahol a latszolagos stabilités allandd kellden nagy (IgK ™> —2).
Adott pH értéken pedig a kilonféle keldok latszélagos dlandbinak a viszonya az
egymashoz viszonyitott képzddes valoszinlseget is tikrozi. Az dorék alapjan a
kovetkez6 megd lapitasokat tehetjik: a hattagi (N,N)-kelét |atszélagos stabilitésa
mindig kisebb az ottagina. A Cu(ll) esetén mé pH = 2-n vadszinh a mérhetd
komplexképzddés hidroxamsavakkal, és az (O,0)-keét laszllagos stabilités
dlanddja pH = 6-ig nagyobb az (N,N)-kelatokéhoz képest. Ezek a megallapitasok
jol Gsszhangban vannak a spektrofotometrids és ESR mérés tapasztalatokkal,
vagyis pl. az a-Alaha esetén pH = 6 datt hidroxamé tipust, pH » 6-n vegyes,
nagyobb pH-n nitrogéneken keresztili a koordindcio.®* A Ni(ll) esetén a
l&szolagos stahilitas dlanddk alapjan a komplexképzés a Cu(ll)-ionhoz képest
nagyobb pH-kon indul, és pH = 6,5 felett az 6ttagd (N,N), pH = 7,5 felett a
hattagu (N,N)-kelat a stabilisabb a hidroxaméthoz képest, ami megfelel az irodalmi
adatoknak.>*® A Zn(ll)-ionnal kapott gorbékhez hasonldek a Co(ll)-ionra
vonatkozdk. A Zn(11) esetén az dora mutatja, hogy az 6ttagu (N,N)-kelat stabilitésa
csak pH = 9 felett nagyobb az (O,0)-keldthoz képest, ami ugyancsak megfelel a
kordbban leirtaknak.® Mivel afent emlitett fémionok esetén j6 egyezést taldltunk a
l&szolagos stabilitas dlanddk aapjan feltételezett és a bizonyitott koordinacio
kozott, ezért a Fe(ll), Mn(ll) és Co(ll) esetén a laszélagos stabilitési allanddk
vatozasa aapjan va 6szinlsitettik a komplexekben kiaakul6 kétésmodokat.

A Fe(Il)-a-Alaha rendszerben képz6dd komplexek kapcsan elmondhatd, hogy
a hidroxamat-kelat stabilisabb a teljes vizsgalati pH-tartomanyban az 6ttagtl (N,N)-
keldtndl, ami azt vaoszinlsiti, hogy ezzel a fémionnal val6szinlbb a hidroxamét-
oxigéneken keresztlli koordinacid. (A Mn(ll) esetén szamolt gorbe a Fe(ll)-ionra
vonatkozohoz hasonlo.)

Fe(ll), Mn(I1) és Co(ll) esetén is vadszinG, hogy a hattagd (N,N)-keldtok
stabilitésa kisebb az 6ttagihoz képest minden pH-n. Mivel mindh&om fémion
esetén az (0,0)-kelatok stabilitasa a komplexképzddés pH-tartomanyaban (pH = 6
felett) nagyobb az (N,N)-keldtokhoz képest, igy feltehetben a b-Alaha ezekhez az
ionokhoz hidroxamétszerGen koordinal odik.
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A 3. és 6. téblazat adatai azt mutatjak, hogy az a-Alaha Fe(ll)-ionna képzett
komplexeinek stabilitasa az Aha megfeled komplexeihez képest kisebb. Ennek
oka feltehetGen az, hogy az aminocsoport elektronszivo sgjétsaga miatt lecsokken a
hidroxamat baézicitésa, igy a képzddd komplexek stabilitésa is. Az [MAH]
komplexekben az a-aminocsoport protondt, ami miatt még inkdbb elektrofil, igy
még kisebbek a stabilitdsok. (Az adatok csak abban az esetben vethetbk Gssze az
Ahara vonatkozo alanddkkal, ha a koordindlddd ligandum tovébbi disszociadbilis
protont nem tartamaz, pl. [MA] komplex. A protondt komplexek esetén
figyelembe kell venni aligandumok savi disszociécios dlandait is (1d. 2. téblazat).)
Az a-Alaha 3d°° fémionokkal képzett [MA]* komplexei oktaéderes
geometrigjuiak, tobbnyire (a Ni(ll) kivételével) hidroxamét-keétot tartalmaznak,
igy stabilitésuk tsszevethetd. Ennek a komplexnek a stabilités alanddja a Fe(ll)-
ion esetén jol beillik az Irving-Williams® tendencianak megfeleld dlandok soréba.
Am megvizsgdva a |épcsdzetes dlandokat |athatjuk, hogy az MA + A ge MA,
(K,) folyamatra nagyobb, mint az M + A ge MA (K,) folyamatra. (IgK, = 4,73;
IgK; = 4,57) Ez a nagyobb IgK, érték feltehetben annak koszonhetd, hogy a
valdsaghan ez a[MA ,] részecske vegyes hidroxokomplex, vagyis [MA ,H(OH)].

Az dtaunk vizsgalt hdrom fémion b-Alaha-val képzett protonat komplexeinek
megfeleld stabilitds dlanddi az a-Alaha-hoz képest nagyobbak. Ennek oka az
lehet, hogy az elektronszivd ammaéniumcsoport a b-Alaha-ban a hidroxamétrésztol

,,,,,

melynek eredmeényeképpen a képz6dd komplexek stabilitasa nagyobb.

4.3.2.2. Oldallancbeli aminocsoport szer epe

Az aminohidroxamsavak esetén |&tuk, hogy tobbféle koordinaciés maéd
aminohidroxdmsav az oldallancaban tovabbi koordindddni képes donorcsoportot
tartalmaz, akkor a ligandum lehetséges koordindcios moédjainak szama tovabb
nohet, vdtozhat a koordinativ kotés erdssege. A munkank soran olyan
hidroxamsavakat vizsgdltunk, melyekben az a-aminocsoport mellett b, gvagy e
pozicidban tovébbi aminocsoport taldhatd. Elvben amennyiben ez a termindis
aminocsoport is koordinddik, gy az a-aminohidroxamsavaknd leirt (0,0) és
(Nhidroxamés-Na—amino), ill. @ Cu(l) esetén leirt vegyes kétésmdd mellett (Id. 12. bra)
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Ujabbak is eképzelhetdk, melyeket a 20. &dra muta. Vagyis a
diaminohidroxamsavak aké& hédromfogu ligandumként is koordindddhat (1.), és az

is ’ elképzelhetd, hogy a hidroxamét rész
teljesen HZN/C\ kiszorul a koordinécios szférdbdl (11.)
H, (CH,), /(CHz)}\ / _o
N / C——00c®
v /l\ / [
AN HN
T ° \ / i TSOH
OH

I I.
20. abraDiaminohidroxamsavak néhany |ehetséges a-aminohidroxamsavaktél eltérd
kotésmadjai
A Lysha esetén az e-helyzetli aminocsoport koordinécidja révén képzddd
(NtermiraisNa_amino)-Ke€l@ nyolctagt lenne, de ez feltehetben kis stabilitast, és a
nyolctagu kelatgylrQ |étezése az irodalomban sem bizonyitott. A Dambha és
Dampha esetén a termindlis aminocsoport kézelebb van az a-aminocsoporthoz, és
koordinéci¢javal hat,- ill. 6ttagu kelaok jonnek Iétre, ami viszont mar lehetséges.
Reprezentativ titrdlds gorbéket mutat a 21. dbra a Dambha esetén, melyen jol
lathatok a fémionok viselkedése kozotti kil onbsagek.

B .0‘31?9999000....
00000. . +t
9 A '.Ea;jtpmimmfrﬂ‘
ﬁ.;. . Auiiis
" X
I .
"5 ¥|||||0|||||II
§§:°°°°°°°°°°°°°°°°°
3 4
1 0 1 ) 3 ; !

Lugekvivalens

21. &braDambha (O) ésMn(l1) (O)—, Fe(Il) (x)—, Co(ll) (+)— Ni(ll) (" )= Cu(ll) (1)-,
Zn(I1) (O)-Dambha rendszerek pH-potenciometrias titralasi gérbéi
(ca =2,040°mol/dn¥, M:A = 1:2) (A negativ lgekvivalens savfelesleget jeldl.)
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4.3.2.2. Oldallancbeli aminocsoport szerepe

A Cu(I)-ionnal a komplexképz6dés mar pH ~ 2,5-n dindul, mig a jéva kisebb
stabilitast komplexeket képzd Mn(l1)-ionnal csak pH = 7 felett 1ép kol csonhatésha
a Dambha. A legtébb fémion esetén nagyobb pH-n csapadék valt le, ami utén a
titraldsokat nem folytattuk tovébb.

7. Téblazat M(ll)—diaminohidroxamsav rendszerekben képzddd komplexek
stabilitési dlanddi (Igb) (t =25 °C, | = 0,2 mol/dn?® (KCl))

Mn(1) | FeIl) | Co(ll) | Ni(t) | cu(in) | zn(iD)
[MAH,]** - - - - |26 -
[MAH]** - 12,28(8) - 15,92(3)| 18,09(5)| 13,58(3)

. [MA]* - 4345 - - - -

< |[MAH.] - 5547 - - - -

£ |[MAH] 2 - — - 30,16(5)| 33,31(6)| 26,29(8)

A |[MAH]" - - - 23,83(5)| 26,60(7)| 19,64(2)
[MA] - —~ - 16,22(6)| 17,61(9)| 11,20(3)
[MAH.1] - - - 6,10(7)| - 0,25(8)
[MoAz]* - - - - 286(1) -
[MAH,]** - - - - | B2 -
[MAH]** | 12,88(3)| 14,02(3)| 14,32(3)| 15,70(8)| 19,38(6)| 14,34(3)
[MA]" 37713 - 7312 - — 7,13(3)

£ |MAH] | -4936)| - |-13809)] - — | -096(4)

E [[MAH] 2| 2589(6) - - 31,008)| 36,73(5)| -

A |[MAH® | 1647(9)| - 20,82(7)| 24,18(8)| 29,05(8)| 20,77(6)
[MA] - - 13,03(4)| 16,75(7)| 19,87(9)| 12,05(9)
F\l\jllA,il_I:]ll: - - - 4,96(9) 38%2% 1,6(2)

2/7\2 — — — — y —
[MAH]Z" | 1341(4)| 14,92(2)] 1538(1)] 16,73" 20,727 1549(5)

s |[MAM> | 26301 - 29,83(4)| 34,56% 40,06° 30,83(4)

& |[MAH]' - - 20,41(8)| 26,407 30,62° 22,24(6)

2 [IMA] - — 10,13(8)| 16,127 20,22% 125(1)
[MAH.] - — 22(3)| 5437 9307 242
MoAH]™ - - — — 40,95% -

aH[iv.103. !

A 7. tablazat a pH-potenciometrias mérési adatok alapjan szamolt eredményeket
mutatja. A Dambha és a Dampha Uj, szintetikus ligandumok, ezért csak a jelen
munka sorén torténtek vizsgdatok a 3d™™° +2 toltésd fémionok kdrében. A Lysha
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esetén a Cu(ll)- és Ni(ll)-ionokkal a Tanszéken kordbban mér folytak
vizsgdlatok,'® igy a téblézat az ezekre a rendszerekre vonatkozd irodalmi adatokat
is tartalmazza. A Dampha esetén néhdny kivadasztott fémionnal végeztink
vizsgéatokat.

A 7. téblazat adataibdl €fszor is lathatd, hogy csak mono- és biszkomplexek
képzddnek, harom ligandum ugyanazon fémionhoz val6 koordinaciéjat nem tudjuk
leirni. A Cu(ll) esetén tobbmagvi komplexek képzbdése is megfigyelhetd.
Pecoraro'® és Ddlavale’® vizsgdatai dapjan feltételezhetd, hogy ezek a
részecskék valdjdban nem kétmagviak, hanem 5 fémiont és 5 ligandumot
tartalmazod , metallacrown” vegylletek, viszont sem pH-metrids, sem ESR, sem
UV-l&hato spektrofotometriés mérésekkel nem kilonboztethetdk meg egymastol.
A Cu(ll)-ionnd [MAH,]** dsszetétell részecskék is képzodnek. A komplex-
képzbdés ezzel a részecskével indul, és mivel a fémion csak egy protont szorit le,
(O,0) koordinécié valésul meg, az amino-N-ek még protondtak. Minden rendszer
esetén képzodnek [MAH]** tipusti komplexek. Tekintve az (O,0) és (N,N) kelatok
latszdlagos stabilitasdt abban a pH-tartomanyban, ahol ez a részecske van jelen (Id.
19. &bra), a kilonbozd kotés izomerek elvben megjelenhetnek. Hidrolitikus
folyamatok miatt bizonyos esetekben akér [MAH,(OH)]** vegyes hidroxokomplex
is lehet. A képzddott biszkomplexek esetén a lehetséges kotés izomerek szdma
még nagyobb.

A diaminohidroxamsavak és a modelljiknek szamitd a-Alaha esetén képzOdott
protondt komplexek dtabilitas dlanddit nem lehet egyméssa kozvetlendl
Osszevetni, mert az a-Alaha kivételével nem ismertek az egyes protondisszociacios
folyamatokhoz tartoz6 mikrodlanddk, sbt a diaminohidroxamsavakra kapott
dlandokat egymassa sem tudjuk Osszehasonlitani az egyre jobban &fedd
deprotonal6dés folyamatok miatt. gy az dlandok elemzésébdl analogidk aapjan
nem lehet a kétésmodokra vonatkozo informéaciokat nyerni. A Ni(ll) és Cu(ll)
eetén (mely fémionok a metaloenzim-inhibiciés vizsgdlatok miatt taldn a
legérdekesebbek) azonban spektrofotometrias, ill. a Cu(ll)-komplexek esetén
emellett ESR spektroszkopids modszerrel a kialakuld koordinacios modok jal
tanulményozhatdk. (ESR mérések a Dambha és Lysha mellett Gsszehasonlités
céljabdl a pn ligandummal is késziiltek.) Az evégzett vizsgdatok és az irodalmi
eredmények aapjan a Cu(ll)— ill. Ni(ll)-diaminohidroxdmsav rendszerekben
képzddd komplexek koordinaciés modjara vonatkozolag a kovetkezd
megallapitésok tehetdk:



4.3.2.2. Oldallancbeli aminocsoport szerepe

A Lysha termindis aminocsoportjanak koordinécigjd sem a Cu(ll), sem a
Ni(ll) esetén nem irték le'® Az irodalmi adatok szerint a Lysha koordinacidja
teljesen a-aminohidroxamsavszerd. A Ni(ll)-ionhoz kiz&rdlag a-amino-, és
hidroxamat-nitrogéneken keresztil koordinaodik, és jellegzetesen planaris
biszkomplexek képzddnek. Cu(l1)-ionnal a spektrofotometrias és ESR mérések azt
mutatték, hogy valéban a Lysha és a-Alaha esetén kapott spektrdlis paraméterek
kézel azonosak.'”

A Dampha és Dambha ligandum esetén lehetfség van a b-, ill. ghelyzeth
aminocsoport koordinacigjara. Vaon képes-e kotddni ez a csoport a Ni(ll)- és
Cu(I)-ionokhoz?

A Ni(Il)-Dambha rendszerben a komplexképzddés az a-Alaha-hoz teljesen
hasonléan indul, vagyis [NiAH] Osszetétel U oktaéderes komplex képzodik, majd a
pH emdésével kiaakul az [NiAH]* komplex. A 22. &réan a
koncentrécioeloszlds gorbék mellett a rendszer kilonb6zd pH-kon felvett
spektrumai is lathatok.

a
(&)
c
<
2
g a
Qo
<
340 390 440 490 540 590 640
hulldmhossz (nm)
1,0
0,8
[NiAH,1%"
. + 2M2
0.6 [NiAH]2 b.

0,4 A

moltort

0,2 A

0,0 T T T T T

4,0 5,0 6,0 8,0 9,0 10,0

pH7,0

22. abraNi(Il)-Dambha rendszer UV-lathaté spektrumai kiilonb6zd pH-kon (a) és
koncentréci6eloszlasi gérbéi (b) (Cnigny =2,0:40° mol/dnt, M:A = 1:4)
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Az eldzOekben emlitett biszkomplex képzbdési pH-tartomanyaban a 423 nm és 500
nm-en megjelend nagy moléris abszorbancigu elnyelések azt mutatjak, hogy a
komplex mar planéris geometrigu A pH tovabbi emelésével (pH > 7), a [NIA,]
komplex képzddésével parhuzamosan az abszorbancia nagy mértékben lecsbkken
és a spektrum az oktaéderes geometrigu Ni(ll)-komplexekre jellemzdre véatozik.
Mive triszkomplexek nem képzOdtek, vagyis nem egy harmadik ligandum
donorcsoportjanak bekotddése kovetkezik be, az vaoszinOsithetd, hogy a
termindlis aminocsoport is részt vesz a koordinécidban, vagyis a ligandum
héromfogukeént koordind ddik csatolt, 6t- és hattagu keldtok kiaakitasaval.

A Dampha Ni(ll)-ionnal valo kélcsonhatdsa a Dambha-hoz képest tovébbi
kiUlonbsegeket mutat. A spektrofotometrias mérések azt mutatték, hogy ezzd a
ligandumma meg sem jelennek siknégyzetes geometrigu komplexek, a Ni(ll)—
Dampha rendszer spektrumai kizarélagosan oktaéderes komplexek képzOdését
mutatték. A [NiA;] komplex enyelése (| ma= 529 nm (9 M'cm™), 350 nm
(15 M'cm™)) megfelel egy oktaéderes, pl. [Ni(en)s]** komplexnek.**” A [NiA,]
komplex legval 6szinlbb szerkezetét a 23. dbra mutatja.

23. dbraA [Ni(Dampha),] komplex feltételezett szerkezete

A Cu(ll) esetén is mutat némi €eltérést a Dambha és Dampha ligandum
viselkedése az a-aminohidroxdmsavakhoz képest. Részletes vizsgdatokat a
Dambha-val végeztiink, a Dampha esetén nem késziiltek ESR mérések a ligandum
rendelkezésiinkre dl6 kis mennyisége miatt. A Cu(ll)-Dambha komplexekben
lévd kotésmoddokat jol jellemzik a | .o értékek, ezért a koncentréciodoszlas
gorbékkel egyltt dbrézoltuk a | . vatozésat a pH-flggvényében a 24. dbrén,
melyen az egyes komplexekre kapott ESR paramétereket is feltlintettik.



4.3.2.2. Oldallancbeli aminocsoport szerepe

1,0
¢ 3 [CuA.]l | 750
+ 2+ 2 -
08 4 \cu** [CU2§A2H] [CuAzHI™ oy HT N
- B
5 0° L 650 S
\g 0’4 i
- 550
0,2
0,0 : == ; : 450
25 45: PH 65 85
o 2,314 2,248 ESR 2,209 2,202 2,205 2,182
Au 162 186 csendes 192 199 195 200
10“%em™

24. br aCu(ll)-Dambha rendszer koncentrécideloszlasi gorbéi al ma értékek pH-
fliggésével (1) egyiitt dbrézolva (Ccyqiy =2,040° mol/dnt, M:A = 1:2). Az &bran
feltlintettik az egyes komplexek megfelel6 ESR paramétereit is.

A legkisebb pH-kon képzddd [MAH,]** monomer komplexet jellemzd | e, i, Al
értékek megfeleinek a hidroxamétszer(l koordinécionak.” pH = 3-n megjelenik a
[CuzAzH]3+ dimer részecske, mely ESR csendes, ami a két fémion kozeli
helyzetére utal. Ehhez a komplexhez tartoz6 | .« érték (~ 600 nm) dapjan a
Cu(ll)-ionhoz &alagosan két oxigén és két nitrogén koordinddik, valészinlleg az
a-aminohidroxdmsavra jellemzd vegyes ktésmad vaosul meg. (Ld. 12. dora. 111.)
Az ESR mérések a pH-potenciometrids mérésekkel Gsszhangban azt mutattak,
hogy a dimer részecske mellett jelen van a [CUAHJ** komplex is igen kis
koncentrécidban. Az igen kis jelintenzitds mellett kapott ESR paraméterek g =
2,248 A, = 18640 cm™ j6 egyezésben vannak a Cu(ll)—glicil-glicin 1:1 aranyl
komplexének paramétereivel (g, = 2,248 A, = 18540 cmi),'** mely komplexben
(NH;, N, COQ) koordinaciés mod valésul meg. Ez aapjan valdszin(, hogy a
[CUAH]* komplexben a nitrogének is koordindddnak. pH = 6 feett eindul a
biszkomplexek képzddése, a | . értéke 540 nm, ami viszonylag jol megfele a
2X(Na—amino:Nnigroxama) -} €11€g0 koordinécionak. @-Alaha | . = 536 nm?* Lysha
I mex = 530 nm) A pH tovébbi emelésével viszont kis mértékben megnd a |
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értéke (560 nm), és az ESR paraméterek is kissé megvaltoznak. A Dampha esetén
hasonlé visalkedést tapasztaltunk a spektrofotometrids mérések sorén, nagyobb
pH-n ebben az esetben al . &téke 570 nm-re vatozott maximalisan.

Hogyan értedlmezhetd a | . értékek novekedése a nagyobb pH-kon?
Vaoszinlleg atermindis aminocsoport koordinaci 6jdhoz kothetd ez a vatozés. Ha
a két ligandum egyike haromfoguként koordinalddik, akkor egy donoratomnak el
kel foglania a Cu(ll)-ion axidlis kotdhelyét, amit az irodalmi adatok,™’ ill. sgjét
mérések (Id. 4.3.3.3. Fejezet) szerint jellemzd batokrém eltol6dés kisér, melynek
mértéke erds axidis koordinacié esetén kb. 60-70 nm. A Dambha és Dampha
esetén ez a voros iranyd eltolodas csupan 25-30 nm. A kisebb mértékl eltolddés
utalhat kiloénb6z6 izomerek egytittes jelenlétére, melyek egy részében megval osul
az axidis koordinacio, de masokban nem. A Dambha esetén lehetbség van egy
tovébbi izomer kialakuldsara is, melyet a 25. dra mutat (I1.). Az OGttagu
(Na—amino,Nhidroxamét) tipUS‘J kOtéSlT]édfél Valé arendezadé%l (Nterminélis aminmNa—amino)
tipusll hattagul kelét johet |étre. Ezt a feltételezésiinket Gsszehasonlitd adatok is
adaémasztjék. A Lyshaesetén a 2X(Na_amino, Nhidroxama) kOtésmaodot g,= 2,184; A, =
20540° cm™; | ne = 530 NM; a pn esetén a hattagh (N,N)-kelétot g,= 2,212;
A;=19440" cm™; | ma= 570 nm értékek jellemzik. A deprotondt Dambha
biszkomplexére atalunk kapott értékek a fenti értékek kozé esnek. A csatolt 6t- és
hattag(l kelatok 1étrejétte az irodalomban leirtak szerint is kedvezményezett.**
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25. dbraA Cu(l I)—Dambha rendszerben feltétel ezett kotesétrendezc”)dés

Amennyiben egy fémion esetén a hidroxamat-kelét stabilitésa a vizsgdati pH-
kon mind az 6ttaga, mind a hattagu (N,N)-kelathoz képest nagyobb (Fe(I1), Mn(I1),
Id. 19. &ora), akkor a diaminohidroxdmsavaknak is az oxigéneken keresztili
koordinéci¢ja val6szin(, az a-aminohidroxamsavakhoz hasonléan. A Zn(l1)- és
Co(ll)-ionok esetén nagy pH-n képzddd komplexekben (pl. [MA,H.4]) lehetséges
nitrogénen keresztilli kotddés is.



4.3.2.2. Oldallancbeli aminocsoport szerepe

Osszefoglalva az  eredményeket elmondhatjuk, hogy az inkabb oxigén
donoratomokat kedvel® fémionok esetén az oldalancbeli aminocsoport nem
visalkedik potencidlis donorcsoportként. A koordinéciés modra szamottevd hatésa
egy a-aminohidroxamsav oldallancaban elhelyezkedd aminocsoportnak akkor van,
ha a fémion nitrogén donoratomokat is kedvel, pl. Cu(ll) és Ni(ll) esetén. A 26.
dbrén lathatd koncentrécidéeloszlasi gorbék olyan hipotetikus rendszerekre
vonatkoznak, melyek Fe(lll)-iont, Ni(ll)-iont, és Damphat, ill. Lyshat
tartalmaznak 1:1:2 aranyban. Lahaté a szabad, valamint a Fe(lll)-ionhoz és a
Ni(ll)-ionhoz kotott ligandumok mennyisege. A Dampha esetén viszonylag széles
pH-tartomanyban a Ni(ll)-ionnal képzett komplexek mennyisége a nagyobb, ami
azert érdekes, mert a Fe(ll1)-ionna kituntetett stabilitasi komplexeket képeznek
nemcsak a hidroxamsavak, de az aminohidroxdmsavak is (Lysha). Vagyis a
Dampha egy olyan ligandum, ami <zélesebb pH-tatomanyban jobb
komplexképzje a Ni(ll1)-ionnak, mint a Fe(l11)-ionnak.

0,9 szabad Dambha 0,9 4 3
o, [SFe komplex]
[SNi° komplex]
+ 0,6 4 £ 0,6 4
] 3+ 9 szabad Lysha
E [SFe“"komplex] a. o b.
0,3 - o3
[SNi* komplex]
0,0 T T 0,0 T T
2,0 4,0 PH 6,0 8,0 2,0 40 PH 60 8,0

26. abraKoncentréaci 6el oszlasi goérbék a hipotetikus Fe(111)—Ni(I11)-Dampha (1:1:2) és
Fe(I11)-Ni(I1)-Lysha (1:1:2) rendszerekre (Creqiy = 520°° mol/dn¥)

61



Bioldgiailag aktiv hidroxdmsavak és modelljeik kdlcsdnhatasa kétérték( fémionokkal

4.3.3. Monohidroxamsavak vegyes ligandumu komplexei

Mivel az enzimek aktiv centrumaban 1évd fémion(ok) koordinécids helyel nagy
részben foglaltak az enzim donoratomjai dtal,'** igy az inhibidd hidroxamsav
elsdsorban a szabadon maradt koordinécios helyeken kotodhet. Ezért a
hidroxamsavak metadloenzim inhibiciés hatésanak méyebb megértéséhez
informéciot  nyQjthat  vegyes ligandumi komplexelknek a vizsgdata A
hidroxamsavak dtal bizonyitottan gétolt enzimek kozll (kollagenaz, 5-lipogenéz,
sth.) pl. az uredz aktiv centrumaban két oktaéderes Ni(ll)-ion tadhato."** Az
aminohidroxamsavak a Ni(ll)-ionnal siknégyzetes geometrigu biszkomplexeket
dkotnak,®* és szamos vizsgdat eredménye szerint* vegyes ligandumi komplexek
képzOdése €ltér® geometrigu torzskomplexeket képzd ligandumokka igen
kedvezbtlen, igy az aminohidroxdmsavakka nem folytattunk ilyen jellegl
vizsgd atokat.

A vegyes ligandumu komplexek vizsgdatédhoz ezért monohidroxamsavakat
(Aha, MAha, PhAha) vadasztottuk. A Ni(ll) mellett a metaloenzimek aktiv
centruméban ugyancsak megtaldhato Zn(I1) és Cu(ll) komplexeit is vizsgatuk, az
utébbi fémion bevonasdt a Cu(ll)-komplexek tanulményozasnak szamos
lehetBsége (pl. UV-l&hat6 spektrofotometria, ESR spektroszkopia) is indokolta, és
a kapott informaciok modell értéklek is a mask ké fémionra vonatkozdlag.
Masodik (B) ligandumként kilonbdzd donoratom tipusi (nitrogén, oxigén) és
donoratom szamu (2 vagy 3) vegyuleteket valasztottunk, melyek képlete a 3. dboran
|athato.

4.3.3.1. Fémion(l1) — B ligandum tor zskomplexek

A vizsgdt ké& donoratomot tartalmazd B ligandumok kozll az en és bipy is
ottagu (N,N)-kelét kialakitasara képes, de az en esetében a nitrogének alifas, a bipy
esetén aromas jellegliek. Oxigén donoratomokat tartalmaz a Tiron, mig a Gly-nel a
koordinécié dtaldban nitrogén és oxigén atomokon keresztll valésul meg. Harom
nitrogén donoratomot tartalmaz az aifés dien és az aromés terpy is, melyek a
Cu(Il) vegyes liganduml komplexeinek vizsgalata sorén szerepeltek. A nevezett
ligandumok jelenlétében tanulmanyoztuk a hidroxamédok koordinacios
lehetGségeit. Ezen vizsgdatok azonban az M(I1)-B ligandum rendszerekben a
vizsgdati kordlményeink mellett képzddd komplexek Osszetételét és stabilitas
dlandoit is igénylik. A legtébb rendszer esetén kordbbi tanszéki adatok dltak
rendelkezésiinkre,***** de ellendrzd vizsgd atok minden esetben késziiltek.
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Az elsd |épés a B ligandumok protondisszociéci6s dlandbinak a meghatarozasa
volt, melyeket a 8. téblazatban foglaltuk Ossze. Az dlanddk j6 egyezést mutattak
az irodalmi adatokkal.™**'** A fémkomplexekre vonatkoz6 stabilités dlandokat is
a 8. téblazatban tintettik fel jeldlve, hogy mely esetben haszndtunk irodami
adatokat.

8. Tablazat B ligandumok pK értékei ésa M(I1)-B ligandum rendszerekben
képzddd komplexek stabilitasi dlanddi (Igb) (t =25 °C, | = 0,2 mol/dn? (KCI))

en bipy Gly Tiron dien terpy

pKy 7252 |443(1) |232(1) | 741(1) |446(1) |357(2)
pK» 10,12(1) - 9,60(1) [11,93(1) |913(6) |454(3)
PK - - — — 9,91(6) -
[MBH] — — — — 18424 -
[MB] 1057* | 9,06°| 8,07 - 16,10(2)| -
[MB,H] - - - - 2950(4)| -
__|[MBy] 19,68 | 14,96°| 14,84° - 2098(2)| -
= |[MBj] - 1821°| - - - -
3 |IMBH] - - - - 6,86(1) f
[MBH_,] - -9,10°| - —~ —~ -
[MB,H_4] —~ 538 — - - -
[M,B,H_;] —~ 727°| - — - -
[M,B,H_4] - 2346°| - - - -
__|ImB] 736" 707 565| 9211 - -
= |[MB] 1352° | 13,93"| 10,40° | 15,88(2) - -
= |[MBy] 17,78° | 20,3"| 13,78° — - -
[MB,H_4] - - - 4,55(1) - -

~ |[MB] 575 504 519 | 9650) - -
= |[MB] 10,73° | 939" 9,40’ | 17,70(1) - -
N |[MB] - 12,96° - 20,3(4) - -

"A teljesen deprotondlt ligandumok eltérd toltése miatt a toltéseket nem tiintettiik fel.
®Hiv. 138., "Hiv. 139., “Hiv. 140., “Hiv. 141.
f. [CuB] + H,O ge [CuBOH] + H' (K) folyamatra meghatérozott &llandd: IgK = 8,60(1)

A Cu(I)-Tiron rendszerben vaoszinlleg a ligandum fémindukdlt oxidécidja
indult e anaerob kordlmények mellett mar pH = 3-n, emiatt nem tudtunk stabilitas
allanddkat meghatarozni. Ugyanakkor pH = 10 felett a Ni(ll) és Zn(I1) esetén is
elindult aTiron oxidacigja, igy csak az oxidaciot megel6zO tartomany Kkisérleti
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4.3.3.1. Fémion(l1) — B ligandum térzskomplexek

adatait haszndtuk fel a kiértékelésekhez. Az oxidéciot az oldatok szinvaltozasa
jelezte (I max =590 NM, €na = 30 M'em™), ami a kinoidalis szerkezet 1étrejéttéhez
kothet6."*

A Cu(ll)—terpy rendszer esetén a [CuBJ* komplex pH = 2-re gyakorlatilag
100%-ban kiaakul a nagy stabilitédsa és a ligandum kis pK értékel miatt, igy csak a
mérhetd pH-tartomanyban lejétsz6dd [CuB]*" + H,O0 ge [CuB(OH)]" + H*
folyamatra hataroztunk meg egyensilyi dlandat.

A Cu(ll)-ion biszkomplexel esetén spektrofotometridss meérések alapjan
meghataroztuk a Sigel és Martin alta feirt 8. félempirikus egyenletben szerepld
hozzgarulas tényezOket, melyeket a vegyes ligandumu komplexben |étrg6vo
kétésmodok meghatarozésanal haszndltuk fel. A felhasznélt értékeket a 10. téblazat
alatt tintetttk fel.

4.3.3.2. Vegyesligandumu komplexek képzddése két donoratomot tartalmazé
B ligandumokkal

Az M(ll)-monohidroxdmsav-B ligandum rendszerekben képzddd vegyes
ligandumu komplexeket elsdsorban pH-metrids modszerrel vizsgdltuk, de szamos
esetben torténtek spektrofotometrias és ESR mérések is. A komplexek stabilitas
alandéit pH-metridsan hataroztuk meg, a mérések eredményé a 9. téblazat foglaja
Ossze. Nem vizsgdtuk a Cu(ll)-iont és Tiront tartalmazd rendszereket a 4.3.3.1.
Fegezetben emlitett oxidacio miatt, és a rendelkezésiinkre allé PhAha kis
mennyisége miatt nem tanulményoztuk a Cu(l1)-PhAha-Gly rendszert sem.

A 9. téblazat adataibdl lathatjuk, hogy a Cu(ll)-ionnad [MAB] és [MABH_4],
Ni(ll) és Zn(ll) esetén ezek mellett [MA,B] é [MAB,] vegyes ligandumu
komplexek is képzbdnek. A komplexek sztdchiometrigaban mutatkozo eltérés a
fémionok eltérd geometriai viszonyainak koszonhetd.

Spektrofotometrids és ESR mérésekkel a Cu(ll)-ion esetén egyértelmlen
meghat&rozhatok voltak az [MAB] Osszetétdd komplexek koordinacids
szférgjdban ehelyezkedd donoratomok tipusai. Sigel és Martin dtal felirt
f@lempirikus egyenleteket adkamazva a torzskomplexek ([MA;], [MB,])
spektrofotometriés vizsgdlata soran meghatarozott hozzgérulas  tényezoket
haszndlva szamoltuk ki az dtalunk feltételezett kotésmddokhoz tartozd |
ertekeket, mely szerint ezekben a vegyes ligandumu komplexekben egy
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hidroxamat és a B ligandum két donoratomja koordindddik a fémionhoz. A mért
és szamolt hulldmhosszak a 10. tablazat adatai alapjan jO egyezést mutatnak, tehat
az €l6zoekben leirt kétésmddok val dsulnak meg.

10. Tablazat Cu(ll)=monohidroxamsav—B ligandum rendszerekben képzddd
néhany vegyes ligandumi komplex spektrofotometrias és ESR spektroszkdpias

parameéterei
komplex fel_';ét,elez,ett | max (NM) | 1 max (M)
kétésmod SZAmOlt© mért
[Cu(Aha)en]” (0,0)% (N,N) 596 592
[Cu(Aha)enH_4] (0,0)°, (N,N) - 576
[CuMAha)en]* (0,0)* (N,N) 504 600
[Cu(PhAha)en]” (0,0)% (N,N) 595 605
[Cu(Aha)Gly]" (0,0)%, (N,O) 633 638
[CUMAha)Gly]* (0,0)* (N,0) 631 632
komplex feltétel ezett O A
kOtéSfT]f)d ()10'4cm'1)
[Cu(Aha)bipy]* (0,0)* (N,N) 2,239 192
[Cu(Aha)bipyH_1] | (0,0)°, (N,N) 2,219 199
[CuMAha)bipy] * (0,0)% (N,N) 2,235 193
& hidroxaméto
® hidroximéto

°A szamolashoz haszndlt hozzgjarulasi tényezok: hidroxamét-O: 0,383 (Aha),
0,386 (MAha), 0,384 (PhAha); amin-N: 0,456 (en); Gly-N: 0,456, Gly-O:
0,357

Az Aha, MAha és bipy ligandumok esetén részletes ESR vizsgaatok is
késziiltek. Az [MAB] komplexre mért értékek irodalmi adatok alapjan megfelelnek
egy plandris geometrig Cu(ll)-komplexnek,'*® mely részecske csak a vegyes
ligandum( rendszerekben képzddik, és melyben minden val6szinlség szerint az
ekvatoridis sikban két oxigén és két aromés jellegi nitrogén koordindlodik. (Az
adatokat a 10. téblazat tartalmazza.)



4.3.3.3. Vegyes ligandumi komplexek képzddése két donoratomot...

Nagy pH-n a primer Aha és a szekunder hidroxdmsavak viselkedése kozotti
kllonbsdg érdekesnek mutatkozott. A pH-metridss mérések aapjan ugyanis a
Cu(ID-Aha—en/ ill. —bipy rendszerekben [MABH.;] Osszetétdl komplex is
képzddott, mig a szekunder MAha, PhAha esetén nem. A Ni(ll), Zn(ll) esetén is
képzodott ez a komplex, de a képzddesét kovetd csapadéklevaés azt val Oszindsiti,
hogy ez a részecske vegyes hidroxokomplex, vagyis az tsszetétele [MAB(OH)]. A
Cu(ll) esetén a spektrofotometriés vizsgalat azt mutatta, hogy az [MABH.]
(A=Aha, B=en v. bipy) részecskében az [MAB] komplexhez képest megnd a
kotéserdsség. Erre utal, hogy a | .« €ltolodott a nagyobb energiga tartomany felé
pl. a Cu(ll)-Aha—en rendszerben (Id. 27. dbra, (a)), mig az MAha esetén (b) a
vegyes ligandumu komplex kiaakulésat nem kiserte al . valtozésa

HsC

pH Sc=0 pH
I
11,0
11,5 N —on
11,0 : 11,0 10,5
© 10,5 © 0,10 4 9,5
c 10,0 ¢ 7.6
3 3
5 95 0,05
> 8,6 >
o Qo
< 6,0 <
0,00 T T T 0,00 T T T
430 530 630 730 430 530 630 730
hullamhossz (nm) hullamhossz (nm)
a. D.

27. dbraCu(ll)-Aha—en (a) és Cu(I1)-MAha—en (b) rendszerek UV -lathatd spektrumai
kil 6nbz8 pH-kon (Ceyqy = 5,040° mol/dn?, M:A:B = 1:1:1)
Figyelembe véve a méar kordbban bizonyitott [Cu(Aha),] komplex nagy pH-n
lgasz6do deprotondlodés folyamatait is, a vegyes ligandumu rendszerekben is
legval 6szinGbben a koordindt Aha deprotonaddasa kovetkezik be a [CUABH_{]
képzodésekor, vagyis hidroximéto-kelét jon |étre.

A vegyes ligandumu komplex toérzskomplexekhez viszonyitott stabilitasat
tobbféleképpen is elemeztik. Pl. kiszamoltuk a toérzskomplexek megfeleld
dlanddinak a felhaszndéasaval (amennyiben az a rendelkezésiinkre dlt) a
statisztikus mérték komplexképzodésre vonatkozo dlandokat (Igh™™).* A mért és
statisztikus allanddk kozétti kilonbségeket (Digh) a 9. téblazatban tlintettiink fel.
Az [MAB], vadamint az oktaéderes [MA.B] és [MAB,] komplexek esetén a
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statisztikus allandokat az aldbbi egyensiilyok alapjan a 15-17. egyenletek szerint
szamoljuk:

[MA;] +[MB2] ge 2[MAB] Igbj, =1/2lg by, +1/21gb,,, +lg2  (15)
2[MA;] +[MB;] ge 3[MAB] g bl . —213lg bMA3 +1/31g bMB3 +ig3  (16)
[MA;] +2[MBs] ge 3[MAB;] 1gbj,, =2/3lgb,,, +1/3lgb,, +lg3 (17)

A Digb adatok alapjan megdlapithatd, hogy az en, és foleg a bipy esetén
viszonylag nagy pozitiv értékek kedvezményezett vegyes ligandumi komplex
képzddésére utalnak, mig a Tiron esetén a mért értékek a statisztikustdl jova
kisebbek.

Az [MAB] komplexek esetén kiszamoltuk a 18. folyamatra vonatkozd
egyensilyi  dlandokat (DigK) is a megfeded Igbuya €& Igbys adatok
felhaszndésaval'* melyeket szintén a 9. téblazatban foglaltunk dssze. A tobbi
komplex esetében a megfeleld torzskomplexek stabilités dlanddinak hianya miatt
nem szamolhat6 a DigK értéke.

MA + MB ge MAB + M DIgK (18)

DIgK = IngAB —IngA _IngB

Mind nagyobb a DIgK értéke, az [MAB] komplex képzddése az adott
rendszerben annd kedvezobb. Sigel szamitésal dapjan DIgK statisztikus értéke a
Cu(I)-komplexekre vonatkozdlag —0,9, a szabdyos oktaéderes vegyes ligandumu
komplex esetén —0,4.** Léthato tehét, hogy olyan rendszerben ahol a B ligandum
nitrogén donoratomokat tartalmaz, a vegyes ligandumi komplex képzddése
kedvezményezett, a DIgK nagyobb, mint a statisztikus érték. Foleg az aromas bipy
esetén képzodtek nagyobb stabilitésii komplexek, valoszinlleg a lehetséges
viszontkoordinadcié miatt. Az oxigén donoratomokat tartalmazd Tiron esetén
ugyanakkor a DIgK minden esetben joval kisebb, mint a statisztikus érték, a Gly
esetén pedig kozel megfelel a statisztikus értéknek.

A fenti kovetkeztetések jol tUkrozOdnek a Zn(l1)-Aha-bipy/ ill. —Tiron
rendszerek koncentraciddloszlas  gorbéin, melyek a 28. adbran lahatok.
Osszehasonlitva a képzodd vegyes ligandumi komplexek moltortjét a bipy és
Tiron esetén, egyértelml hogy a Tironna nem szamottevd, mig a bipy esetén
kifgjezett a vegyes ligandumu komplexek képzddése.
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[ZnAB,]

[ZnB,]

[ZnABH ] a

Zn(11)

moltort

[ZnAB]

5,0 6,0 7,0 PH 8,0 9,0 10,0

28. abrazn(I1)-Aha-bipy (a) és Zn(l1)-Aha-Tiron (b) rendszerek
koncentrécioel oszlasi gorbéi (Cznmy =2,0:0° mol/dn?, M:A:B = 1:2:2)

Akér a Digh®™®, akér a DIgK értékeket tekintjiik, megallapitasaink 6sszhangban
vannak Sigel azon kovetkeztetéseivel, mely szerint a vegyes ligandumui komplexek

képzbdésekor kedvezményezett a kilonbdzo tipust donoratomok koordinacidja a
fémionhoz."*
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4.3.3.3. Vegyes ligandumu komplexek képzodése harom donor atomot
tartalmazé B ligandumokkal

A harom donoratomot tartalmazd B ligandumokkal csak a Cu(ll) esetén
végeztink vizsgdatokat. Mivel a dien és a terpy a torzskomplexikben mér elfoglal
harom ekvatoridis koordinécios helyet, femerll a kérdés, hogy a hidroxamétnak
hogyan valosul meg a koordinécigja. A lehetseges kotésmodokat a 29. dora
mutatja. Vagyis koordinalddhat egyfogukeént (1.) vagy kétfoguként (11., [11). Utdbbi
esetekben a hidroxamét kiszoritja az ekvatoridis sikbdl az egyik nitrogént és a
hidroxamato-keldt a sikban alakul ki (l11.), vagy az egyik oxigén ekvatoridlisan, a
mésik axidlisan koordindddik (I11.). A Ni(ll) és Zn(ll) esetén a szabdyos
oktaéderes geometria miatt nincs megkUlonboztetett koordinaciés hely a
komplexekben, ezét nem folytattunk vizsgaatokat az emlitett fémionok és a
hé&rom donoratomot tartalmazo B ligandumok esetén.

/—N

7 N N N
Ny gy N (N‘0u/87’ Sou
N7 oo N7 TOTN N"HOP
\
l. 1. . N

29. abra[CuAB] komplexek lehetséges kétésmaod;ai
(A: monohidroxamsav, B: dien vagy terpy )

Ahogyan a 4.3.3.1. Fejezetben mér leirtuk, a terpy esetében az [MB] komplex
képzBdése a titrdlasok induld pH-jan (pH = 2) gyakorlatilag 100%-os. igy csak az
MB + A ge MAB folyamatra tudtunk egyensilyi allandét meghatérozni. A terpy,
ill. adien esetén kapott stabilités dlanddk a 11. tablazatban taldhatdk meg.

A vegyes ligandumu komplexre kapott 1&pcsdzetes egyensilyi dlanddk (IgK,
Id. 11. tébldzatban) joval kisebbek a kétfogu ligandumoknd kapott |épcsdzetes
dlandoknd (pl. bipy esetén). A kalorimetrids mérések is azt mutattak, hogy a
komplexképzddést kisérd entalpiavaltozasok kozott nagy kilonbség van a kétfogu
és a hdromfogu B ligandumok esetén. A dien és terpy esetén a bipy-hez képest
joval kisebb DH érték a kotések erfsségének lecsokkenésére utal. (A kalorimetrias
adatok isa 11. téblazatban |&thatok.)

Tovébba a [Cu(Aha)(dien)/(ill. terpy)] vegyes ligandumi komplex kiaaku-
l&saval pérhuzamosan az abszorpciés maximum etolodott a nagyobb
hulldmhosszek iranydba. Mindezt jOl szemléiteti a Cu-Aha-dien rendszer
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koncentrécioeloszlas gorbével egylitt dorézolt | . VAtozasa a pH-fliggvényében
(30. &ora). A batokrom eltolédas kb. 70 nm a dien, 50 nm a terpy esetén. A
szémottevd eltol6dés az irodalmi adatok szerint erds axidlis koordinaciora utal ™’
Minden valészinlség szerint 6t0s koordinaciés szami a kialakult [CuAB]
komplex, de nem lehet egyértelmien megmondani, hogy melyik donoratom van az
egyes koordinaciés helyeken.

11. Tablazat Cu(ll)-monohidroxamsav— dien/ —terpy (ill. —bipy) rendszerekben
képzbdb vegyes ligandumu komplexekre vonatkozo stabilitasi dlanddk (Igbyas), @
[CuB]+Aqge [CUAB] egyenstilyi folyamatra vonatkozo |épcsdzetes stabilitas
dlandok (IgK) (t =25 °C, | = 0,2 mol/dn?® (KCl)); ESR spektroszkopiés és

kal orimetrias adatok
A B Igbuas | 10K DH DS [CUAB]
(kJmol) (kJmol)) (Imobk<) - gy Ai

(20%cm?)

Aha dien [19,70(1)| 360 | -2056| -02 68 2,240 181

MAha | dien |19,30(1)| 3,20 - - 2,241 182
PhAha| dien |19,85(3)| 3,75 - - - - -
Aha terpy - 421 | -2402| +2.8 0 2,267 158
MAha | terpy - 3,89 - - — 2,266 160
PhAha | terpy - 3,67 - - - - -

Aha | bipy |16902)| 7.84 |-4549| -194 | 87 [2239] 192

1,0 - - 700
[Cu(dien)OH]

. 2+ [ ] [ ]
0,8 1 [Cu(dien)] o 1 680

0,6 1

[Cu(Aha)(dien)]” 1 560
[ ]

moltort
| max (NM)

0,4 - L 640

0,2 620

0,0 4
6,0 7,0 8,0 pH 9,0 10,0 11,0

600

30. dbraCu(ll)-Aha-dien rendszer koncentracideloszlési gorbéi ésa | ax rtékek pH-
fuggése (-) (ccuqry =3,0040° mol/dn?, M:A:B = 1:1:1)
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A [CuBH.,] vegyes hidroxokomplex képzddésével parhuzamosan, a pH tovabbi
emelésével a | etolddik a kisebb hullamhosszak iranyéba, vaoszinlleg a
hidroxdmsav kiszorul a koordinécios szférabol, és ismét nem lesz szamottevd
axidis koordinacio.

Erdekes eredményeket hoztak az ESR vizsgélatok. pH = 11 aatti tartomanyban
a pH-potenciometrids és |ahaté spektrofotometridss mérések eredményeit jol
aldamasztotték az ESR paraméterek. A [CuAB] komplex pH = 8 felett képzodott,
és a ESR spektruma megfelelt egy kdzel négyzetes piramisos geometrigj, 6tos
koordinéciés szamu Cu(ll) komplexnek. A merevebb terpy esetén a geometria
jobban torzult. A mérések azt is mutattak, hogy egyedil a Cu(ll)-Aha-terpy
rendszerben pH = 11 felett olyan komplex képzbdik, melyre vonatkoz6 ESR
paraméterek (g, = 2,217; A, = 20340* cm™) tokéetesen egyeznek a Cu(ll)-Aha
rendszerben képzddd [Cu(AH_)]* biszhidroximéto-komplexre vonatkozokkal .** A
flexibilisebb dien esetén nem jon Iétre ez a komplex, ott a hidrolizistermeék marad a
dominans. Az eredmények legvaldszindbben Ugy értdmezhetdk, hogy a
hidroximéato (-CNO*)-csoportok képesek a merevebb, kisebb  stabilitasi
komplexeket képzd terpy ligandumot a koordinacids szférabdl kiszoritani. Az a
tény, hogy a szekunder hidroxdmsavakndl ez a folyamat egydtalédn nem figyelhetd
meg, tovabb erdsiti a fenti kdvetkeztetéseket.
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4.4.1. Természetes sziderof rok vizsgélata

4.4. Tobb hidroxamsavcsoportot tartalmazo hidroxamsavak és atmenetiféem-
ionok oldategyensulyi viszonyai

4.4.1. Természetes szider of or ok vizsgalata

Munkank mésik része trihidroxdmsav tipustl szideroférok Fe(ll)-ionna vad
kolcsonhatésanak vizsgdata. A természetben bizonyitottan nem csak a Fe(lll)-
ionnal |épnek kolcsbnhatésba a trihidroxdmsavak, hanem a vas metabolizmusa
soran képzodd Fe(ll)-ionnal is! de ezeket a kolcsbnhatésokat a mér emlitett
kisérleti nehézségek miatt gyakorlatilag még nem vizsgaltak.

Ahogyan az Irodami Osszefoglaloban részletesen leirtuk, a természetes
trihidroxamsav tipustl sziderof6rokban 1évé harom kelatképz6 csoport egyidelleg
képes kotddni ugyanahhoz a Fe(l11)-ionhoz, mert a csoportok térbeli tavolséga és
az Oket Osszekotd szénlanc szerkezete idedis a koordinacichoz.*® A
trihidroxamsavak igy hatfogu ligandumként teljesen teliteni tudjdk a Fe(lll)
oktaéderes koordinacios szférgjét, igen nagy stabilitast 1:1 ardnyd komplexeket
képezve. Az 25. Fegezetben részletesen elemzett koncentraciohatasnak
kdszonhetGen a Fe(l11) a trihidroxdmsavakka stabilisabb komplexeket képez mint
a monohidroxdmsavakkal, és emiatt a mikroorganizmusnak kevesebb tobbfogu
sziderofért kell kivalasztania ugyanannyi vas megkdtésehez, mint pl. a kétfogu
monohidroxamsavakbdl kellene.*

Elsddleges célunk volt két természetes trihidroxamsav, a DFB és a koprogén
oldategyensulyi viszonyainak tanulméanyozésa. (A ligandumok képletel a 2. dbran
l&hatok.) A jelen munka soran a kovetkezd rendszereket vizsgatuk: mindkeét
trihidroxamsav kdlcsonhatésat tanulmanyoztuk Fe(ll)-ionnal, az eredményeket a
4.4.3. Feezetben ismertetjik. A Tanszéken a fémionok széles korében a DFB
esetén mér voltak megel6z6 eredmények,*>*® de a Mn(Il) és Co(ll) esetén nem,
ezert elkésziltek az ezekre a rendszerekre vonatkozo vizsgalatok. A koprogénnel
az irodalomban csak a Fe(l11) esetén taldtunk eldzményeket, de nem a mi mérés
korilményeink kozott torténtek a vizsgdlatok. Igy tanulményoztuk a Fe(lll)—,
Ni(Il)=, Cu(ll)- Zn(Il)—koprogén rendszerek oldategyensilyi viszonyait. A
ligandum rendelkezésiinkre Al6 kis mennyisege nem tette lehetdvé, hogy a
fémionok korét tovabb bdvitsik.

A képzddd komplexek Gsszetételét és stabilitds dlanddit a vizsgdt kétértékl
fémionok esetén pH-potenciometrias modszerrel hatéroztuk meg. A Fe(l11) viszont
a koprogénnel a protonkomplexekhez viszonyitottan nagy stabilitésii komplexeket
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képez, ami miatt a ligandum és a fémion kdzotti kolcsbnhatés igen kis pH-n fellép,
és a fémkomplexek teljesen kialakulnak a pH-metridsan vizsgdhaté pH-tartomany
datt. igy pH = 2 felett mar nincs pH-vétozéssa jaro folyamat, a fémion tovabbi
protont nem szorit le aligandumrdl, vagyis a nagy stabilitas és a komplexképzddés
pH-tartomanya gatat szabott a pH-metrias stabilités dlandd meghatarozasnak. A
karakterisztikus Fe(lll)-hidroxamato toltésdtviteli savok (Id. 1. téblazat)
segitségével azonban spektrofotometriasan vizsgahatd a komplexképzodés pH = 2
aatt is, és stahilitds dlandokat meg lehet hatarozni a kiloénb6z6 pH-kon mért
spektrumok illesztésével. A vizsgdlat soran az ionerGsseg dlando értéken vald
tartésa mellett a minta KCl tartalmé fokozatosan HCl-ra cseréltik, és a pH-t a
minta er6s sav tatama dapjan szdmoltuk ki. A legsavasabb minta
savkoncentrécidja igy 0,2 mol/dn? volt.

0,73
—0,86
1,04
1,38
© N\
‘S pH ——2,99
g N
o — 5,33
-
o
2 — 8,54
Q
< — 10,16
0,2
0,0 T T T T T

330 380 430 480 530 580

hullamhossz (nm)

30. &braFe(]11)—koprogén rendszer UV-l4that6 spektrumai kiilonboz6 pH-kon
(Creqy = 4,040 mol/dn?, M:A = 4:5)

A 30. &ran a Fe(l11)koprogén 4:5 fém-ligandum arényu rendszer kiilonbozo pH-
kon felvett spektrumai aapjan lathatd, hogy pH = 0,73-n alagosan mér tébb mint
két hidroxamét koordindddik a fémionhoz (425 nm > | . > 470 nm), és pH =
1,38-ra 100%-ban kialakul a triszhidroxaméto-komplex. A pH tovébbi emelésével
al ma €S ema Nem vatozik. Spektrofotometriasan tehédt csak a harom koordina 6do
hidroxamétot tartalmazé részecske kialakulasa kovethetd nyomon. Erre a
komplexre meghatérozott allandét a tobbi rendszerre vonatkozd alandokka és a
kordbbi tanszéki eredményekkel egytt a 12. téblazatban foglaltuk tssze.
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4.4.1. Természetes sziderof rok vizsgélata

12. Tablazat M(I1)/Fe(111)-DFB/ill. —koprogén rendszerekben képzddd komplexek
stabilitési dlanddi (Igb) (t =25 °C, | = 0,2 mol/dm’(KCl))

[IMAH:]*" | [MAH,]" | [MAH] | [MA]" [[M,AH]* | [M,A]"
Mn(l1) 31,8(6) | 2573(2) | 17,37(2) | 637(3) - —~
Co(l1) 328(1) | 27,44(2) | 1957(3) | 855(4) - -
| Ni(l1)? 33,20 2766 | 19,71 8,89 - -
a8 [Cu(ll)? 36,99 3310 | 2398 | 1373 32,09 -
Zn(l1)? 33,40 2817 | 2040 | 10,36 - -
Fe(l11)° — 424 | 41,01° 30,4 - -
& | Ni(1) - 2374(7) | 1853(1) |11,42(2) - -
| cu(l - 26,89(3) | 23,70(4) | 15,25(8) - 23,30(7)
S | zn(ln) - 236(3) | 1923(2) | 11,80(4) _ _
=~ | Fe(lll) — - — 29,35(8)° - —
Hiv. 42.
PHijv. 53.

¢ Spektrofotometridsan meghatérozott &landok.

A Fe(lll)-koprogén [MA] komplexére meghatérozott stabilités dlando az
iroddomban ligandum kompeticios moédszerrel, eté&d korilmények kozott
meghatérozott 30,2 Igb értékkel jol egyezik.'®

A Cu(ll)-, Ni(ll)- és Zn(ll)-ionok esetén a koprogénnel [MAH,]", [MAH] és
[MA] komplexek képzddtek, ill. a Cu(ll) esetén kétmagvi [M,A]" részecske is,
melynek képzddését adtamasztja az a kisérleti eredmény, hogy atitrdlasok soran a
koprogén fémfolosdeget is oldatban tudott tartani. A 12. téblazatban taldhato
adatokbdl kiszamoltuk a koprogénnel képzett protonat komplexek |épcsdzetes
protondisszociaciés alandbit a 19. és 20. egyensilyok aapjan. Ni(ll) és Zn(ll)
esetén ezek az dlanddk jova kisebbek a szabad koprogén deprotond odésat
jellemzd alandotdl (pK » 9). Mindez arra utal, hogy a protonokat a fémion szoritja
le, ésigy az [MAH,]", [MAH] és[MA]~ komplexekben valdszintleg egy, kettd, ill.
harom hidroxamat koordinalodik. A Cu(ll) esetén a pK ., , ugyancsak kisebb, de a

pKuan Mar kézel van a szabad liganduméhoz. Feltételezhetd tehdt, hogy a Cu(ll)-
komplexben a harmadik hidroxamsavcsoport deprotondlodasdt mar nem koveti
koordinécio.
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[MAH]" ge [MAH] +H"  (Kyan,) (19)
PK s = Ni(l1): 5.21; Zn(I1): 4,37; Cu(ll): 3,19
[MAH] ge [MA] +H’ (Kman) (20

pPKuan = Ni(ll): 7,11; Zn(11): 7,43; Cu(ll): 8,45

A 31. &ran a Cu(ll)—koprogén rendszerre vonatkozd koncentrécioeloszlas
gorbékkel egyitt dbrazoltuk a kilonbdzd pH-kon mért | . értékeket. A grafikon
mutatja, hogy az [MAH] és [MA]™ komplexek | . értéke gyakorlatilag azonos,
vagyis azonos a kotésmédjuk, és ez a | éték — a 4.3.1. Feezetben
meghatarozott hozzgérulds tényezdk adapjan — pontosan megfeld négy
hidroxamét-oxigén koordinacidjanak. A spektrofotometrias vizsgdlatok tehat
egyértelmlen mutatték, hogy a Cu(ll) [MA]™ komplexében valdban csak két
hidroxamét koordindodik. igy az [MA]™ komplexben a kététt ligandumnak még
van egy koordindddni képes donorcsoportja, ezért nyilik lehetdség a kétmagva
[M,A]" komplex kiaakulésara.

1.0 900
e [CuAH] _
- CuA
08 N\ x (oAl |
s
5061\ g
= 1700 =
O A é
€ 0.4 4 °« o oo o \ oo =
[CuAH,] 1 600
0,2 1 [Cu,AT"
O!O T 1 T T 500
2,0 4,0 6,0 8,0 10,0
pH

31. &braCu(ll)—koprogén rendszer koncentraci6eloszlasi gorbéi ésa | ma értékek pH-
fuggése (-) (Ccuqry =1,540° mol/dn?, M:A = 1:1,5)

A Mn(11)— és Co(l1)-DFB rendszerek esetén a mért stabilitas dlandok aapjan
feltételezhetd, hogy a hidroxamsavcsoportok |épcsdzetes koordinacidjaval jonnek
lére a mono-, bisz-, és triszhidroxaméto ([MAHs]**, [MAH.]*, [MAH],)
komplexek, mad a termindlis aminocsoport deprotonalddasdval az [MA]™
részecske.
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4.4.1. Természetes sziderof rok vizsgélata

A koprogénnel vizsgdlt négy fémion esetén kapott eredményeket Osszevetettilk
a DFB-re vonatkozé irodalmi adatokkal. A stabilités dlandok dsszehasonlitasakor
figyelembe kell venni, hogy a DFB-ben van egy negyedik deprotondddni képes
csoport, a termindlis aminocsoport, mely nem koordindodik a fémionokhoz és
csak nagy pH-n deprotondodik. A Fe(lll) esetén lathato, hogy nincs szamottevd
kllonbség a koprogén [MA] komplexére kapott dlando (Id. 12. tablazat) és a DFB
triszhidroxaméato komplexének stabilitas dllanddja (Igb = 30,17") kozétt. A Cu(ll)
esetén megvizsgaltuk, hogy ugyanolyan koncentrécié viszonyok mellett a Cu(ll)—
koprogen / ill. -DFB rendszerekre vonatkozo | . értékek hogyan vatoznak a pH
flggvényében. (Ld. 32. &ora) Az dbra alapjan megdlapithatd, hogy a koprogén
esetén mé& vaamivel kissbb pH-n kidakul a négy hidroxamét-oxigénes
koordinécio. Figyelembe véve, hogy a keét ligandum disszociacios dlandéi nem
kllonboznek szamottevden egymastél, mindez arra utal, hogy a koprogénnel kis
meértékben stabilisabb komplexek képzddnek, de a killdnbség nem szamottevo.

900
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’é‘800~0,
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32. abraCu(ll)—koprogén (o) és Cu(ll)-DFB (" ) rendszerekre vonatkozd | . értékek pH-
fliggése (Ccygny =1,54.0° mol/dn?, M:A = 1:1,5)

Megdlapithatjuk, hogy ugyan a DFB-ben és a koprogénben a lanchossz kozel
azonos (10, ill. 11 koétés), de jelentds kilonbség van a két vizsgalt trihidroxamsav
Osszek6td lancanak szerkezete kozott. Ennek ellenére, a fémkomplexeik stabilitasa
6és Osszetétel e kdzott szdmottevd eltérés nincsen. Vaon mi lehet a szerepe az egyes
szerkezeti egységeknek ezekben a természetes vegylletekben? A hidroxamsav-
csoportokat Osszek6td szénldnc hosszénak komplexképzddésre gyakorolt hatasat
mar szamos szerz6 elemezte, ahogyan azt az Irodalmi étekintésben leirtuk.
Viszont nem tanulmanyozték még azt, hogy DFB esetén a lancot merevitd
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peptidkdtés helyzetének van-e kiemelt szerepe. Ezért vontunk be a vizsgalatainkba
olyan modell dihidroxamsavat, melyben a hidroxamsavcsoportokat 6sszekétd |anc
hossza és szerkezete pontosan megfeled a DFB-ben lévdvel, valamint olyat,
melyben ehhez képest vatozik a peptidkdtés helyzete, vagy az Osszekotd lanc
hossza. A koprogénben [évd diketo-piperazin-gyard és a mindharom funkcids
csoport mellett megtaldhaté b-helyzet kettds kotés hatését pedig a dimerumsay,
mint modell dihidroxamsav segitségével tanulményoztuk. A vizsgaatokat a
Fe(l11)- és Fe(l1)-ionok esetén végeztik el

4.4.2. Fe(l11)- ésFe(l1)-ionok kolcsdtnhatésa dihidr oxamsavakkal

A modellként vaasztott dihidroxamsavak @,5-DIHA, 3,4-DIHA, 3,3-DIHA,
dimerumsav) nem pusztdn modellek a fémion—trihidroxdmsav kolcsonhatésok
vizsgdatdhoz, mert a természetben jonéhany dihidroxdmsav is megtadhato,
koztik pl. az dtaunk is tanulményozott dimerumsav, melyek Fe(lll)-ionnal
bizonyitottan  kélcsdnhatasba  1épnek.* A dimerumsav a koprogén egy
szegmensenek felel meg, mindkét vegyuletet a Penicillium chrysogenum gomba
termeli, és ezzd a ligagndummal kordbban nem tdrténtek még oldategyensilyi
vizsgdatok. A tanulmanyozott 2,5-DIHA, 3,4-DIHA és 3,3-DIHA szintetikus
ligandumok, a 2,5-DIHA-ban az 6sszekotd lanc szerkezete és hossza teljesen
megegyezik a DFB-ben levovel. A 34-DIHA és 3,3-DIHA ligandumokban
egyrészt a peptidcsoport helyzete a 2,5-DIHA-ban 1évoétdl eltérd, masrészt a 3,3-
DIHA-ban egy metilcsoporttal rovidebb az 6sszekdtd lanc. (A ligandumok képletel
a 2. dbran lathatok.) A peptidkotés lancmerevitd és oldékonysagnoveld hatésa az
irodalombdl mér ismert>** ezen ligandumok segitségével viszont megvizsgdhat6
az a kérdés, hogy mi a szerepe annak, hogy a természetes DFB-ben kettd és 6t
metiléncsoportot vAlaszt € a peptidkdtes. Mind a négy dihidroxdmsav
komplexképzését tanulmanyoztuk Fe(l11)- és Fe(ll)-ionokkal.

A h&om szintetikus dihidroxamsav esetén megvizsgdtuk erdsen savas
kdzegben a peptidkdtés stabilitasat. Amennyiben a peptidkétés hidrolizal, valtozés
kovetkezik be a ligandum komplexképzd sgjdtsagaban is. A Fe(lll)-
biszhidroxamato-komplexek esetén a toltesétviteli savok intenzitasnak az idobeli
vatozasdt kovettlk nyomon pH = 0,8-n. Megdlapitottuk, hogy a mért jel
intenzitésa a 2,5-DIHA esetén 0,3%-kal, a 3,4-DIHA és 3,3-DIHA esetén 4,5%-kal
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Abszorbancia

4.4.2. Fe(l11)- és Fe(I1)-ionok koélcsdnhatasa dihidroxamsavakkal

csokkent orénként. pH = 2 felett a mért spektrumok ugyanezen idd aatt nem
vatoztak. Azért, hogy pH = 2 datti mérésainkné is ekerlljik a peptidkdtés
hidrolizisét, a Fe(lll) esetén a spektrumokat a minték Osszedllitésa utén azonnal
felvettik.

4.4.2.1. Fe(l11) —dihidroxamsav komplexek

A Fe(lll) esetén a gpektrofotometrias vizsgdlataink azt mutattdk, hogy
1 mol/dn7* erds sav oldatdban (pH ~ 0) is mér koordindddni képes a dihidroxam-
savak egy-egy hidroxdmsavesoportjia (I max ~ 510 nm). Mivel a vizsgdt
dihidroxdmsavakkal a Fe(lll) kolcsdnhatasa mé&r pH = 2 datt is jelentds, ezért
ebben a pH tatomanyban képz6dd komplexek oabilitas  alanddit
spektrofotometriasan hataroztuk meg az €l6z0 fejezetben leirt médon, mig a pH =
2 felett képzodd komplexre vonatkozo dlanddkat pH-potenciometridsan.
Ugyanakkor spektrofotometrids vizsgdlatokat a pH = 2 feletti tartomanyban is
vegeztink.

OH ~5.5-9.0: [ o= 425 nm | 075 _—|pH ~5,5-9,0; | nax = 425 nm
1,00 4 ' I
pH =2,04;
0,75 4 g
S pH ~0,7-2,0; | € 0,50 | max = 470 nm
[5+
0.50 4 | max= 469 nm L
S 0,25 - o ‘
(%2} ! A N
0,25 A -2 "5»,‘;, )ﬁ\
DH = 0. 74h N
0,00 ' ' ; r 0,00 T
280 380 480 580 680 280 , 480 680
i hulldmhossz (nm)
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a b

33. dbraFe(l11)-2,5-DIHA (a) (Creqiy =4,040°* mol/dn?, M:A = 1:2) és
Fe(I11)-3,4-DIHA (b) rendszer (Creqiy =2,540° mol/dn?, M:A = 1:2) UV-l&that6
spektrumai kill6nbdzd pH-kon

A 33. dbraa Fe(l11)-2,5-DIHA, ill. =3,4-DIHA rendszerek spektrumait mutatja.
Ha 6sszevetjik apH < 2 tartomanyban a két ligandum viselkedését [&that6é hogy a
| max €rtékek (~ 470 nm) aapjdn ebben a pH-tartoméanyban a koordinéciés
szférdban két hidroxamétot tartalmazd komplexek képzddnek. Ugyanakkor az
abszorbancia a maximumot a 2,5-DIHA-nd mar pH = 0,7-re eéri, vagyis teljes
ennek a komplexnek a képzddése mar ezen a pH-n, mig a 3,4-DIHA esetén csak
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pH = 2-re alakul ki 100%-ban ez a komplex. (A 3,3-DIHA esetén a spektrum a 3,4
DIHA-éhoz hasonl6.) A spektrumok tovébba mutatjék, hogy a biszhidroxamét-
komplex kialakulasdt kovetden a pH = 5,5-9 tartoményban a | ., fokozatosan a
triszhidroxaméto-komplexekre jellemzd ~ 425 nm-re tol 6dik.

A spektrofotometridsan és pH-potenciometriasan meghatarozott stabilités
dlandokat a 13. téblazatban foglaltuk dssze.

13. Tablazat Fe(ll)—, ill. Fe(ll)—dihidroxamsav rendszerekben képzddd
komplexek stabilitasi dlanddi (Igb) (t =25 °C, | = 0,2 mol/dn?’ (KCl))

2,5-DIHA | 3,4-DIHA | 3,3-DIHA | dimerumsav
[MA]"? 21,05(4) | 19.87(2) 19,84(3) 20,40(2)

[M.As] | 61,016) | 57,53(3) | 5899(5) 56,2(3)

Fe(l1)

IMAH]* | 1394(2) | 1391(6) | 13,77(2) 14,62(8)
[MA] 824(1) | 7402 | 69 7.4(2)

[M,A]* - 22,23(8) 20,36(6) -
Spektrofotometri asan meghatérozott allandok.

Fe(ll)

A Fe(lll) esetén a monohidroxaméto-komplexek (MAH]?") stabilitasi dlandojét
nem tudtuk meghatarozni a kisérleti korilményeink mellett. A pH = 2 aatt
képz0dd ké hidroxamétot tartamazd [MA]* komplexre vonatkoz6 &llandét
spektro-fotometridsan, a triszhidroxaméto [M,A;] komplex stabilitéasi dlandéjat
pedig pH-metridsan hatéroztuk meg. Ezen utdbbi kétmagva komplexnek a
szerkezete legvalGszinlbben a dihidroxamsavaknd az irodalomban mér tobbszor
leirt médon képzelhetd e, vagyis két [MA]" egységet a harmadik ligandum hidként
kot 6ssze, Ugy ahogy a 2,5-DIHA esetén a 34. dbra mutatja.

N_-(CHp)s O /
Ve 2)5
~,—0. 9 Y N (CH2)2TN\9
N— -~ < : _’O H ' O\N/
SFed O-alt 3
o-" [N . II:e Seo
' c|> o o
CH '
( \2)5 o) N ,ll 0 (H2C)s
— /
HN \< NH
g/ (CH2 (H20)2’<O

34. dbraFe(l11)-2,5-DIHA rendszerben képzdd6 [M,A 3] komplex szerkezete
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A 13. téblazatban szerepld stabilitas dllandok Osszevetésébdl |athatjuk, hogy a
hérom szintetikus dihidroxdmsav kozul az [MA]* komplex stabilitésa a 2,5-DIHA
esetén a legnagyobb, vagyis ahhoz, hogy a két hidroxdmsavcsoport ugyanahhoz a
Fe(lll)-ionhoz koordindédjon, ebben a dihidroxamsavban a legidedisabb az
Osszekotd 1anc. A kétmagvu komplexek esetén is a bruttd alandok a 2,5-DIHA
esetén nagyobbak, de az dlanddk kozvetlen Osszevetése helyett a 21. egyendllyi
folyamatra szamolt |épcsdzetes allandokat vizsgaltuk meg.

2[MA]++A2'qe [M2A]; K = [NizzAJZ_ (21
lg K =lg by, o1~ 21lgb MA 8

[ma]
Az igy kiszamolhat6 dlandok nem kilonbdznek szamottevben egyméstol a harom
szintetikus dihidroxdmsav esetén, vagyis abban az esetben ha a ligandum hidként
viselkedik, mér nincs hatasa az 6sszek6td l1anc szerkezetének és hosszanak.

Molekulamechanikai szamitasok is azt mutattak, hogy a Fe(lll) 2,5-DIHA-val
képzett [MA]" komplexe kb. 21 kJmol energidval stabilisabb a 3,4-DIHA
megfeleld komplexéhez képest. Emdlett a szabad ligandumok esetén is
kimutathatd energiakllonbség is azt tdmasztotta ald, hogy a 2,5-DIHA-ban a
funkciés csoportok térdllasa a legidedisabb ugyanazon fémionhoz vao
koordinéciohoz. ™

A 13. tédblazat mutatja, hogy a dimerumsav esetén is a szintetikus

dihidroxdmsavakhoz hasonl6 dsszetétel0 komplexek képzddtek a Fe(l1l)-ionnal. A
kapott stabilitési dlandok a 3,4-DIHA és 3,3-DIHA esetén kapottakhoz hasonl 6ak.
A monohidroxdmsav—e(lll) rendszerek esetén a szubsztituenshatassal
kapcsolatban az irodami adatok azt mutatték, hogy ha a hidroxamsavcsoport
mellett kettds kotés (ill. delokalizalt aromas rendszer) van, akkor az megnovei a
hidroxamét-kelat stabilitasa.”® fgy a dimerumsav esetén a harom szintetikus
dihidroxdmsavhoz képest tabilisabb komplexek képzodését varnank, am
valoszinlleg az Gsszekdtdlanchban 1évd diketo-piperazin-gyara sztérikus gétlasa
miatt a kettds kotés stabilizal 6 hatasa viszonylag hattérbe szorul.

4.4.2.2. Fe(Il) —dihidroxdmsav komplexek

Mivel a Fe(ll) a Fe(lll)-iontdl joval kisebb stabilitési komplexeket képez, a
Fe(ll) és dihidroxamsavak kozotti komplexképzddés a mérhetd pH-tartomanyban
jatszédik le. A kisérleti eredmeények reprezentativ példgaként a 35. dbra a szabad
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ligandum és az 1:2 fém-ligandum ardnyd mintak titralési gorbéit mutatja a 2,5
DIHA ésa34-DIHA esetén.

M e | e
3,4-DIHA el
”'..,.-4
8 - et
pH ’
5 x
- *‘
e X X
2 T T T
1 0 1 2 3 1 0 1 2 3
lagekvivalens ldgekvivalens
a b.

35. dbra2,5-DIHA és Fe(I1)-2,5-DIHA rendszer (a); 3,4-DIHA és Fe(11)-3,4-DIHA
rendszer (b) pH-potenciometrias titralasi gorbéi (Creqry = 1,440 mol/dn?, M:A = 1:2)
(A negativ lugekvivalens savfelesleget jeldl.)

A 35. dbra dapjan lathat6, hogy a komplexképzddés kb. pH ~ 4,5-nél indul, ami
megfelel a monohidroxamsavak esetén tapasztaltaknak. A 2,5-DIHA esetén
csapadékkivdas ndkdl pH 11,5-ig titrdhaték voltak a Fe(ll)-iont tartalmazo
minték. A 3,4-DIHA, 3,3-DIHA és dimerumsav esetén csapadék levalasa miatt
hagytuk abba atitralést pH = 11 alatt.

A kisérleti adatok alapjan meghatarozott modelleket és stabilitési alanddkat a
13. tébldzat tartamazza. A Fe(ll)-ionnad — ahogyan az a tablazatbdl kidertl —
[MAH]*, [MA] és [M,A;3] részecskék képzodését tudtuk leimi. A komplexek
stabilités  dland6i nagysagrendileg joI megfelelnek a korabban egyéb
dihidroxdmsavakka kapott dlandéinknak.™** A képz6dd komplexek kozil az
[MAH]* komplexekre vonatkozé sabilités dlandok a harom  szintetikus
dihidroxémsav esetén kozel azonosak, értékik kb. 9 |g egységgel nagyobb egy
monohidroxdmsav  [MA] komplexének stabilités  dlanddjatdl. Az [MAH]"
komplexekben teha a ligandum monohidroxamsavszerden koordind odik, a masik
donorcsoport protondva van. A dimerumsav esetén viszont a komplex nagyobb
stabilitédst, valoszinlleg a b-ketokotés elektronkildd hatésnak kdszOnhetden. A
Fe(I1)—biszhidroxaméto-komplexek ([MA]) sabilitds sorrendje a Fe(ll1)-ionndl
megfigyelt tendencidnak felel meg, vagyis a legstabilisabb komplexet a 2,5-DIHA
képezi, mig a tobbi szdmottevden nem kilonbdzik egyméstdl. A dimerumsav
esetén a kettGs kotés [MAH]" komplexben megfigyelt stabilizdo hatasat
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val6szinlleg a heterociklusos gyQri térigénye csokkentette, igy ahogy a koprogén
és DFB Osszevetésend is az mar laszott. A Fe(I1)-2,5-DIHAVIIL. dimerumsav
rendszerek koncentréciéeloszlas gorbéit egy abran bemutatva (36. dbra) jol latszik,
hogy mig az [MAH]" komplexek mennyisége a dimerumsav esetén joval nagyobb,
addig a2,5-DIHA esetén képz6dd [MA] komplex mar kisebb pH-n képzodik.

1,0 —
| 2 / 71
0.8 Fe'’ >~ ) [FeA]
\\‘ p a 7 N &‘n'
£ 06 - N _
= >
Ne) N
€ 0,4 4 - v
AN
0,2 4 7 [FeAHT N
L. -7 & L* *
0,0 p======" — T e T
3,0 4,0 50 pH 6,0 7,0

36. abraFe(11)-2,5-DIHA (folytonos vonal) és Fe(I1)—dimerumsav (szaggatott) rendszer
koncentracideloszlési gorbéi pH = 3,0-7,5 tartomanyban
(Creqy =1,540°° mol/dn?, M:A = 3:4)

A 3,3-DIHA és 34-DIHA esetén pH = 8 feett kétmagva triszhidroxamato-
komplexek képzOdését is le tudtuk irni, mig a méasik két vizsgdlt dihidroxamsav
esetén nem. A dimerumsavnd az [M,Az] komplex képzddés pH-tartomanyaban
hidrolitikus folyamatok akaddyozték a mérést. A 2,5-DIHA esetén viszont
feltételezésiink szerint az [MA] komplex geometriga €ltérd a 3,4-DIHA és 3,3-
DIHA esetében szabdyos oktaéderesnek valoszinlsitettdl. Elképzelhetd, hogy a
komplex tetraéderesen torzult, és emiatt nem tud a harmadik hidroxamat
koordind6édni hozza Spektrofotometrids méréseink nem vezettek eredmenyre,
mivel a tetraéderes és oktaéderes Fe(ll)-komplexek eektron abszorpcids
spektrumédban nincs jelentds killonbség,'’ a kérdés megvéaszolésa tovabbi
vizsgdatokat igényd még.

Osszehasonlitva a Fe(ll) és a Fe(lll) dihidroxamsavakkal képzett megfeleld
komplexeinek stabilitas allandéit megallapithatd, hogy azok a Fe(ll) esetén tobb
nagysagrenddel kisebbek. Pl. az [MA] komplexek stabilitas dlandok kozotti
kilonbség kb. 12 Ig egységnyi, azaz hidroxaméto-keldonként kb. 6 Ig egységgel
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kisebb stabilitasiiak a Fe(ll)-komplexek, és ez az érték a monohidroxamsavaknal
megfigyelt killonbségnek felel meg. (Ld. 4.3.1. Fgezet.)

Munkéankka parhuzamosan Tanszéken tanulmanyoztak a Cu(ll), Ni(ll), Zn(I1),
ill. magasabb oxidacidés szamu fémionok (V(V), Mo(V1)) koélcstnhatését is az
eddig téargyalt dihidroxamsavakkal . ***** Azt taldlték, hogy a 2,5-DIHA a tébbi
dihidroxdmsavhoz képest nagyobb stabilitédst biszhidroxamato-komplexeket képez,
és a dimerumsav  monohidroxamato-komplexeinek stabilitasa nagyobb a tdbbi
ligandumhoz képest, Osszhangban az Aatalunk vizsgadlt vasionok esetén
tapasztaltakka.

Osszegezve a  kapott eredményeket emondhatjuk, hogy a vizsgdt
ligandumokna igen fontos szerepe van a peptidkotés helyzetének a
hidroxamsavcsoportokat  Osszek6td szénlanchan. A keldtképzd  csoportok
koordinacidhoz val6 legkedvezobb elhelyezkedése a természetes DFB-ben is
megtald haté «(CH,),~CONH—CH,)s— tipust 6sszek6tdlanc esetén valosul meg. A
dimerumsavban (ill. a koprogénben) a viszonylag nagyobb helyigényl diketo-
piperazin-gydrinek valoszinlleg sztérikus okok miatt stabilitascsokkentd hatasa
van, ugyanakkor a hidroxamato-keldtok stabilitasdt megnoveli a b-helyzet( kettds
kotés. A két hatas egyittesen befolyasolja a komplexek stabilitésdt a képz6dd
komplexek protondltsagi fokatdl fliggden.
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4.4.3. Fe(ll) kélcsdnhatésa trihidroxamsavakkal

Ahogyan azt a Bevezetésben emlitettiik, a mikroorganizmusok a sejtbe bekertilt
Fe(lll)-sziderofor komplexbdl a biolégia folyamatokhoz szilkséges vashoz
elsdsorban a vas redukcigja révén jutnak a hidroxamét tipustl szideroforok esetén.
El6z0 eredményeink azt mutattdk, hogy a hidroxamsavak a Fe(ll)-ionna
Iényegesen kisebb stabilitdsi komplexeket képeznek a Fe(lll)-ionhoz képest. A
redukcidval képz6dd Fe(ll)-sziderofér komplex is valészinlleg kisebb stabilitas,
és emiatt egy masik ligandum mar képes kiszoritani a trihidroxamétot a
komplexbdl.* A Fe(ll)-sziderofor kélcsdnhatésokra vonatkozdlag sem torténtek
azonban korabban oldategyensillyi vizsgdatok. Ezért tanulmanyoztuk részletesen a
DFB kdlcsonhatasat ezzel az oxidaciéra igen hajlamos fémionnal. A koprogén
esetén a rendelkezésiinkre al6 kis mennyisége miatt csak néhény mérés késziilt €.
A kolcsdnhatésokat szigortan oxigénmentes kortlmények kozott pH-potencio-
metriés, pH-stat és spektrofotometrias modszerrel vizsgaltuk.

A 37. dbra a DFB, és a DFB médlett Fe(ll)-iont is tartalmaz6é minték titralés
gorbéit mutatja. A Fe(ll) és DFB kozott kb. pH = 4-ig nincs kolcstnhatés, a két
gorbe egyiitt fut. Az eddig vizsgalt hidroxdmsavak esetén is a komplexképzddés
ezen pH felett indult & a Fe(ll)-ionna. A DFB esetén viszont az egyenstily nem
alt be pH = 4 felett, és egy lassti protontermeld folyamat indult €l. A 37. &raazt is
mutatja, hogy ha a pH lecsokkent a komplexképzés pH-tartomanya aa, akkor a pH
stabiliza odott, a folyamat megallt.

11 -

9

pH

S

0 100 200 300
idd (perc)
1 T T T T |

0 0,2 0,4 , 0,6 0,8
Vikown (cm )

37.abraDFB (" ) és Fe(I1)-DFB (1) rendszerek pH-potenciometriastitralasi gorbéi
(Cors = 2,04.0° mol/dn?, M:A = 1:2) ésapH idobeli valtozéasa (beszirt dbra)
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Mikdzben csokkent a pH, a minta a Fe(lll)-triszhidroxaméto-komplexekre
jellemzd szinGvé vdtozott, ami azt jelenti, hogy a Fe(ll) oxiddodhatott. A
koprogén esetében is ugyanezt a jelenseget észldtiik. Fliggetlen, szigordan anaerob
kordlmények kozott végzett spektrofotometrias vizsgaatok azt mutattak, hogy
Fe(I1)-DFB ill. —koprogén rendszerekben a vas oxidécigja va dban megtorténik. A
38. dbra a koprogén esetén mutatja, hogy az idd elbrehaladtéaval fokozatosan
kifejlodik a Fe(l11)-triszhidroxamato-komplexekre jellemz0 toltésatviteli sav.

0.4 - 108 perc 2 , | max = 435 nm
y

03 - z. /‘\

p . S \ .

o \ . \

€02 4 \

o

S

o

&3 0,1 1

Qo

< S SN
0,0 T T T T T

330 380 430 480 530 580

hulldamhossz (nm)
38. abraFe(I1)—koprogén rendszer UV-lathaté spektrumai az idd fliggvényében
(Creqny =1,340°* mol/dn?, M:A = 1.5, pH = 6,0 (MES))

Felmeril a ké&dés, hogy mi oxiddja a Fe(ll)-iont. A lehetséges
redoxifolyamatokat az alébbiakban foglaltuk dssze:

. 2Fe* +¥0,+2H" ® 2F¢" +H0 (22)

Il. 2Fe* +2H,0 ® 2Fe" +H,+2 OH (23)
0 OH Q

H.2F" +2H" + N/ ® 2F¢" + HO+ Se—nn (24)
/ N\ / \

Az 6sszes |lehetséges Uton a reakcid protonfogyasztd, viszont a képzddd Fe(lll) a
jelenlévd6 nem redukdodott trihidroxdmsavval azonnal komplexet képezhet,
melynek révén a folyamat dsszességében protontermel 6vé valik.

|. Oxiddhat tehat a mintdkba bekerlld oxigén, de llgos pirogalol oldatokat
haszndva dlenbriztik a rendszer zértségét, és azt taldtuk, hogy nem kerll be
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oxigén a mintékba az elvégzett mlveletek soran. Vagyis a Fe(ll) oxidaciojéért nem
lehet felelBs a légkdri oxigén.

I1. Elvben lehetséges a viz altali oxidacio is. Ez esetben figyelembe kell venni,
hogy mind a H'/H,, mind a Fe(lll)-trihidroxaméat/Fe(l1)-trihidroxamét rendszer
redoxipotencidja pH-fuiggd.***>**® Az irodami adatok azt mutatték, hogy gyengén
savas, semleges pH-kon Igatszédhat a viz dtali oxidacio is, mert pl. pH = 6-n a
H*/H, redoxirendszer eektrodpotenciga 0,4 V,'*° a Fe(lll)-DFB/Fe(I1)-DFB
rendszeré—0,48 VV.**®

Amennyiben a Fe(ll) redukdja a vizet, a folyamat sorén H, gaznak kellene
képzbdnie. Ezé&t részletes gazkromatografias
vizsgdlatokat végeztink a kérdés eldontésére. A
vizsgdlathoz keészitettink egy a 39. dbran lahato
edényt, mely gumiszeptummal toké etesen lezarhato.
Ezt a reakcidedényt egy argonna megtoltott
nagyobb, zarhat6 edénybe helyeztik.

A pH-metrias vizsgdlatok azt mutattak, hogy csak
egy adott pH felett jatszodik le a redoxireakcio a
Fe(ll) és DFB kozott, azért hogy az Gsszességében
protontermel® folyamat miatt a pH ne csokkenjen le
a komplexképzddés indulé pH-ja dd a mintékat

18 am

39 4bra Anaerob puffereltik. A puffereléshez  2-morfin-etan-
{ivegedény rajza 6,06."° (Fuggetlen mérésekkel igazoltuk, hogy nem

jétszodik le reakcio sem a MES és DFB kozott, sem
aMES és Fe(Il) kozott.) A reakcidedényt tandemkiivettahoz hasonldan hasznaltuk.
Az egyik &gaba helyeztik a savas DFB oldatot, a méasikba pedig a MES kellGen
tomény oldatét. (A pufferelt pH = 6,06 volt.) A két térrész kb. 10-10 percig torténd
kiargonozésa utan az edényt lezértuk, majd a szeptumon keresztil juttattuk a DFB
oldathoz a FeCl, oldat megfeleld mennyisegét. A reakcid az oldatok gyors
Osszerazésa utan indult €, majd az edényt az Ar gazzd teli edénybe tettik. Tobb
parhuzamos mérés is azt mutatta, hogy egy nap eltelte utdn sem lehet hidrogén gazt
detektdini az oldat feletti |égtérbdl vett gazmintédkban. Ugyanakkor vakpréobat is
végeztink a fentiekhez hasonl6 kordlmények kozott, a reakcid folyamén
maximdélisan véarhaté H, gaz mennyiségének kb. a felét injektdtuk a csak MES
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oldatot tartalmazd mintatérbe. A bejutatott H, gazt még tébb nap dtdte utén is
gazkromatogréfiass mérésekkel nagy biztonsaggal ki lehetett mutatni. Mivel a
vizsgdlatok azt mutatték, hogy H géz nem termelddik a Fe(ll) és DFB kozott
lejatsz6do reakeid soran, ezért aviz dtali oxidéciot is kizartuk.

I1l. Az elsD két lehetséges reakcidat kizarasa miatt a ligandum altali oxidacié a
legval 6szinObb. Az irodalombdl ismert, hogy hidroxamsavak anaerob korilmeények
kozott képesek oxiddni bizonyos fémionokat, mint pl. Mo(V), V(III), U(IV),
mikdzben a ligandum hidroxdmsavesoportja amidda redukdodik, amit *H NMR
mérésekkel bizonyitottak is.”* "

Az Ataunk tanulmanyozott rendszerek esetén a DFB  egy
hidroxamsavcsoportjanak redukcidjaval kapott termék és a DFB szerkezete igen
hasonl6. A Fe(ll) oxidacigjava képzddd Fe(lll) nagy stabilitdsi komplexet
képezhet a nem redukal édott DFB-vel. Ennek eredményeképpen a redukdt termek
mellett biztosan marad & nem aakult trihidroxamsav is a mintdban. Emellett a
Fe(l11)-ionok jelenléte is megneheziti a redukalt termék (amid) kimutatésat. Ezért
elszor is a 39. édordn |&hatd reakcidedény segitségével oxigénmentes
kordlmények kozott a H, kimutatdsara irdnyulé vizsgdatainkna leirt modon a
Fe(ll) és DFB kozotti reakciot hagytuk kozel teljesen lgjédtszodni. EQy nap
varakozas utan a kapott keveréket vastalanitottuk, a koprogén tisztitésand leirt
oxinos modszerrel,'*° majd ezt a keveréket vizsgdtuk, ami dmdetileg tartalmazta
a redukaodott DFB-t, az & nem aakult DFB-t és a puffereléshez haszndt MES-.
'H NMR méréseket nem végeztink, mert nem taldtunk akalmas deuterdlt
oldészert, D,O-ban pedig nincs kilonbség a redukdlt és az eredeti DFB spektruma
kozott. Amennyi  hidroxdmsavesoportja redukdlodik a DFB-nek, a keletkezd
termeék moltomege annyiszor 16 g/mdl-lal kisebb. (Ld. 24. egyenlet) Ezért
MALDI-témegspektrometrias modszerrel is vizsgatuk a DFB-t, ill. a kapott
vastalanitott mintat. Viszont a méréshez haszndlt métrix vizsgdati anyaggal egyutt
replld kationjainak (Na', K') a mdltomege kozétt is pont 16 g/mdl a
tomegkllonbség, ami miatt nem vezettek eredményre ezek a mérések sem. A DFB
redukdlt, ill. eredeti formga kozott nemcsak tOmegkulénbség van, hanem a
toltésikben is  kulonboznitk  kell  némileg, hiszen legddbb egy
hidroxdmsavcsoporttal  kevesebb van a redukdt formdban, ami miatt a nem
redukd 6dott csoportok pK értéke is megvatozhat. Ezért kapillaris elektroforézis
vizsgalatokat is végeztiink, melyek azt mutattak, hogy a kilénbség van a tiszta
DFB és a vastaanitott termék elektroferogramja kozott. A puffereléshez haszndlt
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MES-en, és a DFB-n kivil jelen van a keverékben egy olyan anyag, melynek a
toltés'tomeg viszonya kulénbozik a DFB-tdl, de az UV spektruma igen hasonlé

hozza. A keverék elektroferogramjat a DFB és az ismeretlen anyag spektrumaival
egyUtt a 40. dora mutatja. Az ismeretlen anyag feltehetben a DFB redukdlt formgja.

Amennyiben sikerlline elvéasztani a redukat terméket a DFB-tdl, pH-

potenciometridés modszerredl  a  protondisszociacios folyamatok  elemzésével
bizonyitani |ehetne a hidroxam&® amid atal akul &st.
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40. dbra A vizsgdlt keverék elektroferogramja és a DFB ésismeretlen anyag (feltehetden
monoamid-DFB) UV -spektrumaval egytt

Vizsgdataink céja a képzddd amid kimutatasa mellett a Fe(ll) és a
trihidroxamsavak kozott |gjatszodd reakcio sztbciometrigdnak és kinetikganak a
felderitése. A vizsgdatokat dtaldban MES segitségével pH = 6-on végeztik, de a
kinetikaik mérésesk MES és HEPES (2-[4-(2-hidroxi-€til)-1-piperazinil]-
eténszulfonsav, pK = 7,50) pufferek segitségével a pH = 5,5-8,0 tartomanyban
torténtek. Ebben a pH-tartoményban a szabad ligandum teljesen protondt, az
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oxidacié révén képzodd Fe(lll)-ionnal a nem redukdddott DFB [MAH]"
Osszetétel O triszhidroxamato-komplexet alkot.

pH-stat mérésekkel Fe(ll)-iont és DFB-t tartalmazd minték esetén kilonb6zo
aranyok és andlitikai koncentracidk mellett mértik a pH dlandésulasaig eltelt idat,
és az addig fogyott KOH mennyiségét. A mérések soran a pH-t 5,5+0,1 dlandd
értéken tartottuk. A vizsgaatok azt mutattak, hogy a lug fogyasa fligg a fém-
ligandum arénytdl, és a Fe(ll) analitikai koncentracigjétol. Jo kozelitéssel egy mol
Fe(ll)-ionra két mdl Idg fogyott, ha a masfélszeres ligandumfeledeget
biztositottuk. Lugos pirogallol oldatokkal végzett ellendrzd vizsgdatok azt
mutattak, hogy a nagy mennyiségl mintéba jutatott IGgoldat nyomnyi oxigént
tartalmazott, ami zavarta a kvantitativ kiértékelést.

A Fe(ll)-ion és a DFB kozott lgéatszddd reakcid pontos sztdchiometrigjat
spektrofotometrias Uton hatéroztuk meg. A vizsgdatokhoz a 39. doran |&thato
Uvegeszkozt hasznéltuk, a minta dsszedllitasa ugyanlgy tortént, ahogyan a Hy
fglodésének elendrzésekor. MES-sel pufferdt kilonbozd fém-ligandum aranyu
parhuzamos mintékka meghatéroztuk a reakcio teljesen |gétszodasahoz szilkséges
iddét ugy, hogy a mintakhoz etérd idBpontokban feledegben bipy oldatot adtunk,
mellyel a reakciot “ befagyasztottuk”, majd azonna felvettik a mintak spektrumat
330-600 nm tartomanyban. Egy ilyen spektrumot mutat a 41. dbra.

0,5

0.4 4 illesztett sp.

0,3 1 mért sp.

+

[Fe(HDFB)] [Fe(bipy)]*

0,2

Abszorbancia

0,1 4

0,0 T T T T T

330 380 430 480 530 580
hullamhossz (nm)

41. dbraFe(l1)-DFB rendszer UV -lathato spektruma (szirke vonal), az illesztett gorbe
(fekete vonal) és komponensei ([Fe(HDFB)]", [Fe(bipy)s]*")
(Cors = 6,040 mol/dn?, M:A = 1:1,5)

Ha egymést kovetd két kilonbdzb idGpontban befagyasztott minta spektruma
egyforma volt, akkor a reakcio teljesen Igatszddott. A kapott spektrum minden
0
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esetben Gsszegspektrum volt, hiszen a mintdban a [Fe(l11)(HDFB)]" komplex és a
[Fe(Il)(bipy)s]®* komplex egyiitt volt jelen. Mind a ké& részecskéhez
karakterisztikus toltésatviteli savok tartoznak. A komplexekre 330-600 nm
tartomanyban minden mét hullamhosszon meghatéroztuk a moléris abszorbancia
ertékeket, melyek alapjan a mért dsszegspektrum komponenseire bonthaté a 25.
egyenletrendszer segitségével:

A= eI[Fe(HDFB)]+ Creqy eI[Fe(bipy)3]2+ rel) (25)

A; = az adott i hulldmhosszon mért abszorbancia
€ = az adott i hullamhosszon az egyes komponens moléaris

abszorbancigja

Creq1) = aképzodott Fe(l11) illesztett koncentracioja
Creqi1) = @anem oxidal dott Fe(l1) illesztett koncentréacigja
Cre(l) * Creqi1) = @Vas analitikal koncentracidja

Az egyes komplexekre szdmolt spektrumok, ill. az azok Osszegeként kapott
illesztett spektrum is a 41. dorén la&hatd. A Fe(ll) anditikai koncentracigja
segitségevel areakcio lgjatszodasa utan megadhatO a (Creqiny/Creqiny+Creqry) hanyados,
vagyis az aaakulas aranya. (Kulon vizsgdatokkal megdllapitottuk, hogy nagy
mennyiségl DFB képes a [Fe(11)(bipy)s]** komplexbdl, ill. nagy mennyiség bipy
a [Fe(ll1)(HDFB)]" komplexbdl a vasat megkotni, de ez a folyamat igen lassy, 1
Oradatt is maximum néhany %-os a ligandumcsere.)

Kl6nb6zd fém-ligandum aranyoknd igy meg tudtuk adni a szézalékos étalakulés
fokot, melyet a 42. dbra mutat.

y = 0,663x + 0,0042 (R = 0,995)
=100%
z ®
o 80% | o
= 60% | >
LL
2 0% |
5
.I'i. 20% 1 | 1 | 1 1 1

0,3 0,6 0,9 1,2 1,5

c C

DFB "~ Fe(ll)

42, abra[Fe(HDFB)]* komplex képzddésének szézal ékos ardnyaa DFB és Fe(ll)
kiindulasi koncentréacidjanak hanyadosa fliggvényében
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Az illesztett egyenes meredeksége 0,663, ami megfeld a 2:3 fém-ligandum
aranynak, vagyis az oxidécio ilyen aranynd teljes. Mindezek alapjan a Fe(ll) és
DFB kozott a 26. egyenlet irhat6 fel:

2 Fe** + 3H,DFB* = 2 [Fe(l11)(HDFB)]*  + H;DFB-monoamid (26)
+ Hzo +4 H+

A 26. egyenlet csak a brutt6 folyamatot adja, nem nyUijt informaciét a kinetikara
vonatkozdlag. A kinetikai vizsgdatok elvégzése €ldtt a Fe(ll) és DFB kozotti
reakcio kiinduldsi pH-ja mar erdsen sugallta, hogy a kolcsdnhatés soran képzodik
Fe(ll)-komplex, mert az eddigi vizsgalataink azt mutattédk, hogy ebben a pH-
tartomanyban indul a Fe(ll) hidroxamsavakka vao komplexképzddése is. Miutan
a Fe(ll)-hidroxamét kolcsonhatast jellemzd abszorpcios spektrumot ismerjik (Id.
16. &ora), felvettik a Fe(ll)-DFB rendszer spektrumat, az IR kozeli hullamhossz
tartomanyban szeptummal lezart tandemkiivettdban, melyet a 43. dbora mutat.

1,2

~950 nm, g,,, ~0,9 M ‘cm™

I max

0,8 ~

(M tem 1)

Molaris abszorbancia

0,0 T T T T T

700 750 800 850 900 950
hulldmhossz (nm)

43. abraFe(l1)-DFB rendszer lathato spektruma (M:A = 1:1,5)

A tandemkiivetta egyik agaba kerlit a savas DFB oldat, a masik agdba pedig a
MES oldat. A Fe(ll)-oldatot a minta kiargonozasa utén a szeptumon keresztil a
DFB oldathoz injektdtuk. A reakcio a kivetta tartalmanak dsszerazésa utan indult.
A 43. dbrén bemutatott spektrumot az Osszerazés utan azonna rogzitettik. A mért
| max €S emax Ertéke megfelel a Fe(l1)-monohidroxaméto komplexre vonatkozénak

(~950 nm, 0,9 M*cm?), &n mivel nem tllsdgosan jOl definidt ez a sav, a
tovabbiakban nem ennek a savnak a valtozasat detektdtuk areakcio soran.
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Az oxidéciés folyamatban képzodd [Fe(l11)(HDFB)]" komplexre jellemzd |
értéken (429 nm) tudtuk j6l nyomon kovetni a reakcié eldrenaladasat. Vizsgatuk,
hogy a reakcid sebessége hogyan flgg a pH-tol és a koncentrécidaranyoktdl.
Abban az esetben, ha nagy fémfdlosleget alkamaztunk, akkor valészinlleg a
Fe(ll)-ion hidrolizise zavarta a mérést, igy inkdbb ligandumfeledeg mellett
dolgoztunk. Pszeudoel sbrend biztositasa végett legaldbb 1:10 fém-ligandum aranyu
mintakat haszndtunk a kinetikai vizsgdatokhoz, mikdzben a Fe(ll)-koncentracio
dlando volt. A Fe(l11)-komplex nagy molaris abszorbanciga miatt viszonylag kis
vas andlitikai koncentréciok mellett kellett dolgoznunk. (Ceey ~ 334.0* mol/dm?®)
Egy tipikus, tobbszords ligandum felesleg mellett felvett kinetikai gorbét mutat a
44, dbraMES-sd pufferdt pH = 6,75-n.

0,9 A
0,7 A
o
] 3 -1
c Kmert = 1,75x10 s
S 05+
—
o
P
el
< 0.3 1
Ovl T T T T T T
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000

idd (mp)

44. abr aFe(11)-DFB rendszer kinetikai goérbéje (429 nm-en mért abszorbancia az idd
flggvényében.) (O) az illesztett gorbével egyltt (folytonosvonal)
pH = 6,75-n (Creqry =3,020° mol/dn?, M:A = 1:10)

A ligandum koncentréciojanak ndvelésével a mért reakcidsebességi dlandoé értéke
pH = 6-n ndtt, de még ezek a mérések nem fejezbdtek be teljesen, a kapott adatok
alapjan nem lehetett egyértelmi reakciérendet meghatarozni. Fontos eredményink
viszont a kinetikai vizsgdatokka kapcsolatban az a méréssorozat, amikor MES,; ill.
HEPES pufferek segitségével 1:10 fém-ligandum arany melett killénbdzd pH-kon
hatéroztuk meg a reakci6 sebességét Cry) ~ 3,040 mol/dm® koncentréacié mellett.
A mért sebességi allandok pH-fliggését a 45. abra mutatja.
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45, abraFe(l1)- DFB rendszerben |gjatsz6dé redoxireakci 6 sebességének pH fuggése (0) a
rendszer feltétel ezett koncentréacioeloszlasi gorbéjével egyiitt
(Creqy =3,040° mol/dn?, Fe(Il) : DFB = 1:10)

Lathat6, hogy areakcid csak egy adott pH-tartomanyban jatszodik le, és fiziolbgias
pH-n aleggyorsabb. A Fe(I1)-DFB rendszerben a redoxireakcié miatt nem |ehetett
stabilités dlanddkat meghatérozni, viszont ismertek a 3d™'° +2 toltésti fémionok
DFB-vel képzett komplexeire vonatkozo stabilités dlandok (Id. 13. téblazat).
Mivel a Fe(ll)-ion esetén meghatarozott alanddk az eddig vizsgdt ligandumok
korében jol beilleszkedtek az emlitett fémionokra vonatkozd dlandok sordba, igy a
DFB esatén a Fe(ll)-ionnal képzddd komplexek stabilitas alandoit az Irving-
Williams-féle tendencia aapjan ak&r meg is josolhatjuk. Az igy kapott alanddk
segitségével a kinetikah méréseknek megfeleld koncentrécidviszonyok mellett
koncentrécideloszlas gorbéket szerkeszthetiink, melyeket szintén a 45. dbrén
tiintettik fel. Lathatd, hogy a mért sebességi dllandd valtozasa a [Fe(l1)(DFBH,)>*
komplex koncentr&cigjaval korrdd. Ez dapjan fetéedezhetjik, hogy a
redoxifolyamat sorén ez a komplex lehet az aktiv részecske.



5. Osszefoglalas

5.0OSSZEFOGLALAS

Doktori munkémban biolégiailag aktiv hidroxamsavak vizes oldatbeli
kolcsdnhatasét tanulmanyoztuk elsdsorban a 3d™'° +2 téltési fémionokkal, ill.
néhany esetben a Fe(ll1)-iont is bevontuk a vizsgdatokba.

A munka soran 50 tOrzsrendszert és 22 vegyes liganduml rendszert
tanulmanyoztunk. Vizsgalati modszeriink elsdsorban pH-potenciometria volt, ami
mellett UV-l&haté spektrofotometrids, ESR, kaorimetrias, gazkromatografias,
kapillaris elektroforézis méréseket is végeztink a képz6dd komplexekben
megva 6sul6 kdtésmodok és a lgjatszodo kémiai reakciok feltarasa érdekében. Az
oldategyensulyi vizsgalatok elsddleges célja a képzddd komplexek dsszetételének
és stabilitas dlanddinak a meghatarozasa volt.

A munka |legfontosabb eredmeényeit az aldbbi pontokban foglaltuk dssze:

Mindenek el6tt a ligandumok protondisszociaciés alandéit hatéroztuk meg. Az
Ujonnan vizsgdlt természetes koprogén, dimerumsav és a szintetikus 2,5-DIHA,
34-DIHA és 33-DIHA ligandumok pK értékei megfelelnek az anadg
vegyUletekre vonatkozoknak. Tovabba egy adott di-, ill. trihidroxdmsav pK értékel
kozotti  kilonbségek azt mutatték, hogy kismértékd kolcsonhatés fellép a
hidroxamsavcsoportok  kozétt, ami  a donorcsoportok tavolsaga alapjan
val6szinlleg nem aléancon keresztll val6sul meg.

A kétértékh fémionok esetén a hidroxdmsavcsoporthoz  kapcsol6do
szubsztituensek  stabilitasra gyakorolt hatésa a nagyobb stabilitasi komplexeket
képezd Fe(lll) esetén tapasztaltaktdl joval kisebb, a komplexek stabilitasi allandoi
kivételével, mely a protonkomplexhez képest stabilisabb fémkomplexeket képez,
valoszinlleg a p-elektronok réven kedvezdobb elektronel oszlés alakul ki a kelétban.

Megdllapitottuk, hogy a Cu(ll) — Pha rendszerben pH = 11 felett a bisz-
komplexben koordindt hidroxaméd deprotondddésdval nagyobb stabilitésu
hidroximéto-keldt jon |étre. Spektrofotometrids és ESR mérésekkel  kimutattuk,
hogy a Cu(ll)-komplexben koététt primer monohidroxamatok NH-csoportjanak
deprotonadlddasa en és bipy jelenlétében vegyes ligandumi komplexekben is
megtorténik.

Monohidroxédmsavak vegyes ligandumu komplexeinek tanulményozésa sorén
megédllapitottuk, hogy a fémionokhoz a kilonbdzd kémiai minGségl donoratomok
koordinécioja kedvezd.

A Cu(ll) — dien /ill. terpy — monohidroxadmsav rendszerekben képzddd vegyes
ligandumi [MAB] komplexekben az ESR és spektrofotometrias mérések szerint a
Cu(ll) o6tés koordinacidju, vagyis az axidis kotbhelyen is koordindodik egy
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donoratom. Ebbdl a komplexbdl azonban pH = 9 felett a OH™ fokozatosan
kiszoritja a monohidroxamétot. Erdekes eredmény, hogy a Cu(ll)-Aha-terpy
rendszerben pH = 11 felett a hidroxamsav visszakeril a koordinaciés szférdba ugy,
hogy a terpy-t kiszoritva biszhidroximéato-komplexet képez.

Megdllapitottuk, hogy a Fe(ll), Co(ll) és Mn(ll) esetén nem, vagy csak alig
jdszik szerepet a koordindcidban a hidroxamsavak oldalancéban 1évd
aminocsoport, a vizsgdt amino-, ill. diaminohidroxdmsavak a hidroxamét-O-eken
keresztil koordindddnak a fémionhoz. Egyértelmien kimutattuk viszont, hogy a
nitrogén donoratomokat is kedveld Ni(ll) ill. Cu(ll) esetén potencidis
donorcsoportként viselkedik a diaminohidroxdmsavak b- és ghelyzetben |évd
aminocsoportja, olyannyira, hogy pl. a Dampha szélesebb pH-tartomanyban jobb
komplexképzdje ezeknek az ionoknak, mint a Fe(l11)-ionnak.

Sikeriilt reprodukdhatéan anaerob korilmények mellett tanulmanyoznunk
Fe(ll)-hidroxdmsav  rendszereket. Ezen rendszerekben képzddd komplexek
stabilités dland6i jol beillenek a tobbi 30" +2 toltés fémionokkal képzett
komplexek dlandbinak soraba az Irving-Williams féle tendencidnak megfelelGen.
A Fe(ll)=mono-, ill. —dihidroxdmsav-komplexek stabilités allanddi hidroxamato-
kelaonkent kb. 6 1g egységgel kisebbek a Fe(l11) komplexeihez viszonyitva

A természetes dimerumsav Fe(ll)-, Fe(ll)-ionokkal és a koprogén Fe(lll)-
ionnal valo komplexképzésenek vizsgalata soran megdlapitottuk, hogy a b-
helyzet( kettds kotés stabilizal 6 hatasa csak a monohidroxaméato-komplexek esetén
érvényesil, mig a bisz-, ill. triszhidroxamato-komplexekben ezt a hatast
ellensllyozza a diketo-piperazin-gyQrQ sztérikus hatasa.

Megallapitottuk, hogy a vizsgat szintetikus dihidroxamsavak kozll a
koordinaci6 szempontjdbdl a természetes DFB analdgjdban, a 2,5-DIHA-ban
helyezkednek e legidedlisabban a kelatképzd csoportok a Fe(lll)-ionhoz, ill. a
hozza hasonl 6 méretl fémionokhoz val 6 koordinaciohoz.

Elsdként irtuk le, hogy anaerob korlilmények kozott a DFB és a koprogén
oxiddja a Fe(Il)-iont, mikdzben a trihidroxdmsav reduka odik. Gazkromatografias
mérésekkel kizartuk aviz dtali oxidacio lehetbségét. A DFB esetén meghataroztuk
a lgdtszodo reakcid sztbchiometrigdt. A redoxireakcid sebessegének pH-fliggése
azt mutatta, hogy areakcio csak egy adott pH-tartomanyban megy végbe (pH ~55
8,5) és fizioldgias pH-n a leggyorsabb. Vaoszinlsitettik, hogy a reakcidban a
[HsFe(I)DFB]** komplex az aktiv részecske. Kisérleti eredményeink azt mutattak,
hogy a mikroorganizmusok anaerob korilmenyek mellett is képesek |ehetnek
vasfelvétdre Ugy, hogy a sziderofor oxiddja a Fe(ll)-iont, és a nem redukd ddott
trihidroxamsav komplexben megkéti a képzodd Fe(l11)-iont.
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6. SUMMARY

Microbia siderophores are synthesised in order to solubilize and transport
Fe(l11) into the cells in the required concentrations. Most of the hydroxamate type
siderophores contain three metal binding groups, which are able to complete the
octahedral coordination sphere of Fe(l11) forming very stable 1:1 complexes. It has
been proved that this reduction of the metal centre of the Fe(lll)-siderophore
complex in the cdl plays an important role in the mechanism of iron release.
Complexes of Fe(1l) formed by the reduction are more labile and less stable than
those of Fe(l11). Consequently, Fe(ll) is more available for the cells. It means that
characterisation of complexes formed between Fe(ll) and siderophores or different
siderophore model hydroxamic acids may contribute to a better understanding of
the above mentioned biological processes. However, only few studies on
complexation between Fe(ll) and hydroxamic acids have been published
previousy. Therefore, the aim of this work is to revea these interactions. The
results have been compared with both those of Fe(l11) and the corresponding data
of complexes formed with other 3d>*° bivalent metal ions. These data were either
available from the literature or in a number of cases, they were determined in the
present work.

Besides serving as siderophores, hydroxamic acids have a wide spectrum of
biological activities, e.g. hydroxamic acids and aminohydroxamic acids
(derivatives of amino acids) are effective inhibitors of metalloenzymes such as
urease, collagenase, 5-lypogenase. In the active centre of these enzymes, bivalent
trangition metal ions e.g. Ni(ll), Zn(ll), Cu(ll), Co(ll), Mn(ll) can usualy be found
and the basis of the inhibition is the direct interaction between these metal ions and
hydroxamic acids. Consequently, systematic equilibrium studies on complexation
between hydroxamic acids and bivalent metal ions may give an insight into
understanding of the inhibition. Moreover, investigations of the effects of
substituents on the stability of hydroxamate complexes can help in the selection of
a suitable hydroxamic acid inhibitor. This is the reason why we have studied
complexation of different mono and aminohydroxamic acids with the above
mentioned bivalent metal ions. Mixed ligand complexes are more adequate
models for the more complicated biological systems. Since data for the formation
of mixed ligand complexes of monohydroxamic acids cannot be found in the
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literature, detailed investigations of systems containing Ni(11), Cu(l1), or Zn(l1)
ions, monohydroxamic acid and a secondary (B) ligand have been performed.

Different ligands such as monohydroxamic acids: acetohydroxamic acid (Aha),
propionohydroxamic acid (Pha), hexanohydroxamic acid (Hha), benzohydroxamic
acid (Bha), N-methyl-acetohydroxamic acid (MAha), N-phenyl-acetohydroxamic
acid (PhAha) and a hydroxamic acid analogue compound, 2-hydroxy-pyridin-N-
oxide (PYRha), aminohydroxamic acids: a- and b-aaninehydroxamic acids @-
Alaha and b-Alaha), lysinehydroxamic acid (Lyshd), 24-diamino-
butyrichydroxamic acid (Dambha), 2,3-diamino-propionohydroxamic acid
(Dampha), dihydroxamic acids:  N-methyl-N-hydroxy-N"-[3-(N-methyl-N-
hydroxycarbamoil)-propil]-heptane-1,7-dicarboxamide (2,5-DIHA), N-methyl-N-
hydroxy-N"-[3-(N-methyl-N-hydroxy-carbamoail)-propil]-hexane-1,6-di carbox-
amide (3,4-DIHA), N-methyl-N-hydroxy-N"-[3-(N-methyl-N-hydroxycarbamoail)-
propil]-pentane-1,5-dicarboxamide (3,3-DIHA), dimerum acid, and trihydroxamic
acids. desferrioxamine B (DFB) and coprogen have been studied. Dimerum acid,
DFB, and coprogen are natural compounds. Ethylenediamine (en), 2,2"-bipyridine
(bipy), glycine (Gly), disodium-4,5-dihydroxybenzene 1,3-disulfononate (Tiron),
diethylenetriamine (dien) and 2,2:6,2 -terpyridine (terpy) have been used as B
ligands.

Proton dissociation constants of the ligands, the stochiometry and the stability
constants of the complexes have been determined by pH-potentiometric or
spectrophotometric techniques. For characterisation of the binding modes in the
complexes UV-vis spectrophotometric, EPR, caorimetric methods have been
applied. Since Fe(ll) can be easily oxidised to Fe(l11) by atmospheric oxygen in
agueous solution, a suitable equipment for equilibrium measurements under
anaerobic conditions has been constructed. To revea the nature of the redox
reaction between Fe(Il) and trihydroxamic acids, pH-potentiometry, pH-stat
measurements,  spectrophotometry, gas chromatography, and capillary
electrophoresis have been used.

Proton dissociation constants of coprogen, dimerum acid and the synthetic 2,5
DIHA, 34-DIHA, and 3,3-DIHA have been not known before. The pK vaues
determined for these ligands are in good agreement with the corresponding values
for analogous compounds. Furthermore, in the case of a given di, or trihydroxamic
acid the differences between the stepwise proton dissociation constants are
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somewhat larger than the statistical values showing aweak interaction between the
hydroxamic acid groups. Considering the length of the connecting chain between
the functional groups in these hydroxamic acids the interaction is probably
effective through space but not through the chain.

Equilibrium studies for complexation between Ni(ll1), Cu(ll) and Zn(ll) and a
series of monohydroxamic acids containing different R.- and Ry-substituents have
shown that the stability of the complexes follows the basicity order of the ligands.
In other words, the electron withdrawing or donating effect of the substituents is
not measurable in the case of bivaent meta ions, which form lower stability
complexes compared to Fe(l1l). However, the heterocyclic PYRha forms more
gtable complexes in the fairly acidic pH range than it can be expected based on its
proton dissociation constants, which can be explained by a more favoured charge
digtribution in the chelates due to the ring p- electrons.

It has been pointed out that in the Cu(lI1)—Pha system the deprotonation of the
coordinated hydroxamate in the bis complex above pH = 11 results in the
formation hydroximato chelate, smilarly to other primary hydroxamic acids,
where the formation of hydroximato chelates was proved with EPR.

The formation of mixed ligand complexes between bivaent meta ions (Ni(ll),
Cu(Il) or zn(11)), monohydroxamic acids and two donor atoms containing B
ligands is favoured if the coordinating ligands have different types of donor atoms.
Namely, the coordination of hydroxamate oxygens is favoured if B ligand has
nitrogen donor atoms (e.g. en, bipy) and unfavoured if B ligand has oxygen donor
atoms (e.g. Tiron). It has been proved with spectrophotometry and EPR that in
Cu(ll)—en/or bipy—primary hydroxamic acid systems mixed ligand hydroximato
complexes are formed at high pH.

Dien and terpy ligands occupy three out of the equatoria positions of Cu(ll)
and in the [MAB] complex, which is formed in the Cu(ll)-dien/or terpy—
monohydroxamic acid ternary systems in pH range 7.0-10.5, Cu(ll) is five-
coordinated. It means that one of the donor atoms is coordinated at axial position,
which is proved by the red shift of the electron absorption spectra parallel to the
formation of this complex. At higher pH the replacement of hydroxamate by
hydroxide is documented by both pH-potentiometry and spectrophotometry. The
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EPR results indicate that [Cu(AhaH_;),]* bis hydroximato complex is formed only
in the Cu(ll) — terpy—Aha system above pH = 11, that is, the hydroxamic acid
comes back to the coordination sphere replacing terpy. This phenomenon cannot be
observed in systems containing the relatively flexible dien or secondary
hydroxamic acids (which do not have dissociable -NH protons).

Amino groups can be found a a-, and b-positions in the aminohydroxamic

acids studied. In addition to the hydroxamate type (O,0) binding mode, the
coordination of amino and hydroxamate nitrogen donor atoms is aso possible due
to the presence of the amino group. According to the results, these ligands
coordinate as simple hydroxamic acids through the hydroxamate oxygens to Fe(Il),
Co(Il) and Mn(ll). If there is a second amino group at various positions in an a-
aminohydroxamic acid (Dampha, Dambha and Lysha) only hydroxamate type
complexes are formed with the above mentioned metal ions, smilarly to the smple
a-derivatives. However, the side chain amino group is an effective binding group
for Ni(I) or Cu(ll) if it is a chelatable position, e.g. Dampha and Dambha. Ni(Il)
forms only octahedral complexes with Dampha and the [Ni(Dambha),] complex is
also octahedral, which is unusud in the case of aminohydroxamic acids, and this
geometry suggests that Dampha and Dambha coordinate tridentatly. These two
diaminohydroxamic acids can aso coordinate tridentatly to Cu(ll) when one of the
axia pogitions is adso occupied, or bidentatly when the side chain and the a
position amino nitrogen donor atoms bhind a the equatoria plane replacing the
hydroxamate from the coordination sphere. It has been pointed out that Dampha is
amore effective chelator for Ni(l1) and Cu(ll) at a wider pH range than for Fe(lll1),
athough hydroxamic acids and also aminohydroxamic acids form more stable
complexes with Fe(l11) than with the above mentioned bivalent metal ions.

Fe(l1)-hydroxamic acid systems have been studied under anaerobic conditions.
Stability constants have been determined for the complexes formed in Fe(I1)-Aha,
—a-Alaha, -b-Alaha, -Dambha, —Lysha, —-dimerum acid, —2,5-DIHA, —3,4-DIHA,
-3,3-DIHA systems and have been compared to those of the other 3d°*° bivaent
metal ions. The stability order corresponds to the Irving-Williams series. The
dability constants of Fe(ll) complexes are dways much lower than those of
Fe(lll), and the difference between the logarithm of the constants of each
hydroxamate chelate of Fe(l1) and Fe(l11) is ca. 6.
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6. Summary

Complexation of dimerum acid, 2,5-DIHA, 3,4-DIHA, 3,3-DIHA and coprogen
has been investigated also with Fe(l11) in the present work.

A study of the complexes of Fe(ll)/or Fe(ll) formed with the natural dimerum
acid has been shown that double bounds at b position to the hydroxamate residues
in the ligand result in higher stability of mono complexes ((MAH]) due to the
electron donating effect. In bis and tris complexes, however, this effect is
compensated by the steric effect of the bulky piperazine-2,5-dione ring.

Among the synthetic dihydroxamic acids (2,5-DIHA, 3,4-DIHA, 3,3-DIHA) the
arrangement of the connecting chain between the two hydroxamic acid groups, e.g.
the position of the peptide bond, is the most favoured in 2,5-DIHA, since the
stability of the [MA] complexes of 2,5-DIHA is higher than those of 3,4-DIHA,
3,3-DIHA. 2,5-DIHA has the same specia connecting chain like the natural DFB
has.

Complexation processes between coprogen and Fe(l11), Ni(ll), Cu(ll), Zn(I1)
have been aso studied. Results have been compared to those of DFB. Although,
the structures of DFB and coprogen are different, the stochiometry and the stability
of the complexes of coprogen are smilar to those of DFB. The stability increasing
effect of the b-keto bonds is probably compensated by the steric effect of the

piperazine-2,5-dione ring as in the case of dimerum acid.

It has been observed at the first time that DFB and coprogen oxidise Fe(ll) to
Fe(I1l) under srictly anaerobic conditions while the trihdroxamic acid is reduced.
The posshility of the oxidation by water could be precluded with gas
chromatography measurements. In the case of DFB the reaction equation has been
determined by spectrophotometric and pH-stat measurements at pH = ca. 6. In
addition to the stochiometry of the redox reaction, the dependence of the reaction
rate on pH has also been studied. According to these kinetic measurements, the
reaction proceeds only in a given pH range (pH ~ 5,5-8,5) and the reaction rate is
the highest at physiological pH. It has been suggested that the [Fe(ll)H;DFBJ**
mono complex acts as the active species in the reaction.

2 Fe’" + 3H,DFB’ = 2 [Fe(II1)(HDFB)]" + H:DFB-monoamide + H,O+ 4H" |

On the basis of the above results we have concluded that this redox reaction
may play an important role in microbial iron uptake under anaerobic conditions.
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