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Hidroxamsav alapu szideroférok és modelljeik mangan- és kobaltkomplexei

1. BEVEZETES

A hidroxamsavak, mint kelatképzé ligandumok évtizedek oOta a figyelem

el6terében vannak. Szamos ismert bioldgiai szerepiik és hatasuk is komplexképz6
sajatsagukhoz kapcsolodik. Egyik jelentds biologiai hatdsuk az enziminhibicidhoz
kothetd, mely foként a monohidroxamsavakkal van kapcsolatban. Az inhibicios
mechanizmus teljesebb megértése, Uj inhibitorok tervezése érdekében szamos 3d
atmenetifém-ion monohidroxamsavakkal valé kolcsonhatdsat tanulmanyoztak.
Azonban csak elvétve talalhatd olyan irodalom, amiben a Mn(II)- vagy a Co(ll)-
monohidroxamsav rendszereket vizsgaltak.
Az enziminhibicid egyik fontos 1€pése az inhibitor célhelyre vald juttatisa, amely
kapcsan az utdbbi évektdl kap figyelmet a kobalt(Ill/II)-monohidroxamsav
kolcsonhatas. Az irodalom szerint Co(III)-tartalmi ,,prodrug”-okat fejlesztenek ki.
Ezek az inert és rendkiviil stabil vegyes ligandumi komplexek, mint
szallitomolekulak célzottan a rakos sejtekhez juttatjak az inhibitort. A kobalt
tekintetében ezen aspektus keltette fel érdeklddésiinket, mig a Mn(IT)komplexek
vonatkozasaban az MRI (Magneses Rezonancias Képalkotas) vizsgalatok soran az
esetleges kontrasztanyagként vald alkalmazhatosaganak lehet6sége érdekes volt
szamunkra a trihidroxamsav alapu természetes szideroforok tekintetében.

Jelen munka sordn a vizsgalt ligandumok kozott szerepelnek az
enziminhibicid szempontjabol potencialis jelentdségli egyszeru
monohidroxamsavak, valamint aminohidroxamsavak. Utbdbbiak a
hidroxamsavcsoport Rc  Szubsztituenseiben tovabbi  koordinalodni  képes
donorcsoportot vagy kelatképzot tartalmaznak, amely ligandumcsoportnal mindkét
fémion tekintetében tanulmanyoztuk, hogy a hidroxamat koordinacidban jatszott
szerepét hogyan befolyasolja a tdle kiillonb6zo kotéstavolsagban 1€vo, illetdleg
kiilonféle tipusu un. oldallancbeli donoratom, vagy kelatképz6 csoport. Egy
kolesonhatasban szerepet nem jatsz6 donorcsoport akar tovabbi nem kovelens
kotés kialakitasara is képes lehet, amely az inhibicios folyamatban fontosnak
bizonyulhat pl. a szelektivitas tekintetében.

A munka részét képezte tovabba olyan, az irodalomban a Mn(ll)- és a
Co(ll)komplexek tekintetében kevéssé, illetve egyaltalan nem vizsgalt 4

1



Szabo Orsolya doktori (PhD) értekezés

trihidroxamsav ~ alapu  természetes sziderofor, valamint DFB modell
dihidroxamsavak tanulmanyozasa.

A fémion-ligandum kolcsonhatés feltérképezése érdekében, valamennyi altalunk
vizsgalt rendszert illetéen, szigortan anaerob koriilmények kozott, foként pH-
potenciometrids méréseket végeztiink, melyek mellett egyéb szerkezetvizsgalo
modszereket is alkalmaztunk (UV-Vis spektrofotometria, ESI-MS). A Mn(ll)-
sziderofor és két kivalasztott -dihidroxdmsav rendszer esetében relaxometrias
vizsgalatok is torténtek.

Tekintettel a Mn(II) és a Co(Il) redox aktiv voltara, vizsgalatainkat kiterjesztettiik a
levegd jelenlétében torténd mérésekre is. A Co(Il)-t tartalmazé rendszerek esetén a
hidrogén-peroxid szerepelt oxidaloszerként. Az oxidaci6 nyomon kovetése
spektrofotometrias modszerrel tortént. A szideroforokkal, ahol kizardlagos volt a
Mn(l11)- illetve a Co(Ill)komplexek képz6dése ciklikus voltammetrias méréseket
végezve ezen komplexek stabilitasi allandojat is meghataroztuk.

Vizsgalatainkba mind6sszesen 18 ligandumot vontunk be. Koziiliikk 1 esetben, a y-
amino-vajsav hidroxamsav szarmazékanak (GABA-ha) esetében, a szintézis is
ezen munka soran tortént. A vizsgalt ligandumok nevei, szerkezeti képletei és

roviditései alabb lathatok.
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1.1. A vizsgalt ligandumok képletei, nevei és roviditései

Monohidroxamsavak
Rc Rn Név Rovidités
Aceto-
. o -CHs -H hidroxamsav Aha
C
e -CH _CH, | Me-Aco- e aha
3 8 hidroxamsav
N
NG ) ) Benzo-
R OH CeHs H hidroxamsav Bha
- CHyCHyCHyNH™ | -H | TAMIO US| g ppa
R X Név Rovidités
) Aszparaginsav-f- o
COOH 1 hidroxamsav Asp-p-ha
~(CHyx i -
CH™ N2 - COOH 2 G}!Fgam',”sa” Glu-y-ha
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NHs" N "
H™ “OH /cz\
+HN__-C . .-
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DEB modell dihidroxamsavak:

I I
|
HO c c CH,) N
~ | g, \H) y\ﬁ/ o
N o]

Rn=-CH;

x=2 y=5 5-aza-4-oxoundekdansav-N,N -dihidroxi-N, N -dimetildiamid
(2,5-DIHA)

Xx=3 y=4 6-aza-5-oxoundekdansav-N, N -dihidroxi-N, N -dimetildiamid
(3,4-DIHA)

X=3 y=3 5-aza-6-oxodekdansav-N,N’-dihidroxi-N, N ’-dimetildiamid
(3,3-DIHA)

Xx=2 y=4 5-aza-4-oxodekdansav-N,N -dihidroxi-N,N -dimetildiamid
(2,4-DIHA)

x=2 y=3 5-aza-4-oxonondnsav-N,N -dihidroxi-N,N’-dimetildiamid
(2,3-DIHA)

X=2 y=2 4-aza-5-oxooktansav-N,N’-dihidroxi-N, N’ -dimetildiamid
(2,2-DIHA)

RN =-H

x=2 y=5 5-aza-4-oxoundekdansav-N,N -dihidroxidiamid
(2,5-H,H-DIHA)



Trihidroxamsavak:
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A hidroxamsavak, biologiai szerepiik és hatdasuk

A hidroxamsavak mar az 1900-az évek kozepén is tanulmanyozott
vegyiiletek [1]. A jellemz6 funkcids csoportot az 1. abran lathato képlettel lehet

altalanosan leirni.

RC\C/O

N
RN/ on

1. abra: A monohidroxamsavak 4ltalanos képlete

A hidroxamsavakrol dltaldnossagban elmondhato, hogy legtobbszor O,0-donorként
viselkedd kelatképzé vegytiletek (az ily modon kialakuld redkiviil stabilis ottaga
kelatot hidroxamat-tipusu kelatnak nevezziik), azonban, ha a szén- vagy a
nitrogénatomhoz  kapcsolédd  szubsztituensek mas koordinalodni  képes
donorcsoportot is tartalmaznak, akkor koriilményektol fiiggben azok is
koordinalodhatnak.

Egy ligandum tobb hidroxamsavcsoportot is tartalmazhat, mely alapjan
megkiilonboztetink mono-, di-, ¢és trihidroxdmsavakat, tovabba ha a
hidroxdmsavcsoport nitrogénjéhez szubsztituensként H-kapcsolddik, akkor primer,
ha H-t6l kiilonb6z6 a kapcsolédo oldallanc, akkor szekunder hidroxamsavakrol
beszélhetiink. A szubsztituensek legtobbszor jelentésen befolyasolhatjdk a
hidroxamsavcsoportok pK értékeit is, amelyek jellemzéen 8,5 - 9,5 tartomanyba
esnek [2-3].

A primer monohidroxamsavaknal tobb fémion esetében is megfigyelték (fémiontol
fliggéen kiilonboz6 pH értékeken), hogy a koordinalddott hidroxamatcsoport
deprotonalodik, mely altal stabilabb Gn. hidroximat-kelat képz6dott (2. abra) [3-5].
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2. abra: A hidroximat-kelat kialakulasa

A hidroxamsavak vizsgalata akkor valt igazdn széleskoriivé, amikor
bebizonyosodott, hogy a természetben is megtalalhatoak. Mikroorganizmusok altal
termelt viszonylag kisméretii, vasmegkoté biomolekulak a szideroforok, melyek a
kelatképz6 csoport milyensége alapjan lehetnek hidroxamat, kateholat és a-hidroxi-
karboxilat tipusuak. A vashianyos koriilmények kozott termelt szideroforok, a
Fe(lll)-mal nagy stabilitasi komplexeket képeznek, igy megvédik azt a
hidrolizistdl, illetve ennek kovetkeztében a vas a szideroforral kialakitott komplexe
formajaban keriil felvételre [2, 6]. Duhme ¢és munkatarsai azt is megallapitottak,
hogy nem csak a Fe(Ill), hanem a Mo(VI) felvétele is lehetséges szideroforokkal,
bizonyos nitrogénfixald baktériumok esetében [7]. Bar magasabb rendi él61ények
nem szintetizalnak szideroforokat, de ilyen szervezetekbe bejuttatva erds
komplexképz6 tulajdonsaguk miatt jelent6s biologiai hatassal birnak. Ezen
hatasbol kifolydlag alkalmasak az emberi szervezetben thlzott mértékben
felhalmozodo, mérgezést okozo AI(II), illetve Fe(Ill) felesleg eltavolitasara (a
Thalassemia betegség gyogyitasara). Ilyen tipusi betegségek kezelésére
alkalmazzak az évek oOta forgalomban 1évé Desferal nevii gyogyszert, melynek
hatéanyaga a trihidroxamsav alapu természetes sziderofor, a DFB [8-9].

Az irodalombdl ismeretes az is, hogy a hidroxdmsavak, foként a
monohidroxdmsavak, bizonyos metalloenzimek katalitikus hatdsat gatoljak azaltal,
hogy a hidroxamatcsoport kdlcsonhatast 1étesit az enzim aktiv centrumaban 1évo
kétértékli atmenetifém-ionnal, melynek kovetkeztében a szubsztrdt nem tud
koordinalodni. Példaul az acetohidroxamsav hatidsosan gatolja a Ni(Il)-tartalmu
uredzt [10-11]. Szamos mas metalloenzim esetén talalunk példat a hidroxamsav
szarmazékok enziminhibicids hatasara (peptid deformildz, protein tirozin kinaz,
metionin aminopeptidaz) [12-15]. Ezen hatasnak a rakkutatasban is egyre nagyobb
jelentéséget tulajdonitanak, pl. a Zn(II)-tartalmu hiszton deacetilaz enzim (HDAC)
inhitorai koziil a szuberoilanilid (SAHA) hidroxamsavnak [16-19] vagy egy ujabb
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HDAC inhibitor akar a maldria kezelésének egy ujabb alternativdjaként is
felmeriilhet [20]. A hidroxamsavak kiilonféle szarmazékai hatékony és szelektiv
inhibitoroknak bizonyulnak a szintén Zn(II)-t tartalmazd matrix metalloproteinaz
(MMP) enzimek esetében is (pl. batimastat, marimastat, prinomastat, melyek a
klinikai fazis II. vagy III. szakaszdban vannak). Ezen a teriileten szamos kézlemény
és nagyobb Osszefoglald is sziiletett az elmult néhany évben, melyek alapjan
kideriil, hogy a klinikai kutatasok igen pozitiv eredményeket szolgaltatnak. A
biztato adatok azt mutatjak, hogy az MMP inhibicidja akar hatékony eszk6zként is
szolgalhat a kiilonféle raktipusok elleni kiizdelemben [21-28]. A gyogyaszatban
mar hasznaljdk a szintén HDAC inhibitorként viselkedd Vorinostat (Zolinza®)
szajon at szedhet6 kapszulat, mely a borrak bizonyos tipusanak kezelésében jatszik
fontos szerepet [29].

2.2. A hidroxamsavak és szarmazékaik komplexképzd sajatsagai

A Debreceni Egyetem Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszékén a
Bioszervetlen Kémiai Kutatocsoportban évtizedek ota folynak kutatdsok a
hidroxdmsavak oldategyensulyi vizsgalataval kapcsolatban.  Széleskorlien
tanulmanyoztdk az Ry valamint az Rc  szubsztituensek hatasat a
monohidroxamsavaknal [3, 30-31]. A kapott eredmények alapjan megallapitottak,
hogy az Ry helyzetben 1év6 elektronkiildé (pl. metil) csoport nagyobb hatassal van
a kialakulé kelat stabilitasara, mint az R¢ helyzetben 1év6. Mivel az elébbi esetben
a nitrogén nemkotd elektronparjanak delokalizalédasa révén a karbonil oxigénen
megndvekszik az  elektronsiiriiség, ezaltal a  kelat stabilitdsa is.
Monohidroxdmsavak mellett szdmos esetben keriiltek a vizsgalatok kdzéppontjaba
a trihidroxamsav alapu természetes szideroforok, igymint a DFB [32-33] vagy a
DFC. Megallapitottak, hogy a kisebb ionméretii fémionokkal (pl. Fe(lIl), Al(IlI),
Ga(lll)) a DFB, mig a nagyobb ionméretiiekkel (pl. In(I11), Cu(ll), Ni(Il), Zn(1l)) a
DFC képezi a kissé nagyobb stabilitasti komplexeket. Ez a stabilitasbeli kiilonbség
feltehetoleg a P-helyzetben 1évo kettos kotés és a hidroxamat kozott kialakulod
konjugacioéval magyarazhaté. Mindemellett az is bizonyitast nyert, hogy a Mg(ll)
és az Pb(ll) DFC-vel alkotott komplexei kiugroan nagy stabilitasuak a DFB-vel
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képz6dokhoz képest. Ezen stabilitasndvekedés egyik lehetséges magyarazata lehet,
hogy a [-helyzetben 1évé kettés kotés kolcsonhatasba [ép a fémion
vegyértékelektronjaival, ezaltal ndvelve a képz6do komplex stabilitasat [34-36].

Szintetikusan eléallitott DFB dihidroxamsav modelleket is tanulmanyoztak.
Ezen esetekben a kézponti kérdés annak felderitése volt, hogy hogyan befolyasolja
a komplexképz6 sajatsagot az, ha a DFB-ben talalhatohoz képest a lanc hosszat,
illetve a peptidcsoport lancbeli helyét valtoztatjak [37-39]. A kapott eredmények
azt mutattak, hogy a legstabilabb komplexeket a 2,5-DIHA képezi, mely
molekulaban az 6sszek6td lanc hossza és szerkezete megegyezik a DFB-vel. Azt
talaltdk, hogy a lanc hosszdnak rovidiilése hatissal van a képz6dd komplexek
stabilitasara és a komplexek stabilitasa a kdvetkez6 sorrendben valtozik: 2,5-DIHA
> 2,4-DIHA ~ 2,3-DIHA < 2,2-DIHA. A legrovidebb dihidroxamsav (2,2-DIHA)
stabilitasbeli novekedését dimerizacioval magyaraztak. Tovabba megallapitottak,
hogy a peptidcsoport helyének valtoztatasa (3,4-DIHA és 3,3-DIHA) jelentds
mértéki stabilitdscsokkenést eredményez a képzodd komplexekben.

Ezid4ig olyan hidroxdmsavak vizsgalatarol volt szo, melyek Ry és Rc
szubsztituensei alkil vagy aril oldallancot tartalmaznak, azonban sok esetben ezen
lancok mas koordinalodasra képes donoratomot is tartalmazhatnak (pl.
aminocsoportot). A természetben is el6fordulé aminosav- és peptidhidroxamsav
szarmazékokban az aminocsoport jelenlétével a lehetséges kotésmodok szama
megndvekszik. A kialakuld komplexekben a koordindciés moéd a hidroxamat
oxigének (0,0) vagy az amino nitrogén - hidroxamat nitrogén (Namino,Nnidroxamst)
koordinacigja vagy tobbmagviu komplexekben kialakuld vegyes koordinacio
((N,N)(0,0)) szamos koriilmény fiiggvénye lehet pl. a fémion mindsége vagy az
aminocsoport helyzete a hidroxamatcsoporthoz képest. Ezen koriilményeket az
elmult két évtizedben széles kérben tanulmanyoztak mind Tanszékiinkon [40-45],
mind mas kutatocsoportokon beliil is [46].

Az eddigiekben emlitett hidroxdmsavak komplexképz6 sajatsagat a
Tanszéken mar korabban feltartdk szdmos eszcencialis, illetve toxikus fémionnal,
mint pl. Ca(ll), Mg(ll), Cu(ll), Ni(ll), Zn(l1), Fe(ll), Mo(V1), V(V), Al(I11), Pb(ll),
Cd(ll), Pd(Il). Azonban a d°>-d™ atmenetifémek sorat tekintve a Mn(II), illetve a
Co(Il) vizsgalatara csak kevés esetben volt példa. Jelen doktori munka keretein
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beliil ezen két fémion hidroxamat komplexeinek oldategyensulyi viselkedésébe
nyertiink nagyobb betekintést.

2.3. A mangdn- és kobaltionok kiilonbozd oxidacios formdinak
komplexképzo sajatsaga

A Mn(Il) komplexképzo sajatsagara jellemzd, hogy 5 parositatlan d
elektronjaval nagy spinszamu, relative gyenge komplexeket képez, az Irving-
Williams sornak megfeleléen a tobbi dtmenetifémhez képest gyengébbeket. Nincs
kitlintetett geometriaja. A Mn(Il) a hard oxigén donoratomokat preferalja a softabb
nitrogén vagy a soft kén atomokkal szemben. A Mn(Il)-nél termodinamikailag
stabilabb komplexeket képez a Mn(Ill), melyek altaldban torzult oktaéderes
geometriaval rendelkeznek. A Mn(IV)komplexekben az oktaéderes koordinacio a
meghatarozd, tovabba gyakori a vegyes vegyértékii tobbmagvt [Mn(II1)/Mn(IV)]
komplexek pp-0x0 ligandumokkal valo képzédése is [47].

A mangan minden él6 szervezet szamara 1étfontossagu elem. Legfontosabb
biologiai funkcidja a z6ld novények fotoszintézisében jatszott szerepe, ahol a
fotoszisztem(Il)-ben (PSII) a viz oxidacidjaban vesz részt [48-50]. Mangant
tartalmazo6 enzim tovabba pl. a piruvat-karboxilaz, a glutamin-szintetaz, valamint a
szuperoxid-dizmutaz (Mn-SOD), az utdbbi a szuperoxid gyokanion bontasat,
diszproporcidjat segiti elé [51-53]. A mangantartalmi proteinekben a fémion
altalaban +2 oxidaciés allapotban fordul eld, és gyakran helyettesithetd Mg(Il)-
ionnal az aktivitas elvesztése nélkiil [50]. A mangankomplexeket széles korben
tanulmanyoztak, mivel az elobb emlitettek alapjan nagy jelentdséggel birnak a
biologiai rendszerekben, azonban a mangan-hidroxamat komplexek nem kertiiltek a
vizsgalatok kozéppontjaba, hiszen biologiai jelentéséget nem tudtak hozzajuk
kapcsolni. Azonban az elmult években néhany tekintetben mégis felkeltette az
érdeklédést. Mar a 2.1, részben emlitésre kerilt, hogy a kiilonféle hidroxamsav
szarmazékok hatékony inhibitorai lehetnek bizonyos metalloenzimeknek [10-29,
54-56], ebbdl kifolydlag érdekes eredményekhez juthatunk a mangan-hidroxamsav
kolcsonhatasat befolyasold tényezok feltarasa soran. Tovabba a Mn(Il) 5
parositatlan d elektronja, hosszu relaxacios ideje, gyors vizcseréje és a Gd(I1)-hoz
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képest joval kisebb mértékli toxicitdsabdl adodoan szoéba johet lehetséges MRI
(magneses képalkotas) kontrasztanyagként. Ezen témakdron belill egyre inkabb
bovill az irodalom és igen igéretes eredményeket szolgiltat. Jelenleg az
irodalomban a Klinikai gyakorlatban két Mn(I) alapti kontrasztanyag
alkalmazasara talaltunk példat. Az egyik az intravénasan adhaté ,,majspecifikus”
Mn-DPDP (Teslascan™), mig a masik az ordlis formaban szedhetd un.
LumenHance™, MnCl,-t tartalmazoé kontrasztanyag [57]. Legutobbi altalunk
ismert adatok alapjan egy tijabb szajon at szedhetd, ,,majspecifikus” kontrasztanyag
mar a Kklinikai kisérletek harmadik fazisaban van (CMC-001) [58], tovabba
folyamatban van egy a tiidére specifikus kontrasztanyag fejlesztése is [59].
Mindemellett foként N- vagy N,O-vegyes donoru ligandumokkal alkotott
Mn(ll)komplexekre is szamos adatot talalunk a témahoz kapcsoloddan [60-64],
azonban az alapvetdéen O,0-donorként viselkedd hidroxdmsavak vonatkozasaban
tudomasunk szerint nincs kdzolt eredmény, igy ezen iranyba torténd vizsgalatok is
érdekesnek bizonyulhatnak.
Ha az irodalom attekintését kiterjesztjik a +3-as oxidéacios allapotra, akkor
meglepd eredményeket talalunk. Duckworth €s munkatarsai a Mn(Il)/(IIl) - DFB
rendszert tanulmanyoztak. A [Mn(l1)HDFB]" komplexre kapott stabilitasi allandot
a [Fe(Ill)HDFB]" allandojaval dsszevethetdnek talaltak. Ez alapjan vetették fel a
kérdést, hogy vajon a természetben a Mn(IIl) zavarhatja-e a Fe(IIT) felvételét [65-
67]. Hasonlo kovetkeztetéseket vontak le két tovabbi trihidroxamsav alapt
természetes sziderofor, a pioverdin és a DFE (a DFB makrociklusos analdgja)
esetében is [68-69].
Az el6zoekben leirtak ellenére az irodalomban meglehetdsen kevés oldategyensulyi
adatot talaltunk a Mn(I)- és a Mn(lll)-hidroxamat komplexeket illetéen. Van
néhany adat a monohidroxdmsavakra, illetve a DFB-re: a 60-as években mar
hataroztak meg stabilitasi allandokat a Mn(Il)-acetohidroxamsavval alkotott
komplexeire [70], majd 2008-ban jelent meg ujabb eredmény az irodalomban a
monohidroxamsavak tekintetében [71]. 2004-t61 kezd6déen talaltunk néhany
kozleményt els6sorban a Mn-DFB rendszerre vonatkozoan [65-66].

A kobaltnak csak két stabilis oxidacios allapota a jellemz0d, a +2 és a +3. A
Co(Il) a szoftabb donoratomokat preferalja a hard oxigén donoratomokkal
szemben. Az Irving-Williams sornak megfeleléen a Mn(Il)-nél stabilabb
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komplexeket képez, azonban a sokszor vizsgalt Ni(ll)-hoz, illetve Cu(ll)-hoz
képest kisebb stabilitasuakat [72]. Az ismert Co(Il)komplexek szama kisebb, mint
a Co(ll)-¢, de a Co(Il)komplexek sokkal valtozatosabbak és labilisabbak. A
Co(llMkomplexeket, melyek szinte kivétel nélkiil kis spinszama oktaéderes
komplexek, inertségiik miatt mar a komplexkémiai vizsgalatok kezdetén is
tanulmanyoztdk. A Co(I)komplexek esetében a leggyakoribb tipust a nagy
spinszamt oktaéderes komplexek jelentik, melyek szine altalaban rozsaszint6l
ibolyaig terjedd. A tobbnyire kék szinii tetraéderes geometriaju komplexek szintén
gyakoriak, és a kobalt(Il)-re sokkal inkabb jellemzdéek, mint barmely mas
atmenetifémre [50].

Bar a tobbi elsé sorbeli atmenetifém-ionokhoz (pl. mangan, vas, réz, cink) képest a
kobalt kevésbé gyakran taldlhatdé meg a metalloenzimekben, mégis esszencialis
fémnek tekinthet6 valamennyi €l6lény szamara, beleértve az emberi szervezetet is.
A kobalt biologiai szerepe donté mértékben a Byp-vitaminhoz kapcsolddik, tovabba
szamos enzim miikodéséhez sziikség van Bi,-koenzimre, mely enzimek a
metilcsoport atviteli-, izomerizacids- és redoxireakciokat katalizaljak (pl. glutamat-
mutaz, diol-dehidraz, glicerin-dehidraz, etanol-amin-deaminaz, B-lizin-izomeraz)
[53]. A kobalamin alapu fehérjék mellett néhany mas nem korrinvazas fehérje (pl.
metionin aminopeptidaz, nitril-hidratdz, dimetil-malat-dehidrogenaz, prolidaz,
gliikoz-izomeraz, aldehid-dekarbonilaz) aktiv centruma is tartalmaz Co(II)-t [73-
74]. A kobalt tovabbi biolégiai szerepe a gyogyaszathoz kothetd, mivel a Co®-t
gyakran hasznaljak kiilonféle raktipusok gyodgykezelésében. Mindemellett a
cinktartalmi enzimek altalanos jellemvonasa, hogy a Zn(IT)-t Co(ll)-vel kicserélve
az enzimaktivitas nem valtozik meg szdmottevden [53], ezt a sajatsagot sok esetben
alkalmazzak kiilonféle enzimek vizsgalata soran. Mivel a 3d™ cink(ll)
elektrongerjesztési spektruma nem informativ, ezaltal ezen fémiont tartalmazo
metalloenzimek szerkezetének spektroszkopiai vizsgalatahoz a cinket kobaltra
cserélik a kisérletek soran [75]. A kobalt el6z6ekben részletezett bioldgiai és
gyakorlati jelentdsége azonban nincs kozvetlen Osszefiiggésben az altalunk
tanulményozott hidroxamat komplexeivel. Az elmult években ezen komplexek
vizsgalata nem keriilt el6térbe, csak kevés adatot talaltunk a Co(ll)-
monohidroxamat komplexekre [70-71, 76-77], illetve néhanyat, amely a Co(ll)-
DFB kolcsonhatasaval foglalkozik [70, 78]. Ahogy a 2.1. fejezetben mar kifejtésre
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¢és az el6zéekben emlitésre kertilt, a hidroxamat komplexek hatékony inhibitorok,
ebbol kifolyolag ezen iranyba folyt néhany kutatds a kobalt-hidroxdmsavak
kolesonhatasat illetden. Az inhibiciés mechanizmus teljesebb megértéséhez, 1j
inhibitorok tervezésének eldsegitéséhez szamos Co(I)-t tartalmazé kétmagvi
komplexet allitottak el6. Ezek a komplexek kiilonbdz6 enzimek aktiv centrumanak
modelljei, melyek kdlcsonhatdsat kiilonbozé hidroxdmsavakkal szilard fazisban
tanulmanyoztak [79-81].

Az irodalomban talalt eredmények koziil kiilonds figyelmet érdemel a Hambley és
munkatéarsai altal kozoltek. Ez a kutatocsoport kiilonféle kinetikailag inert
Co(llkomplexeket allitott el6, melyek hordozé szerepet toltenek be. A kutatasuk
f6 célja olyan Co(Ill)-tartalmi ,,prodrug”-ok fejlesztése, melyek segitségével
szelektiven gatoljak az MMP enzimeket, ezaltal célzottan a daganatra lehetnek
hatassal. A mechanizmus arra épiil, hogy a hidroxamsavat is tartalmazd vegyes
ligandumu Co(Ill)komplex a daganatos sejtekhez jut, ahol a kdrnyezet reduktiv,
ezaltal sokkal labilisabb és kevésbé stabil Co(Il)komplexé redukalodik, majd a
redukalt komplex disszocial és a hidroxdmsav az MMP-hez kotédik, melynek
kovetkeztében az enzim mikodését gatolja [25, 82-84].

Duckworth és munkatérsai altal kozolt eredmények mar a mangan kapcsan is
emlitésre keriiltek és a kobaltnal is szoba jonnek, mivel a kutatécsoport a
Co(I)/Co(lll) - DFB rendszert is bevonta vizsgalataiba. Az altaluk meghatarozott
adatok azt mutatjak, hogy a [Co(III)HDFB]" komplex rendkiviil stabil, a stabilitasi
allando értéke 5 nagysagrenddel nagyobb a [Fe(lI))HDFB]" allandojanal [78].

A 2.2, részbol és az elozoekben leirtakbol kitlinik, hogy a DFB-vel tobb
vonatkozasban is foglalkoztak a kozelmultban nem csak Tanszékiinkén, hanem
mas kutatocsoportban is. Tovabba a 2.2. fejezetben az is kifejtésre keriilt, hogy a
DFC-vel is szamos két- és haromértékii fémion tekintetében Tanszékiinkon
feltartak a komplexképzo sajatsagokat, valamint a kiilonb6z6é fémionokkal képzodd
komplexek stabilitisanak 0Osszevetése is megtortént a két elobb emlitett
szideroforral [34-36]. A jelen munka soran vizsgalt két tovabbi szideroforral (DFR
és TAF) azonban megel6z6en nem torténtek vizsgalatok a kutatocsoportunkban.
Nemzetkozi irodalomban is csak minddsszesen egy olyan kdzleményt talaltunk,
amely a DFR néhany fémionnal (Fe(III), Cr(III), Al(III), Ga(II), Cu(Il), Zn(II))
valo kolcsonhatasaval foglalkozik. A kutatocsoport megallapitotta, hogy a
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haromértéki fémionokkal egymagvii komplexek képzddnek, mig tobbmagvia
komplexek képzOdését tapasztaltak az altaluk vizsgalt kétértékli fémionok
esetében. Azt talaltak, hogy a deszferrikrocin harom Cu(Il), mig két Zn(II)
megkotésére képes. Mindemellett vegyes fémkomplexek képz6dését is kimutattak,
melyben egy haromértéki és egy kétértékii fémion van kotésben. A képzodo
komplexekben a hidroxamatcsoport szerepelt elsédleges kotéhelyként, mig az amid
nitrogén alternativ kotShelyként volt jelen [85]. A DFR és a TAF esetében a
biologiai aspektust tekintve talaltunk tovabbi irodalmakat, melyekben leirjak, hogy
az un. Aspergillus fumigatus gomba termeli mind a triacetilfuzarinint, mind a
ferricrocint [86]. Tanulmanyoztak azt is, hogy a transzferrinbdl a két sziderofor
egymashoz képest milyen sebességgel tavolitja el a vasat [87]. Vizsgaltak
mindemellett a mikroorganizmusokban (Mycelia sterilis EP-76) a TAF altal torténd
vas felvételét [88]. Az irodalombdl az is tudott, hogy a TAF a sejten kiviili vas
mobilizalasaban jatszik szerepet, mig a DFR a sejten beliili vas tarolasaban vesz
részt [89]. Leirtak azt is, hogy a TAF képes mas szideroforokbol ,kiszedni” a
vasat, és az is tudott, hogy a TAF harom észtercsoportja kdnnyen hidrolizal a sejten
beliili térben, ezaltal kiilonféle oxidacios termékek is jelen lehetnek a sejtben [90].
A DFR és a TAF mangannal ¢és kobalttal valdo kdlesonhatasardl, oldategyensulyi
vizsgalatarol azonban nem talaltunk eredményeket az irodalomban. A gombak altal
termelt DFC [91-93] és az altalunk vizsgalt két fémion komplexeivel kapcsolatban

sem volt fellehetd kozlemény.
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2.4. Célkitiizések

A hidroxamsavak fémkomplexei évtizedek 6ta sok laboratéoriumban vannak
az érdekldédés eldterében, beleértve a Debreceni Egyetem Bioszervetlen
Kutatocsoportjat is. A hidroxamsavak szamos ismert biologiai szerepe €s hatasa
komplexképzd sajatsagukhoz kapcsolodik. Egyik jelentds biologiai hatasuk, ahogy
az a 2.1. fejezetben kifejtésre keriilt, az enziminhibiciohoz kotheté, mely foként a
monohidroxamsavakhoz kapcsolédik. Az inhibicids mechanizmus teljesebb
megértése, Uj inhibitormolekulak tervezése érdekében szamos 3d atmenetifém-ion
monohidroxamsavakkal valo kolcsonhatasat tanulmanyoztak. A mangan(ll)- és
kobalt(Il)ionok azonban kimaradtak a vizsgalt fémionok sorabdl. Egyrészt, mert
nem volt felismert biologiai jelentdségiik, masrészt pedig a fémion-hidroxamat
komplexek vizsgalata soran szamos nehézségbe lehet iitkdzni, mint pl. kis stabilitas
vagy konkuralé redox-, illetve hidrolitikus folyamatok. A kdzelmultban azonban a
figyelem az elébb emlitett fémionokra iranyult. A Mn(II)komplexek érdekesek
lehetnek, mint lehetséges MRI kontrasztanyagok, a Co(Il)komplexek pedig
alapjaul szolgalhatnak olyan Co(Ill)komplexek eldallitasahoz, melyek akar
gyogyaszati szempontbol is érdekesek lehetnek.

Tekintve, hogy nagyon kevés irodalmi adatot talaltunk az el6bb emlitett
fémionok hidroxamat komplexeit illetden, a hidroxamsavak viszonylag széles korét
vontuk be vizsgalatainkba. Célul tiztik ki a mangan(Il)- és kobalt(Il)ionok
kolcsonhatasanak tanulmanyozasat szamos mono-, di-, és trihidroxamsav
szarmazékkal, ami jelenti az egyensulyi modell felallitdsat, a termodinamikai
stabilitds, valamint a redox stabilitas  feltérképezését, tovabba a
mangan(ll)komplexeknél a relaxivitas értékének meghatarozasat. Mindemellett, a
fémionok redox aktivitasabol adodoan, ahol annak kizarolagos képzddése
egyértelmiien bekoOvetkezett, a +3-as oxidacids allapotu fémiont tartalmazo
komplexek stabilitasi allandojanak meghatarozasa is célunk volt.

A vizsgalt ligandumok képleteit, neveit, illetve roviditéseit az 1.1. részben
csoportositva foglaltuk 6ssze.
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3. KISERLETI KORULMENYEK ES VIZSGALATI MODSZEREK

3.1. Felhasznalt vegyszerek és vizsgalt ligandumok

Vizsgalatainkhoz a fém-torzsoldatok a megfelelé MnCl, 4H,0, illetve
CoCl,-6H,0 a.lt. tisztasagu szilard sok haromszor ioncserélt vizben vald oldasaval
gravimetrias modszerrel a laboratoriumban mar korabban meghataroztak [94]. A
Mn(l1)-térzsoldat ismert mennyiségli sosavat is tartalmazott, melynek pontos
koncentracigjat pH-potenciometridsan, mig pontos fémion koncentraciojat
MnNH4PO,-H,0 alakjaban, gravimetriasan hataroztuk meg [94].

A vizsgalt ligandumok koziil az Aha-t, a Bha-t a Sigma-tdl vasaroltuk, mig a
DFB modell-dihidroxamsavakat, (3,4-DIHA, 3,3,-DIHA, 2,5-DIHA, 2,5-H,H-
DIHA, 2,4-DIHA, 2,3-DIHA, 2,2-DIHA) valamint a MeAha-t Dr. Buglyo Péter
szintetizalta Tanszékiinkon, illetve a Lisszaboni Egyetemen [37, 39, 95]. A
trihidroxdmsavak kozil a DFB-t mezilat formaban a CIBA-GEIGY
gyogyszergyartol szereztik be. A DFC-t [34], a DFR-t, valamint a TAF-ot a
Mikrobialis Biotechnoldgiai és Sejtbiologiai Tanszék bocsajtotta rendelkezésiinkre.
Az aminohidroxamsavak koziil a Glu-y-ha-t és az Asp-p-ha-t a Sigma-tdl szereztiik
be, mig a Hiszha [96], az a-Alaha és a B-Alaha [40] Tanszékiinkon korabbi
munkak soran keriiltek eldallitasra, jelen munka soran a GABA-ha-t szintetizaltuk.

A ligandumok tisztasagarél pH-potenciometrias vizsgalatok alapjan
gy6z6dtink meg, mely titralasoknal ~ 0,2 mol/dm® HCI és KOH méréoldatokat
hasznaltunk. A sosav torzsoldat el6allitisathoz MOLAR gyartmanyu tomény (37 %
m/m) sosavat higitottunk, mig a KOH torzsoldat (Merck) szilard pasztilla
feloldasaval késziilt. Az emlitett mérések soran az ionerdsséget az altalunk készitett
~ 1 mol/dm® KCI (AnalaR NORMAPUR) oldattal allitottuk be.
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3.2. A GABA-ha eldallitasa

Minden vegyszer, illetve oldoszer, melyet felhasznaltunk a.lt. tisztasaga volt,
ezaltal tovabbi tisztitast nem igényeltek. A Z-y-Abu-OH-t (Z-4-Aminovajsav), az
etilkloroformidtot a Merck-t6l, az N-Me-morfolint és az O-benzil-hidroxilamin
hidrokloridot az Aldrich-t61 vasaroltuk. A metanolt (MeOH), valamint a
tetrahidrofurant (THF) a MOLAR-t6l, mig a diklor-metant a Scharlau-tol
rendeltiik. Szaraz MeOH el6allitasahoz Mg-t és N, atmoszférat alkalmaztunk, a
THF szaritdsa szintén N, alatt tortént frissen préselt Na drot és benzofenon
segitségével [97]. A vegyiilet eldallitdsdhoz Schlenk technikat alkalmaztunk. A
termék tisztasagat "H NMR spektroszkopias, illetve pH-potenciometrids méréssel
ellendriztiik.

Z-y-amino-vajsav-hidroxamsav (Z-GABAHA)

4,05 g (0,025 mol) O-benzil-hidroxilamin hidrokloridot 40 cm?® absz.
MeOH-ban allandé kevertetés mellett, N, atmoszféra alatt jeges fiirdébe téve
oldottuk. Old6das utan hozzaadtuk a KOH pasztillakat (1,38 g, 0,025 mol).

4,00 g Z-y-Abu-OH-t (0,017 mol) 75 cm® szaraz THEF-ben oldottuk

allando kevertetés mellett N, atmoszféra és jégfiirdé alkalmazasaval. 20 perc
elteltével hozzaadtuk a 2 cm® (0,021 mol) etilkloroformiatot és a 2,4 cm® (0,022
mol) N-Me-morfolint. Az elegyet tovabbi 20 percen keresztiil kevertettiik N, alatt 0
°C koriil tartva.
A két oldatot Schlenk technika alkalmazasaval osszeszlrtiik. Ezen mdodszernek az
az elénye, hogy az egyes oldatokbol kivalo KCIl, illetve az N-Me-morfolinsd
konnyen eltavolithaté. A reakcidelegyet még 2,5 oran keresztiil jégbe hiitve, majd
szobahdmérsékleten egy éjszakan at kevertettiik. Az elegyet beparoltuk, majd a
kapott halvanyzoldes porszer(i anyagot vakuumon szaritottuk ismét egy éjszakan
keresztiil. A terméket diklormetanbol atkristalyositottuk. Szaritas utan fehér
kristalyos anyagot kaptunk. Kitermelés: 2,81 g, 48%.
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y-amino-vajsav-hidroxamsav (GABAHA)

A véddcsoport eltavolitasat katalitikus hidrogénezéssel végeztiik. Mivel a
védett molekula stabilabb, ezért csak a mérésekhez sziikséges mennyiséggel
dolgoztunk. 1,00 g (0,003 mol) Z-GABAHA-t 25 cm?® absz. MeOH-ban felodottuk,
majd 0,20 g Pd/C katalizatort (10 % (m/m)), illetve 0,42 cm® MeOH-HCI-t (~ 7 M)
adtunk hozzd. H, giz tilnyomés alatt 4 oOrdn keresztill kevertettik. A
reakcidelegybdl a katalizatort redés sziirovel sziirtiik ki, majd beparoltuk. Attetszd
olajos anyagot kaptunk. Kitermelés: 0,385 g, 83%.

3.3. A vizsgdlati modszerek elvi alapjai, alkalmazott kisérleti koriilmények

3.3.1. pH-potenciometria

Vizsgalataink alapjaul minden altalunk tanulmanyozott rendszer esetében a
pH-potenciometrias mérési modszer szolgalt. Célunk valamennyi esetben a
képz6dd asszociatumok Osszetételének és stabilitasi allanddinak meghatarozasa
volt. Ezen modszer csak abban az esetben alkalmazhatd, ha a fémion és a ligandum
kozotti komplexképzodés pH-effektussal jar. Abbol kifolyolag, hogy a deprotonalt
ligandum gyenge bazis, a komplexképzddés kompetitiv reakciot jelent a proton és a
fémion kozott. Tehat a pH mérésébol kovetkeztetni lehet a képzddé komplex(ek)

stabilitasara. A komplexképzddés a kovetkezd egyenlettel irhat6 fel:

pPM + gL + rH < ML H* 1)
ahol:
M: fémion, L: teljesen deprotonalt ligandum, H: proton

p, g, r: sztochiometriai egyiitthatok
(*Az egyszertlibb kezelhetoség érdekében nem tiintettiik fel a részecskék toltését.)

A képz6do részecskék stabilitasi szorzata az alabbi dsszefliggéssel definialhato:
_ IMpLgH,] @
par —
MIP[LI[H]
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Egy olyan oldategyensulyi rendszer, amely egy fémiont és egy ligandumot
tartalmaz  haromkomponensiinek tekinthetd. A  komponensekre jellemzo
anyagmérleg az alabbi egyenletekkel irhatok fel:

Cy =[H1+ X1, M1 L1 THY/ ®
Cyy =IMI+ Y. P M1 ILLTHI, @
C=[L1+ YA M1 T THY ®

ahol:
n: a rendszerben képzdd6 asszociatumok szadma

A kisérleti adatokbol a képzodd fémkomplexek stabilitasi szorzatainak
meghatarozasa a Tanszéken kifejlesztett PSEQUAD szamitogépes programmal
tortént [98]. Az értékeléshez sziikséges a komponensek definialasa, jelen esetben: a
proton (H), a fémion (M) és a deprotonalt ligandum (L). Bemené adatként meg kell
kiindulasi térfogatdt, a mintdhoz adagolt mérdoldat térfogat-pH kisérleti
adatparokat, az asszocidtumok (a ligandum proton-komplexei, a fémion hidroxo-
komplexei és a fémion-ligandum kolcsonhatasaban képz6dé komplexek) szamat és
Osszetételét, az ismert és a kozelitd stabilitasi szorzatokat, tovabba a
vizionszorzatot, valamint a leolvasott pH értékekrdl a koncentracioval kifejezett
értékre torténd konvertalashoz sziikséges Irving-féle korrekcios tényezét [99]. A
program a bemend adatok alapjan a (3-5) egyenletek megoldasaval szamolja ki a
keresett stabilitdsi szorzatokat. A kozelitést Newton-Raphson iteracioval
mindaddig végzi a program, mig a mérdoldatra nézve a X(V ey - Vszém(,h)2 értéke
minimumot ad (V: a hozzaadott mérdoldat térfogata). Az iteracidsorozat végén
a mért és a szamitott titralasi gorbék pontjaihoz tartozd |[Vimen - Vsuamon| €rtékek
atlagat, az un. illesztési paramétert, amely a kozelités josagat jellemzi. A stabilitasi
allandok kozlésekor az utolsd tizedesjegy hibajat zardjelben tiintetjiik fel. A
feltételezett asszocidtumok Osszességét egy adott rendszer modelljének nevezziik.
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Az a modell tekinthetd elfogadhatonak, mely kémiai megfontolasok alapjan
értelmezhetd és amelynél az illesztési paraméter a legkisebb. Az altalunk
elfogadott illesztési paraméter mindig kisebb, mint 1x10% cm®. Valamennyi
esetben a SUPERQUAD nevii programot hasznaltuk a ligandumok savi
disszociacios  allandoinak  meghatarozasara, valamint a ligandum- ¢és
protonkoncentraciok finomitasara [100]. A SED program Windows alatt futd
valtozatat, a MEDUSA-t alkalmaztuk a koncentracid-eloszlas szamolasanal [101],
mely milvelethez sziikséges a képz6d6 komplexek Osszetételének, stabilitasi
allandoinak, valamint a komponensek koncentracidinak ismerete.

A pH-potenciometrias méréseket Radiometer PHM 93, illetve Radiometer PHM 84
pH-mér6vel, Metrohm Dosimat 715 tipust automata biirettaval, valamint Metrohm
6.0234.110 vagy 6.0210.100 kombinalt iivegelektréddal végeztiik. Valamennyi
= 4,008, t = 25,0 °C), illetve sav-bazis titralasokkal vizionszorzatra (I = 0,20
mol/dm® (KCI), t = 25,0 °C, pKW = 13,76 + 0,01) hitelesitettiik. Az egyensulyi
mérések sordn a mintakat ultratermosztattal allandé homérsékleten tartottuk (t =
25,0 £ 0,1 °C). Valamennyi esetben a kutatocsoportunkban kifejlesztett technika
szerint inert koriilmények kozott dolgoztunk. Minden mérés el6tt a savas mintat,
zart edényben 10 - 15 percen keresztiil argonnal atbuborékoltattuk, majd a titralas
egész ideje alatt folytattuk az inert gdz mintan vald aramoltatasat, mely egyben a
mintdk kevertetését is biztositotta. A Co(ll)-aminohidroxamav rendszerek
vizsgalatat a nyomnyi mennyiségii oxigén kizarasa érdekében egy korabban szintén
a kutatdcsoportunkban kifejlesztett specialis berendezés alkalmazasaval hajtottuk
végre. Az emlitett rendszer alapja, hogy fém cinket s6savas CrCl; oldatban oldunk,
redukalja, ezaltal a rendszer alkalmas a mintdba vezetett argon
oxigénmentesitésére.

A pH-potenciometrias titralasokat a lehetséges pH = 2 - 11 kozotti
tartomanyban vagy a csapadék megjelenéséig végeztik. A mintak kiindulasi
térfogata 20,0 cm?®, 10,0 cm®, 8,00 cm® vagy 5,00 cm?® volt a rendelkezésiinkre allo
ligandumok mennyiségétdl fiiggden. A ligandum koncentracidja a mintakban
0,0008 - 0,005 mol/dm® kozott, mig a fémion-ligandum aranya 1:1 és 1:5 kozott
valtozott. Minden mérés soran hasznalt ~ 0,2 mol/dm® HCl és KOH

20



Hidroxamsav alapu szideroférok és modelljeik mangan- és kobaltkomplexei

(karbonatmentes) mérdoldatok pontos koncentracidit is pH-potenciometrids
titralassal Gran-modszerének alkalmazasaval hataroztuk meg [102].

A pH-potenciometrids mérések eredményei alapjan valamennyi rendszerre
meghataroztuk az egyensulyi modellt, illetve a képz6d6 komplexek stabilitasi
allandoit. Eléfordulhat azonban olyan eset, amikor egy rendszer tobb, kémiailag
realis modellel is jol leirhatd. Ezen kivill ez a modszer nem ad felvilagositast a
Tehat a pH-metrids mérések Onmagukban nem elegendéek egy rendszer
megbizhatd leirasara, emiatt sziikséges mas szerkezeti informdciot nyujtod
vizsgalatokat is elvégezni (pl. UV-lathato spektrofotometria, ESI-MS).

3.3.2. UV-lathaté spektrofotometria

A Co(ll)-hidroxamsav rendszerekben regisztralt spektrumok alapjan egyedi
spektrumokat szamoltunk, melyek elemzésével a képz6d6 komplexek
geometridjara, a koordinalodé hidroxamatcsoportok szamara, valamint az oxidacio
mértékére és termékére is kovetkeztethetlink.

A Co(IDkomplexekre mind az oktaéderes, mind a tetraéderes geometria
jellemz6. A karakterisztikus savok tetraéderes geometria esetében a ‘A, — *T (P),
mig oktaéderesnél a *Tyy (F) — “Ty (P) atmenethez tartoznak. Tetraéderes
rendszerekben a lathatd tartomanyban 1évé atmenet nagysagrendekkel intenzivebb
és alacsonyabb energiaszintnél jelenik meg (Aieyracder ~ 600 - 700 nm, Aogiacger ~ 500
NM; Eemacder ~ 500 dmM¥/mol-cm, egcser ~ 10 dm®/mol-cm). Az oktaéderes
komplexekhez egy a kozeli IR-ben megjelend dtmenet (“Tyy (F) — *Tay) is tartozik
[103]. A spin-palya koélcsonhatasok kovetkeztében a savok deformaltak, illetve
tobb komponensre bomlanak (mely foként a tetraéderes geometriandl jellemzo)
[104]. Ezen modszerrel a Co(IDkomplexek spektralis sajatsagai mellett a
Co(ll1Dkomplexek képz6dését is vizsgaltuk, melyek azonositasara a 620 nm koriil
megjelend (¢ ~ 140 dm*mol-cm), a (ty)°(eg)" 'T1g < (tz)° 'Ayy atmenethez
rendelhetd savot valasztottuk [78, 104].

A Mn(Il)komplexeket tekintve a félig t6ltott d-héj, féleg gyenge ligandumtér
esetén, kiilonds stabilitassal rendelkezik, a ligandumtér stabilizacids energia nulla.
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A kozponti ion szeksztett (°S) allapota nem elfajult, igy semmilyen szimmetria
esetén sem hasad fel, ezért elektrongerjesztés csak kiilonb6z6 multiplicitasu termek
kozott mehet végbe [104]. Ezen okbdl kifolyolag a Mn(Il)komplexek spektruma
rendkiviil kis intenzitasii savokat tartalmaz, nem informativ, azonban az UV-
lathatd  spektrofotometrias moddszer alkalmas az oxidéaciés folyamat
tanulmanyozasara. A Mn(lll)komplexek képzddésének nyomon kovetésére a 310
nm koriili Ay értékkel és a ~ 2000 dm*/mol-cm moléris abszorbanciaval
jellemezhet6é savot hasznaltuk [65-66], 180 perc id6tartamon keresztiil az elsd
masfél éraban 10, majd 30 percenként regisztralva a spektrumokat. A képzodott
Mn(llI)komplex id6beli stabilitasat a Mn(l111)-DFB rendszeren 2 héten keresztiil a
spektrumok rogzitésével kovettiik nyomon.

Az UV-lathatd spektrofotometrids mérésekhez Perkin Elmer Lambda 25
tipusi  kétsugaras spektrofotométert hasznaltunk. A mérések hullamhossz
tartomanya fémiontdl fiiggden valtozott: 250 - 850 nm (mangan) és 350 - 800 nm
(kobalt). A vizsgalatok 25,0 °C-on, 0,20 mol/dm?® (KCI) ionerésség mellett, 1 cm
uthosszu kvarckiivettakban folytak.

A manganiont tartalmaz6 mintak esetében egyedi mintakat készitettiink, ahol
a fémion koncentracioja 0,0003 - 0,003 mol/dm?® kozott véltozott, ligandumtél
fliggben. A  fém-ligandum aranyok a trihidroxdmsavaknal 1:1, a
dihidroxamsavaknal 1:1,5 és 1:1, mig a monohidroxamsavak esetében 1:3 voltak.
Az egyedi mintakat oxigén atbuborékoltatasdval oxidaltuk. A spektrumokat KOH
oldattal bedllitott kiilonb6zo pH-értékeken regisztraltuk (~7, ~8, ~9,5 és ~10)
maximum 3 6ran keresztiil vagy az abszorbancia értékének allandosulasaig.

A Kkobaltiont tartalmazé mintak vizsgalatahoz szintén egyedi mintakat
készitettink, melyekben a fémion koncentracidja 0,005 - 0,008 mol/dm?
tartomanyba esett, a fém-ligandum aranyok a mangant fémionként tartalmazo
rendszerekhez hasonléan valtoztak azzal a kiilonbséggel, hogy néhany
monohidroxamsavnal 1:5 aranyt mintak is késziltek. A Co(ll)-hidroxamat
rendszerek vizsgalata soran méréseinket inert (Ar) atmoszféra alatt végeztik, a
spektrumokat kiilonbozé pH-értékeken regisztraltuk. A mintak Osszeallitasakor a
pH a savas tartomanyba esett, ahol a levegd oxigénje altali oxidacié nem
kovetkezik be. A gumiszeptummal zart mintdkban az inert atmoszféra

biztositdsahoz egy injekcios t segitségével vezettiik az argont a mintat tartalmazo
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kiivettaba, és a pH beéllitasahoz sziikséges ligot (KOH) is a szeptumon keresztiil
juttattuk a mintaba. Néhany kivalasztott rendszer esetében a regisztralt
spektrumokbol az egyes komplexek egyedi spektrumat szamoltuk a MATLAB és a
PSEQUAD program alkalmazasaval. A spektrofotometrids mérési modszert a
Co(Ilkomplexek képzoédésének vizsgalatahoz is hasznaltuk. Az oxidaciot
kétféleképpen hajtottuk végre: egyik esetben a mintat szabad levegdén 24 o6ran
keresztiil allni hagytuk, mig masik moédszerként a H,O,-dal vald oxidaciot
alkalmaztuk [78]. A Co(Ill)komplex képzédésére a minta szinének valtozasa
mellett (rozsaszinbdl z6ldbe fordult) a regisztralt spektrumokban a karakterisztikus
savban tapasztalhato jelentGs valtozas is utalt [78].

Tekintettel arra, hogy a DFR és a TAF ligandumokkal megel6z6 allandok
még a Fe(Ill)-ionnal sem voltak ismeretesek, az Osszevethetdség érdekében ezen
rendszereket is vizsgaltuk. A szideroforok koziil a DFR és a TAF Fe(lll)-mal
képezett komplexeinek stabilitasi allandoit is spektrofotometrias mérésekkel
hataroztuk meg, mivel a komplexképzodés tartomanya a pH-metria mérési
tartomanyan kiviil esik. Egyedi mintdkat készitettiink (Un. Batch technika
alkalmazéasaval), mely mintdkban a fémion és a ligandum koncentracidja (Crequy =
Cosiderofor = 0,0001 mol/dm®), valamint az ionerésség (0,20 mol/dm?®) is allando volt.
Az egyes mintdkban a 0,20 mol/dm® KCl-ot valtozé mértékben HCl-ra cseréltiik,
ezaltal ~ 0,7 pH-t is be tudtunk allitani. Méréseinket A = 300 - 800 nm hulldmhossz
tartomanyban, 25,0 °C-on, 1 cm uthosszii kvarckiivettakban végeztik. A
spektrumok illesztésével a [Fe(lll)L] (L = DFR, TAF) osszetételiit komplexek
stabilitasi allandoit a PSEQUAD szamitogépes program segitségével szamoltuk ki.

3.3.3. Elektro-spray ionizaciés tomegspektrometria (ESI-TOF-MS)

A tomegspektrometria lényege, hogy a vizsgilandd anyag részecskéit
ionizaljak, majd a kapott ionokat elektromos térben felgyorsitjak. Az ionizacid
leggyakoribb modja, hogy 50-75 eV energidju termikus elektronokkal hozunk létre
iitk6zési ionizaciot gazfazisban (EI), ekkor azonban a molekuldk gyakran
fragmentalodnak. Kiméletesebb ionizacios lehetdséget biztositanak a kémiai
ionizacio (CI) vagy a gyors atomokkal valé bombazas (FAB) modszerei. Azért,
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hogy ne roncsoljuk a szerkezetiiket, j0 megoldasnak bizonyul az tn. elektrospray-
ionizacios (ESI) modszer, amely esetén erds elektromos térbe porlasztjuk a mar
eleve ionos minta oldatdit. Az ionforrdsban keletkez0 ionokat egy
gyorsitofesziiltség bekapcsolasaval inditjuk az analizdtorba. Ha a felgyorsitott
ionokat magneses térben vezetik tovabb, azok a Lorenz-féle eré hatasara
korpéalyara kényszeriilnek, azaz tomegiiktol és toltésiiktdl fiiggben mas és mas
palyan haladnak, majd eljutnak a detektorba [105].

A fragmentacio elkeriilése végett az eldzdekben részletezett ionizacios
technikak koziil az elektrospray-ionizacidt alkalmaztuk komplexeink vizsgalatahoz
[106]. Méréseinket pozitiv és negativ modban egyarant elvégeztik, mivel a
képz6d6 komplexeink toltése mindkét tartomany vizsgalatat sziikségessé tette. A
regisztralt jeleket tomeg/toltés arany (m/z arany) alapjan azonositottuk.

A vizsgalatokhoz Bruker BIOTOF II ESI-TOF késziiléket, Cole Palmer
74900 pumpat alkalmaztunk, az aramlasi sebesség 2 pl/min volt. Szaritd gazként
nitrogént hasznaltunk, melynek homérsékletét 100 °C-on tartottuk, a porlasztogiz
(szintén nitrogén) nyomasa 30 psi volt. A kapillarisra kapcsolt fesziiltség 4500 V,
120 V, 40 V és 30 V volt. Az m/z skalat angiotensin II és leucin-enkephalin
peptidekkel hitelesitettiik. Az adatgytijtést BioTOF v 2.2, mig az adatfeldolgozast
XmassBioTOF v 6.0.0 szoftverrel végeztiik.

- 0,002 mol/dm? kozétti tartomanyban. Rendszert6l fiiggden a fém-ligandum arényt
1:1-1:5, mig a pH-t ~ 7,9 - 9,5 kdzottire allitottuk.

3.3.4. Ciklikus voltammetria

A ciklikus voltammetria széles korben hasznalhaté viszonylag egyszerii és
olcso elektrokémiai modszer, mely segitségével gyorsan nyerhet6k mindségi €s
mennyiségi informaciok (pl. formalpotencial, latszolagos stabilitasi allando) az
elektronatmenettel jaro folyamatokrol.

Mérés soran a vizsgalando oldatba meriild megfeleld6 munkaelektrodon a
fesziiltséget linearisan valtoztatjuk egy kezdd potencial értékt6l (Eyesde) €QY
meghatarozott fesziiltség értékig (E,;), melyet forduld potencialnak neveziink, ahol
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a potencialvaltozas eldjele megfordul és szintén linearisan halad a mésodik fordulo
potencialig (Ey;), amely altalaban az Eyeqei-vel egyenld. Ebben a pontban ér véget
a ciklus. A potencial valtozasat egy referenciaelektréd potencialjahoz viszonyitva
mérjiik, mely altalaban telitett kalomel (SCE) vagy Ag/AgCl elektrod. A mérés
folyaman a cellan atfolyé aramot mérjiilk és abrazoljuk azt az alkalmazott
fesziiltség fiiggvényében. Az igy kapott gorbét ciklikus voltammogramnak
nevezziik [107].

Amennyiben a ciklus soran mindét irany( folyamat lejatszodik, a
voltammogrambol leolvashaté a katddos (Ex) és az anddos (E;) csucspotencial,
amelyek szamtani kozépértéke adja az un. atlagpotencialt. (Valamennyi mérés
kiértékelését a CACYVO nevii programmal végeztiik.)

Eipe Ex+ Ea 6)

A kiszamitott atlagpotencialbol (Ey) a normal hidrogénelektrodra vonatkoztatott
formalpotencial értékét ugy kaphatjuk meg, hogy a referenciaelektrod
potencialjaval korrigaljuk (E1pagagen = 0,209 V).

E® =E1/2+ E%qg/ agai (7

A csticsok tavolsaga fiiggvénye a folyamatban atlép6 elektronok szamanak. Egy
elektronos folyamatban a tavolsag 59 mV. Hangsulyozni kell, hogy a Nernst-
egyenlet csak termodinamikailag reverzibilis folyamatokra érvényes, tehat ha
ismerjik az atlépd elektronok szamat és a csucsok tavolsaga nagyobb a (8)
egyenletb6l adodonal, az valamilyen irreverzibilitasra utal [107], melynek nem
csak termodinamikai, hanem kinetikai okai is lehetnek.

0,059 @)
n

AE=E,-E, =

ahol:

n: résztvevo elektronok szama
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Egy folyamat reverzibilitasara a katodos és az anodos cstcsaramok (ix és i)
aranyabol is kovetkeztethetiink, mivel ha a folyamat reverzibilis, akkor a két
csucsaram ardnyanak egy koriili értéknek kell lennie.

Ahogy fentebb mar emlitésre keriilt a ciklikus voltammetrias modszer
stabilitasi allando szdmolasara is alkalmazhatd olyan esetekben, amikor a fémiont
egyik oxidacios allapotban tartalmazé komplex stabilitasi allanddja ismert, a
fémiont masik oxidacios allapotban tartalmazo komplex Osszetétele ugyanaz, akkor
ez utobbi komplex allandodja az alabbi egyenlet szerint szamolhato:

E*(M"H,L/M"H,L)=E°*(M" (H,0);)(M" (H20)6)+%|n(/?’.. ! Bu) ©)

ahol:
E®(M"'H,L/M"H,L): az L ligandum jelenlétében, x koordinacios szamu komplex
képzédése mellett, a rendszerre jellemz0 voltammogrambdl szamithato
formalpotencial
E°(M"(H,0)6)/(M"(H,0)q): az adott fém-aqua redoxi parra jellemzé standard
redoxipotencial
Pulfn ¢ a fémion redukalt, illetve oxidalt formajat tartalmazo fentebb definialt
Osszetételi komplex stabilitasi szorzatanak hanyadosa

Ciklikus voltammetrias méréseinket Metrohm gyartmanyu 746 VA Trace
Analyzer késziilékkel végeztiik. A kisebb anyagigény érdekében a csoportunkban
korabban kifejlesztett mikrocella alkalmazasa tiint célszerinek. Munkaelektrodként
2 mm atméréji szén- (CHIL04) (kobalt) vagy platinaelektrodokat (mangan)
(CHI102), referenciaként Ag/AgCI/3KCI mol/dm? elektrodot (BASI Instr. RE-5B,
MF-2079), mig segédelektrodként platinaelektrodot (ALS Co. Japan) hasznaltunk.
A mérések kozott valamennyi esetben a munkaelektrod feliiletét 0,05 pum-es
szemcseméreti aluminium-oxid szuszpenzioval megtisztogattuk. A kalibralast a
[Fe(CN)e]* /[Fe(CN)e]* redoxi rendszerrel végeztik (E° = 0,458 V, normal
hidrogénelektrodra vonatkoztatva, I = 0,5 mol/dm® KCI) [108]. Valamennyi mérést
25,0 °C-on, argon atmoszféra alatt hajtottuk végre. A mintatérfogat mindig 1,5
cm’, mig az elektrolit KNO; volt.

crer

0,0011 - 0,0045 mol/dm®, a fémionét 0,001 - 0,0015 mol/dm?®, az elektrolit
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crer

a rendelkezésre allo kevés anyag miatt a pH-metrias (higult) mintat hasznaltuk a
ciklikus voltammetrids mérésekhez. Minden mérés elétt a Mn(IT)komplexeket
oxigén buborékoltatasaval ~Mn(lll)komplexekké oxidaltuk (az oxidacid
részletesebb leirasa a 3.3.2. részben talalhatd), és igy a mérések a redukcios
folyamattal indultak. A mérési tartomany 700 - -200 mV volt, a pasztazasi
sebességet 5 - 500 mV/s kozott valtoztattuk.

A kobaltot tartalmazé rendszereknél a fémion koncentracidja a mintakban
0,003 mol/dm?® vagy 0,015 mol/dm?® a ligandumé 0,009 mol/dm? vagy 0,0045
mol/dm®, a kalium-nitraté 0,005 mol/dm® vagy 0,01 mol/dm® volt. Mérési
tartomanyként +200 - -600 mV-ot, pasztazasi sebességet pedig 5 - 400 mV/s k6zott
valtoztattuk. A méréseket a kobalt esetében is oxidalt (az oxidaloszer H,O, volt),
Co(llkomplexeket tartalmazo mintakkal végeztiik (az oxidacio részleteit a 3.3.2.
részben foglaltuk 6ssze).

3.3.5. Relaxometria

Napjainkban széleskortien alkalmazott orvosdiagnosztikai modszer a
Magneses Rezonancids Képalkotas (MRI). Ezen vizsgalatokndl magneses térbe
helyezik a betegeket, és a szervezetiikben 1év6 protonok (féként vizprotonok)
relaxaciosebességét vizsgaljak. A felvételi id6 csokkentése, valamint a képek
kontrasztossaganak ndvelése érdekében Un. Kontrasztanyagokat alkalmaznak.
Mivel a longitudalis relaxaciosebesség (T;) novekedése a jel intenzitasanak
novekedését eredményezi, ezaltal az Gn. T; kontrasztanyagok alkalmazasa valt
altalanossa. A kontrasztanyagok hatékonysagat a relaxivitas (R;) jellemzi, R; =
1/T;. A protonok relaxaciosebességét (R = 1/T;) a paramagneses anyagok novelik
a legnagyobb mértékben. Ezek koziil is azok a fémionok, melyek félig lezart kiilsd
elektronhéjjal rendelkeznek, pl. Mn(Il), Fe(Il), Gd(III). Ezen ionok esetében az
elektronrelaxacios id6k viszonylag hossziiak (107 s kériiliek), melybél kifolyolag a
parositatlan elektronok altal keltett fluktualdé magneses térben a protonok
relaxacidja gyorsan végbemegy [109].
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A méréseinket 20 MHz-es Minispec Bruker gyartmanyt relaxométerrel
végeztik. Mérés soran a Ti-relaxaciés idoket hataroztuk meg, melybol a fentebb
emlitett képlet alapjan relaxivitast szdmoltunk. A relaxivitas additivitdsa alapjan
felirt egyenletb6l [110] individualis relaxivitas értékeket szamoltunk a PSEQUAD
program segitségével.

1/T1 = RMn[Mn(Hzo)e] + RMnL[MnL] + RMnHL[MnHL] + ...+ l/Tlo (10)

ahol:

RwmnL, Rvnnc. - -1 a jelenlévé Mn(Il)komplexek relaxivitasa
Rmn[Mn(H20)e]: @ Mn(I1)4q relaxivitasa

1/T1: relaxivitas Mn(II) jelenléte nélkiil

1/T: relaxivitas

A miiszer az inversion-recovery modszerrel dolgozik, amely alapja, hogy a 0.
idépontban 180°-0s impulzust ad ki, T ideig var, majd egy 90°-0s impulzus utan
ujra t ideig var, aztan detektal és var D ideig, hogy a rendszer ujra egyensulyba
keriiljon. (Egy egy mérés soran a mdiszer altal automatikusan beallitott 10
kiilonb6zo késleltetési id6t (tr) alkalmaztunk, és egy adott késleltetési idonél 4
mérés atlagolasaval kaptuk a T;-relaxacids idéket.)

Meéréseinket 25,0 °C-on, 0,20 mol/dm® KCI ionerésség mellett, 0,400 cm®
mintatérfogatban, inert atmoszféra (Ar) alatt végeztiik. A ligandum koncentracioja
valamennyi esetben 0,002 mol/dm?® volt, mig a fémionét 0,0004 - 0,002 mol/dm?
tartomanyban  valtoztattuk. A pH ~ 7,6-t Hepes (4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinetanszulfonsav), mig a pH ~ 9,3-t NEP (N-etil-piperazin) pufferrel
allitottuk be. A TAF esetében a relaxacios idéket ~ 7,8 és ~ 8,6 pH értékek mellett
mértik Hepes, illetve DMP (dimetil-piperazin) pufferek alkalmazasaval. A
pufferkoncentracid a mintdkban mindig 0,05 mol/dm?® volt. A minték el8készitését
is inert atmoszféra alatt végeztik. A 3.3.2. részben leirt technika szerint
folyamatosan argon géazt buborékoltattunk a mintan keresztiil (Szeptumon
keresztiil, injekcios tii segitségével), majd az argonozds megkezdését kovetd
néhany perc elteltével a lagos pH bedllitasara hasznalt megfelelé6 puffert a
szeptumon keresztiil masik injekcios ti segitségével juttattuk a mintaba.
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4. KISERLETI EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1. A vizsgalt ligandumok sav-bazis sajatsagai

Jelen munkaban vizsgalt ligandumok protonalt formdinak képletei, a

hidroxdmavcsoportok szama szerinti csoportositas alapjan kertiltek 6sszefoglalasra
az 1.1. részben. Valamennyi vizsgalat els6 1épésében ezen ligandumok Ssavi
disszociacios allandoit pH-potenciometrids titralassal hataroztuk meg. A
meghatarozott  értékeket az 1-3. tablazatokba foglaltuk Ossze. A
monohidroxdmsavak, valamint a dihidroxdmsavak tekintetében valamennyi
esetben volt irodalmi adatunk [3, 37, 39], melyekkel az altalunk meghatarozottak jo
egyezést mutattak. Kutatocsoportunkban az elébb emlitett ligandumok sav-bazis
tulajdonsagait korabban mar elemezték [3, 37, 39], igy ezek részletes kifejtésétol
eltekintiink. Osszességében megallapithatd, hogy az egyszerii monohidroxamsavak
disszociacios allandoi 8,6 - 9,3 kozotti tartomanyba esnek (1. tablazat), melyek
koziil az Aha a legbazikusabb, a Bha, illetve a MeAha tekintetében a szubsztituens
cseréje (az elébbiben az Rc csoport cseréje metilrdl fenilre, mig az utdbbi esetben
az Ry szubsztituens cseréje hidrogénrél metilre) a hidroxamsavcsoportok savi
er6sségében tobb, mint fél log egység novekedést eredményez.
A GABA-ha mar két disszociabilis protont tartalmaz, mivel a hidroxamsavcsoport
mellett a teljesen protonalt ligandum Rc szubsztituensében van egy
ammoniumcsoport is.  Mivel a pH-metrids moddszerrel makroallandok
meghatarozasa lehetséges, igy ezen moddszerrel az egyes csoportok tényleges
bazicitasara nem kapunk informaciot. Van azonban egy irodalmi eldzmény, mely
azt tartalmazza, hogy a GABA-ha aminocsoportja kisebb bazicitdsi, mint a
hidroxamatcsoport [46].

Ligandum pK1 pK2 pK3
Aha 9,25(1) - -
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MeAha 8,63(1) - -
Bha 8,69(2) - -
GABA-ha 8,79(1) 10,17(1) -
Asp-p-ha 2,18b 8,32(1) 9,48(1)
Glu-y-ha 2,21c 8,60(1) 9,60(1)
Hisha 5,35(3) 7,11(2) 9,09(1)

(Zarojelben a standard deviacio értékei vannak feltiintetve.)
(*Az Asp-B-ha és a Glu-y-ha esetében a szamolasnal az irodalomban talalt
karboxilatcsoporthoz tartozo pK értékeket rogzitettiik [111-112])

Az Asp-B-ha és a Glu-y-ha esetében egy tovabbi karboxilcsoport is jelen van,
melyhez mindkét ligandumnal a legkisebb disszociacios alland6 rendelheté [111-
112]. A Hiszha oldallancaban az aminocsoport mellett egy imidazolgylirii is
eddigi ismereteink alapjan a mikroallandok meghatarozasa még nem jart sikerrel
[113].

Ligandum pK1 pK2
2,5-H,H-DIHA 8,79(5) 9,70(5)
2,5-DIHA 8,46(2) 9,23(2)
2,4-DIHA 8,44(1) 9,26(1)
2,3-DIHA 8,40(1) 9,25(1)
2,2-DIHA 8,34(1) 9,23(4)
3,4-DIHA 8,39(1) 9,31(2)
3,3-DIHA 8,37(1) 9,30(2)

(Zarojelben a standard deviacio értékei vannak feltiintetve.)
A DFB modell
disszociabilis protonjuk van (2. tablazat), mely értékek a monohidroxamsavaknal

dihidroxamsavaknak két hidroxamsavcsoporthoz tartozo

meghatarozottaknak kozel megfelelnek. Tovabba a monohidroxdmsavaknal

megfigyelt trend itt is érvényesiil, miszerint a primer hidroxamsav (Ry = -H, 2,5-

H,H-DIHA) bazikusabb, mint a megfelelé szekunder (Ry = -CHs;, 2,5-DIHA)

analogja.

A trihidroxamsav alapu természetes szideroforok koziil négyet vizsgaltunk, melyek

koziil a TAF esetében egyaltalan nem talaltunk irodalmi elézményt, a DFR-nél
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egyetlen irodalmi elézmény volt fellelhetd [114], mig a DFB és DFC esetében
korabbi Tanszéki eredmények is ismertek [34, 115], melyekkel az altalunk
meghatarozottak jo egyezést mutattak. A DFB protonaltsigdban eltér a tobbi
altalunk vizsgalt sziderofortdl, ugyanis a harom hidroxdmsavcsoport mellett
rendelkezik egy nem koordinalod6 terminalis aminocsoporttal is, melyhez a
10,85(1)-6s pK érték rendelhetd [34].

Ligandum pK1 pK2 pK3 pK4
DFB 8,33(2) 8,96(3) 9,52(1) 10,85(1)
DFR 8,09(5) 8,93(2) 9,57(2) -
DFC 7,93(4) 8,84(3) 9,82(3) -
TAF 4,15(6) 8,58(5) 10,57(4) —

(Zaréjelben a standard deviacio értékeit tintettiik fel.)

Osszességében az mondhatd, hogy a négy sziderofor koziil harom (DFB, DFC és
DFR) egymashoz képest kozel azonos pH-tartomanyban vesziti el a protonokat,
azonban a TAF-nak van egy kiugroan kis (pK = 4,15(6)) és egy kiugréan nagy (pK
= 10,57(4)) értéke. Ennek az lehet a magyarazata, hogy valosziniileg az egyik
hidroxdmsavcsoport ~deprotondloddsa wutdn a gyliriis szerkezetben egy
intramolekularis H-kotés alakul ki, mely az egyik allandd értékének csokkenését,
mig a masik novekedését eredményezi.

4.2. A Mn(Il) és a Co(Il) kélcsonhatisa monohidroxamsavakkal

A jelen munkaban vizsgalt monohidroxamsavak (képletek az 1.1. részben
vannak feltiintetve) kozott szerepelnek egyszerli monohidroxamsavak (Aha,
MeAha, Bha), melyek esetében az Rc és az Ry Szubsztituensek tovabbi donorokat
nem tartalmaztak. A  hidroxdmsavhoz kapcsolodd — szubsztituensekbeli
donorcsoport(ok) tipusuktdl, molekulan beliili elhelyezkedésiiktél fliggden
befolyasolhatjak a képz6dé komplex(ek)en beliil kialakuld kotésmodot, stabilitast.
Ebbdl kifolydlag tanulmanyoztuk, hogy mely esetekben marad meg a hidroxamat
koordinalddasanak preferencigja, illetve mikor valik az oldallancbeli donoratomok

koordinaloédasa kedvezményezetté. Ezen ligandumcsaladbdl vizsgaltunk az Rc
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szubsztituensbeli molekularészben tovabbi koordinaloédni képes donorcsoportot
(GABA-ha) vagy kelatképz6t (Glu-y-ha, Asp-p-ha, Hiszha) tartalmazo
aminohidroxamsavakat.

A komplexképzddés tanulmanyozésa érdekében mindkét fémionnal elséként
pH-potenciometrias méréseket végeztink a Kisérleti koriilmények (3.3.1.)
fejezetben részletezett aranyok mellett és technika alkalmazaséaval.

A vizsgalt egyszerli monohidroxamsavak szerkezeti képleteibdl (1.1. fejezet)
lathato, hogy a ligandumok Ry vagy Rc szubsztituenseiben kiilonboznek
egymastol, mely eltérés hatdssal lehet a komplexképzddésre pl. a molekulan beliili
elektroneloszlasra gyakorolt hatasabol kifolyolag vagy sztérikus okok miatt is.
Reprezentativ példaként a 3. abran a Mn(ll)-Aha (a) és a Co(I)-Aha (b) titralasi
gorbéit tiintettiik fel.

b)

-0,5 0,0 05 1,0 15 -0,5 0 05 1 1.9
Lag ekvivalens Lig ekvivalens

3. abra: A szabad ligandum (#) és a Mn(II)-Aha a) valamint a Co(ll)-Aha b)
rendszer titralasi gorbéi fém-ligandum 1:5 (m); 1:3 (A); 1:2 (e); 1:1 (X) aranyok
mellett
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Komplex Aha MeAha Bha
log B
[MnL]* 3,83(2) 3,36(1) 3,52(1)
[MnL;] 7,05(2) 5,89(3) 5,90(5)
[MnH_,L] | -6,38(3) -6,89(3) -7,7(7)

(Ciigangum = 0,005 mol/dm®; 1 = 0,20 mol/dm*KClI; t = 25,0 °C)
(A negativ lug ekvivalens savfolosleget jelent.)

A titrdlasi gorbékbol jol lathaté, hogy a mangan(Il)iont tartalmazo

rendszerekben a komplexképz6dés pH 6 koriil indul, és a hidrolizist még a nagy
ligandumfelesleg (fém-ligandum 1 : 5 arany) sem tudja megakadalyozni. A Co(II)
tekintetében a komplexképzddés a Mn(II)-hoz képest kisebb pH-n indul (pH ~ 4),
nagyobb pH-effektussal, és kellden nagy fém-ligandum arany (1:5) mellett
visszaszorul a hidrolizis.
A 3.3.2. fejezetben kifejtésre keriilt mind a Mn(1l), mind a Co(ll) tekintetében az
adott geometriahoz rendelhetd atmenetek, illetve karakterisztikus savok. A Mn(ll)-
hidroxamat rendszerekre regisztralt savok nagyon kis intenzitastiak voltak (g < 1
dm*mol'cm), a Co(I)-iont tartalmazé rendszerek esetén jol definialt
karakterisztikus savok jelentek meg a spektrumokban. A kapott eredmények
alapjan megallapitottuk, hogy mindkét fémion monohidroxamsavakkal képz6do
komplexeiben oktaéderes geometria valosul meg. A  Co(ll)-egyszeri
monohidroxamsav rendszerekben regisztralt spektrumok koziil, reprezentativ
példaként a Co(Il)-Aha anaerob koriilmények kozott, kiilonb6z6 pH-értékeken
regisztralt spektrumait tlintettiik fel a 4. abran.

0.07 4. abra: A Co(ll)-Aha rendszer
232 | kiilonbozd pH-értékeken, anaerob
é 0:04 | koriilmények kozott regisztralt
% 0,03 - lathatd spektrumai
2002 (Cana = 0,025 mol/dm?®; fém-
0,01 -

400 450 500 550 600 650
Hullamhossz (nm)
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ligandum 1:5 arany; | = 0,20
mol/dm® KCI)

Az oktaéderes geometriabol kifolydlag harom hidroxamat koordindlodéséara nyilik
lehet6ség mindkét fémion komplexeiben. A monohidroxamsav rendszerekben
képz6d6 komplexekben megvaldsuld lehetséges koordinaciés modokat az 5. abran
foglaltuk Gssze.

A titralasi gorbék legjobb illesztésével kapott modelleket és a stabilitasi allandokat
tartalmazza a 4. tablazat mindkét fémion vonatkozasaban. A titralasi gorbe alapjan
a szamolasok pH ~ 4 -10 kozotti tartomanyban vagy csapadékkivalasig torténtek.

I. [ML]" 1. [ML;] 1. [ML;] RT
Re Re CH R
— CH—O /N7
oH O\Jﬂ/ | >BL/ N | J
N—0" ‘ AN NTO |\o ~u
R Ry 0 ~
N \ O\ _N—o0 |\O
cH NG Ry \
R/ Ry \ \
¢ CHT N\
R/ Ry
C
5. abra: A monohidroxamatokkal képz6dé (1) mono-, (11) bisz-, és (111)
triszkomplexekbeli kdtésmodok

Aha MeAha Bha
log B
[MnL]* 3,83(2) 3,36(1) 3,52(1)
[MnL2] 7,05(2) 5,89(3) 5,90(5)
[MnH-1L2] | -3,46(6) - -
[MnH-1L] | -6,38(3) -6,89(3) -7,7(7)
[CoL]" 4,81(1) 4,55(1) 4,64(1)
[CoL2] 8,63(1) 8,33(2) 8,33(1)
[CoL3] 10,3(1) 10,90(5)  10,62(5)

(Zarojelben a standard deviaciok értékei vannak feliintetve.)

Komplex
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A fenti tablazatba foglalt eredmények alapjan megallapithat6, hogy mindkét
fémionnal alkotott rendszerekben képzddik az egy-, illetve a két hidroxamatot
tartalmazo komplex. A Mn(ll)-egyszerii monohidroxamsav rendszerekben
azonban, ahogy az a titralasi gorbék alapjan feltételezhetd volt, a harom
hidroxamatot tartalmazé komplexek képzddési tartomanya nagymértékben
atfedésben van a hidrolizis tartoméanyéval, ebbdl kifolyolag nem képzddnek a
harom koordinalt hidroxamatcsoportot tartalmazd komplexek. Lathato, hogy az
[MnL]" és az [MnL,] komplexek mellett [MnH_;L] és/vagy [MnH._;L,] (valojaban
[MnL(OH)] és/vagy [MnL,(OH)]) vegyes hidroxokomplexek képzddnek,
melyekben egy-, illetve ketté hidroxamat koordinalodott. A Co(ll)-iont tartalmazéd
rendszerekben, az egy hidroxamatot tartalmazé vegyes hidroxokomplexek
elsésorban fém-ligandum 1:1 aranynal, a csapadékkivalast megel6zéen képzédnek,
melyek mellett kellden nagy ligandumfelesleg biztositasaval képzodik a [CoLs]
Osszetételli komplex. Bar a kobalt(ll) els6 hidrolizis allanddja kozel egy log
egységgel kisebb, mint a mangan(Il)ioné (log Kunony: = -10,59, log Kcoomy+ = -
9,65 [116]), de a Co(ll)-monohidroxamsav rendszerekben a komplexképz6dés
joval kisebb pH-n indul, mint a Mn(ll)-iont tartalmazokban, és a hidrolizis, mint a
komplexképzdodéssel konkuralo folyamat kelld ligandumfelesleggel
visszaszorithatd (3. b) abra). Ebbdl kifolyolag a harmadik hidroxamat
koordinacidja is megtorténik a hidrolizist megel6z6en, bar a [CoL;] -ra vonatkozo
allandok lényegesen nagyobb hibaval szamolhatok.

A Co(Il)-monohidroxamsav rendszerekben a [CoL;] 0Osszetételiit komplex
képz6dését UV-lathatd spektrofotometrias, valamint ESI-MS mérésekkel is
alatamasztottuk. A rogzitett spektrumokbol megallapithato (4. abra), hogy
spektralis valtozas kovetkezik be a komplexképzédés eldrehaladtaval. A 6. a)
abran feltintetett Co(II)-Aha 1:5 aranya koncentracid-eloszlas goérbéivel a
regisztralt spektrumokat (4. abra) Gsszevetve lathato, hogy 8-as pH folott, ahol a
harmadik hidroxamat koordinalodasa bekévetkezik, A ~ 550 nm megjelenik egy
nagyobb molaris abszorbanciaji sav, amely a 4Agg (F) « 4Tlg (F) atmenethez
rendelheté [104]. A mért spektrumokbol egyedi spektrumokat szamoltunk (6.b)
abra), mely egyértelmiien alatamasztja, hogy az elobb emlitett cstics a [CoLs]
komplexhez rendelhetd.
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6. abra: a) A Co(ll)-Aha rendszerben képz6d6 komplexek koncentracio-eloszlas

gorbéi fém-ligandum 1:5 arany mellett (Capa = 0,025 mol/dm?) b) A Co(Il)-Aha

rendszerben képz6d6 komplexekre, 1:3 €s 1:5 aranynal regisztralt spektrumokat
egylitt kezelve szamolt egyedi spektrumok

A triszkomplex képzddésének tényleges bizonyitasa érdekében egy kivalasztott
ligandummal (Bha) ESI-MS méréseket is végeztiink. Az eredmények egyértelmiien
aladtdmasztottdk a harom koordinalt hidroxamatot tartalmazo komplex képzdodését
(Co(11)-Bha rendszerben: CoL,K" m/z = 370,0 és CoL:;K," m/z = 545,0; mérési
paraméterek: pH = 9,44; fém-ligandum arany 1:5). Megallapithato, hogy a
triszkomplex képzédése megfeleld koriilmények kozott (nagy pH és
ligandumfelesleg) egyértelmiien bizonyitott a Co(II)-egyszerli monohidroxamsav
rendszerekben.

Ha a képzodo komplexek stabilitasara gyakorolt szubsztituenshatast
szeretnénk vizsgalni, akkor megtehetjiik a hidroxamsavcsoport bazicitasanak és a
képz6dott komplexek stabilitasi allandoinak ismeretében (1. és 4. tablazat). Ezen
szamitasokat a megfeleld folyamatokra elvégezve a kapott eredményeket mindkét
fémion ¢és mindhdrom egyszeri monohidroxdmsav vonatkozasaban az 5.
tablazatban tintettiik fel.

Aha MeAha Bha
Folyamat
log K
Mn(Il) + HL <> MnL + H+ | -542 528  -517
Mn(ID) +2 Hﬁf MnL2+2 1 9145 1133 -11.48
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Co(IT) + HL «» CoL + H+ 445  -408  -4.06
Co(I)+2HL <> CoL2+2 H+| -9.87  -894  -9.07
Co(Il) + 3 HL <> CoL3 +3 H+ | -17.35  -14.99  -15.64

A szamszeriileg nagyobb érték jelenti a komplexképzodés kedvezményezettebb
voltat. Ha az Ry = -H (Aha) és az Ry = -CH;3; (MeAha) szubsztituensek hatasat
nézziik, akkor megallapithatjuk, hogy a stabilitisbeli kiilonbség mar a
mangan(Il)komplexeknél is megjelenik, bar nem jelentdés mértékii. Azt lehet

mondani, hogy a szarmaztatott allandok kozotti szamszerti kiilonbségek a
hibahataron vannak. Mig ha kobalt(Il) a fémion, akkor ezen rendszerekben, ahol a
képz6d6 komplexek is nagyobb stabilitastuak, a stabilitisban megmutatkozo eltérés
is jelent6sebb a Mn(ll)-iont tartalmazé rendszerekhez képest valamennyi komplex
esetében. Mindezek alapjan megallapithatd, hogy a metilcsoport (elektronkiildd
csoport) jelentdsebb hatdssal van a hidroxdmsavcsoport nitrogénjéhez tartozo
nemkatd elektronparjanak C - N kotés kozotti delokalizacidjara, ami ugyanakkor a
karbonil oxigénen novekvo elektronstiriiséget eredményez, melynek kovetkeztében
az N-metil (MeAha) szarmazék képezi a stabilabb komplexet (az Aha-val
szemben). Ezen kovetkeztetések megegyeznek a korabban Crumbliss és
kutatocsoportja, valamint a kutatécsoportunk altal tett megallapitasokkal [3, 117-
118]. Ha az Ry szubsztituens fenilcsoport, akkor a primer (Ry = -H) szarmazékhoz
képest nagyobb, mig a szekunderhez (Ry = -CHj3) viszonyitva hasonlé stabilitasu
komplexek képzédnek mindkét fémionnal. Osszességében megéllapithatjuk, hogy
a H-t elektronkiildé csoportra cserélve stabilitaisndveld hatassal van a képzddo
komplexekre.

A Mn(ll)- és a Co(ll)komplexek stabilitasi allanddinak Osszevetésével
megallapithatdo, hogy kozepes stabilitasi komplexek képzddnek mindkét
fémionnal. Amennyiben az altalunk meghatarozott stabilitasi allandok kozill az
acetohidroxdmsav [ML]" dsszetételii komplexéhez tartozé 4llanddkat beillesztjiik a
3d>-d™ fémionokkal ugyanazon ligandummal alkotott megfelelé komplexéhez
tartozo stabilitasi allandoinak soraba [3, 45], akkor egyértelmiien megallapithato,
hogy azok beleillenek a nagyspinszamu, oktaéderes geometriaval rendelkezo
komplexekre vonatkozé Irving-Williams sorba, amely szerint a kiilonb6zé 3d°-d™
fémionokkal alkotott komplexek stabilitasa a kovetkez6 sorrendet koveti: Mn(ll) <
Fe(l1) < Co(Il) < Ni(Il) < Cu(ll) > Zn(ll) (7. abra) [72].
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8,0

7. abra: A 3d°-d'° fémionok
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Ezideig azon monohidroxamsavakkal kapott eredményeket ismertettiik,

melyek csak hidroxdmsavcsoportot tartalmaztak kelatképzoként, és az Rc
szubsztituens valamennyi esetben metil- vagy fenilcsoport volt. A kdvetkezékben
olyan hidroxamsav szarmazékok (aminohidroxamsavak) Mn(ll)-vel és Co(II)-vel
végzett kisérleteinek eredményeit részletezziik, melyek az Rc szubsztituensben
tovabbi donorcsoportot vagy kelatképzot tartalmaznak. Ezen ligandumcsalad
alternativ kotéhelyként N-tartalmt funkcids csoportokat tartalmaz. Ismert tény és
jelen munka soran is tapasztaltuk, hogy a N-donoratomot tartalmazo
Co(Il)komplexek rendkiviil érzékenyek az oxigénre. EbboOl kifolyodlag ezen
rendszerek pH-potenciometrids vizsgalatat a 3.3.1. fejezetben részletezett specialis
technika alkalmazasaval kellett végezniink, hogy az oxigénnyomokat is
eltavolitsuk. Az UV-lathato spketrofotometrias méréseknél azonban nem tudtuk az
oxigénnyomok tokéletes kizarasat biztositani.
A molekuldn belilli tovabbi donorcsoport jelenléte noveli a koordinacios
lehetdségek szamat. A 8. 4dbram a megvalosuld kotésmodok kozil a
legvaloésziniibbeket tiintettik fel, azon aminohidroxamsavakra vonatkozoan,
amelyek az Rc szubsztituensiikben egy tovabbi aminocsoportot tartalmaznak.
Lathato, hogy a hidroxamatszerii (O,0) koordinacié mellett (8. abra a)), az amino-
és hidroxamsavcsoport nitrogénje (Namino,Nhidroxamst) 18 koordinalddhat (8. abra b)),
valamint vegyes koordinaci6 is létrejohet egy- (NaminosOnidroxamst) (8. abra c)),
illetve tobbmagvt ((O,0)(Namino,Nhidroxamat)) KOMplexekben (8. dbra d)).

a) b) c) d)
O (CH )x (CHZ)X
/«:Hz)x\c/,-?\ o BB o e e \
.~ * : ! M

| M

N |
v e
M

M




Hidroxamsav alapu szideroférok és modelljeik mangan- és kobaltkomplexei

8. abra: Néhany példa az R¢ szubsztituenshen egy aminocsoportot tartalmazo
aminohidroxamsavak legvaldsziniibb koordinacioés modjaira
(a-Alaha: x = 0; B-Alaha: x = 1; GABA-ha x = 2)

Az elébb emlitett ligandumcsaladbol kutatdcsoportunkban korabban mar vizsgaltak
az a-Alaha és a B-Alaha kolcsonhatasat mindkét fémionnal [40, 45]. Az elébbi
esetben az aminocsoport a hidroxamsavcsoporthoz képest a-, mig utdébbiban -
helyzetben van. A jelen munka soran szintetizalt GABA-ha ligandumban az
aminocsoport még tavolabb, y-helyzetben helyezkedik el a hidroxamatcsoporttol. A
nitrogéneken keresztiili koordinaci6 (8. abra b)) az a-Alaha tekintetében Gttaguy,
mig a B-Alaha-nal hattagi kelat képzédését eredményezi. A kutatocsoportbeli
megel6z6 eredmények alapjan a Mn(ll)-o-Alaha rendszerben a hidroxamat
oxigéneken keresztiili koordinacié a valdsziniibb, mig a Co(ll)-rendszerben
nagyobb pH-n a nitrogének koordinacidjat bizonyitottak. A P-Alaha esetében a
mangannal hidroxamatszerli koordinaciot feltételeznek, mig a kobaltnal
valdszintsitik, hogy bar az a-Alaha-hoz képest kisebb mértékben, de a nitrogén is
szerepet jatszik a kolcsonhatasban [45].

A GABA-ha-nal az o6ttaga (0,0)-kelat mellett, a héttagi (N,N)- és (N,O)-kelat
képzddésére nyilik lehetség. A tobbmagvi komplexekben megvalosuld vegyes
koordinacios mod tekintetében, a pH-metrias mérésekbdl szamolt oldategyenstilyi
modell alapjan (6. tablazat) megallapithatd, hogy nem kedvezményezett a
kétmagvu komplexek képzddése. A 6. tablazatbeli modellbdl az is latszik, hogy a
mangannal az egy és a két koordinalt hidroxamatot tartalmazod komplexekre
lehetett stabilitasi allandot szamolni, mig a kobalt esetében a triszkomplex
([Co(GABA-ha);]) is képzodik.

GABA-ha
Mn(11) | Co(ll)

Komplex
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[MHL]* | 13,56(3) 14,40(3)
[ML]* 3,6(2) -
[MH2L2]*" | 26,38(9) 27,76(5)
[MHL2]* | 17,0(1) 18,58(4)
[ML2] 7,0(1) -
[ML3] - 11,43(8)

(Zardjelben a standard deviaciok értékeit tiintettiik fel.)

A 6. tablazat adatait elemezve az mondhaté, hogy a protonalt komplexek
legval6szinlibben az aminocsoportot tartalmazzak protonalva. Ha az egyszeri
monohidroxamsavak Mn(ll)-vel képezett egy és két koordinalt hidroxamatot
tartalmazé [ML]" és [ML;] komplexeinek 4llanddit (4. tablazat) Osszevetjiik a
GABA-ha megfeleld allandojaval, akkor lathatjuk, hogy az értékek kozel
hasonloak. Ha ezt az Osszevetést a Co(Il)triszkomplexeivel is elvégezziik, akkor
hasonld megallapitasra jutunk. Tehat megallapithatjuk, hogy ha az aminocsoport y-
helyzetben van a hidroxamsavcsoporthoz képest, akkor az altalunk vizsgalt két
fémionnal az minden bizonnyal mérhetd mértékben nem vesz részt a
komplexképzddésben, a koordinacio hidroxamatszerli. Ebbdl kdvetkezden a széles
pH-tartomanyban protonalt formaban 1év6, nem koordinalt aminocsoportnak akar
tovabbi kolcsonhatas kialakitasara is lehetdsége nyilhat pl. egy vegyes ligandumu
komplexben, hidrogénkotés kialakitasara képes ligandummal novelheti a
kolesonhatas erdsségét, amely esetleg a szelektivitasban jatszhat fontos szerepet.

A Co(ll)-GABA-ha rendszerben a harom koordinalt hidroxamatot tartalmazo
komplex jelenlétét spektrofotometrias mérésekkel is alatamasztottuk. A kiilonb6z6
pH-értékeken, anaerob koriilmények kozott regisztralt spektrumokban (9. abra)
nagyobb pH-n, az egyszerli monohidroxamsav rendszereknél bizonyitottan a

triszkomplexhez rendelt, A ~ 550 nm megjelenik a nagyobb molaris
abszorbanciaval jellemezhet0 sav.
008 | 9. abra: A Co(ll)-GABA-ha
007 - PH~9,5 pH ~ 10,1 rendszer kiilonbozd pH-értékeken,

0,06 -
0,05 -
0,04 -
0,03 |
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0
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(CGABA-ha: 0,025 mOI/dm3, fém-
ligandum 1:5 arany; | = 0,20
mol/dm?® KClI)

Ha az oldallancban tovabbi kelatképzd csoport is jelen van a
hidroxdmsavcsoport mellett, akkor a ligandum lehetséges koordinaciés modjainak
szdma még tovabb ndhet. Az Asp-f-ha és a Glu-y-ha ligandumoknal, ahogy az a
1.1. részben Osszefoglalt szerkezeti képletek alapjan lathatd, egy a-aminosavszerii
kelat kialakitasara képes molekularész van a hidroxamdtcsoporttdl eltérd
tavolsagban (B-, 1ill. y-helyzetben), mig a Hiszha esetében az oldallanc
hisztaminszer(i kelatképzot tartalmaz. A 10. abran ezen koordinacios modokra
foglaltunk 0Ossze néhany példat. Az Asp-Bf-ha és a Glu-y-ha esetében a
hidroxamatszerii 6ttaghi kelat mellett (10. abra a)), aminosavszert (Namino, Okarbonil)
szintén Ottagu kelat (10.abra c)) kialakitasara van lehetéség. Tovabba, ha az
aminszer(i koordinaciot (10. abra b)) vessziik figyelembe, akkor az az Asp-B-ha-
nal hattaga, mig a Glu-y-ha-nal héttagu kelat kialakulasat eredményezi. A Hiszha
tekintetében az aminszeri €s a hidroxamatszer( 6ttagu kelat mellett hisztaminszerti
(10. abra d)) koordinacioval hattagu kelat képzése is elképzelhetd. Tovabba
tridentatszeri kotésmod is megvaldsulhat és tobbmagva komplexek is
képz6dhetnek mindharom ligandummal. Irodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy a 10.
abran bemutatott kelattipusok akar hasonld stabilitastak is lehetnek az altalunk
tanulmanyozott fémionok tekintetében, ebbdl kifolydlag elvben valamennyi

koordinacios modra lehetéség nyilik [119-124].
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10. abra: Az Asp-B-ha, a Glu-y-ha és a Hiszha aminohidroxamsavakkal lehetséges
néhany koordinacios mod

Bar a pH-metrids mérések nem szolgéltatnak direkt informéciot a komplexekben

megvaldsuld kotésmodokra, azonban az allandok elemzésével feltételezéseket

tehetiink. A 7. tablazatban a vizsgalt aminohidroxdmsav rendszerek titralasi

gorbéinek legjobb illesztésébdl szamolt oldategyensulyi modelleket és a stabilitasi

allandokat foglaltuk 6ssze mindkét fémionra vonatkozoan.

Mn(I1) Co(ll)
Komplex AShp;B- Glrl::_ Hisha Asp-p-ha Glu-y-ha Hisha
logp
[MH2L]3+ - - 19,16(4) - - ]
[MHL]2+ | 12,41(4) 13,34(1) 12,89(6) | 13,37(6) 13,85(4) 13,49(3)
[ML]+ 431(2) 4,47(2) - 6,65(2) 6,32(2)  7,08(3)
M Hi"z]z 24,72(8) - 24,4(2) - 27,33(5) 26,20(7)
[MHL2]+ | 16,1(1) 16,9(3) 17,08(6) | 18,3(2)  19,40(4) 19,49(6)
[ML2] 743(4) 7,31(4)  9,004) | 10,01(6) 9,62(7) 10,70(8)

(Zargjelben a standard deviaciok értékeit tiintettiik fel. Ugyanazon Osszetételil
komplexhez rendelhetd tobbféle toltés miatt azok feltiintetésétdl eltekintiink.)

Az egyensulyi modellbdl latszik, hogy mindkét fémionnal mono- és biszkomplexek
képzddnek, illetve azok kiillonb6z6 protonaltsagli formai. Az allandok elemzésével
az mondhat6, hogy az Asp-B-ha és a Glu-y-ha rendszerekben képz6d6 [ML] és
[ML,]* komplexek stabilitasi allandoi minimum fél log egységgel nagyobbak az
egyszerli monohidroxamsavak megfelelé komplexeihez képest (4. tablazat). Ez a
stabilitasbeli novekedés arra utal, hogy nem tisztan hidroxamatszerii koordinacio
valosul meg a komplexekben. Feltételezziik, hogy a monokomplexekben ugyan a
fém-ligandum arany 1:1, azonban a tényleges Osszetétel lehet pl. [Mn,L,]. A dimer
jelenlétét a Co(II)-Asp-B-ha rendszerben az ESI-MS mérések ala is tdmasztottak
((Co(HL),),H" m/z = 707,04; L = Asp-B-ha). A dimerben 1évé kotésmodok egyik
megvalosulasi forméaja lehet, hogy ugyanahhoz a fémionhoz egy hidroxamatszerii-
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és egy o-aminosavszerl kelatképz6 csoport is koordinalodik. A biszkomplexekben
a nagyobb stabilitas eredhet pl. a tridentatszeri koordinaciobol, ami ugy is
létrejohet, hogy ugyanahhoz a fémionhoz a hidroxamatcsoport két oxigénje mellett
az aminocsoport nitrogénje is koordinalodik. A Hiszha rendszerekben még
nagyobb a stabilitasbeli kiilonbség az egyszeri monohidroxamsavakhoz képest. A
[CoL]" komplexben utalhat pl. a dimer nagyobb preferencigjara, melyben
hidroxamatszerii és hisztaminszerii kelat feltételezhet6, mig a biszkomplexekben
pedig arra, hogy a hidroxamat mellett egyidejileg az imidazol is koordinalodik a
fémionhoz, tehat tridentatszerii k6tésmod alakul ki a komplexben.
A Mn(I1)- és Co(Il)-monohidroxamsav rendszerek eredményeit sszegezve

a kovetkezo megallapitasokat tehetjiik:

e az egyszeri monohidroxamsav rendszerekben kozepes stabilitast

komplexek képzddnek, az Irving-Williams trendnek megfeleléen a

Co(Ikomplexek nagyobb stabilitastiak a Mn(IT)komplexeknél

ea Co(ll) - egyszeri monohidroxamsav rendszerekben képzodik a

triszkomplex, szemben a Mn(lI1)-t tartalmaz6 rendszerekkel, ahol a hidrolizis

ezt minden vizsgalt aranynal megakadalyozta

e v - helyzetben 1évé aminocsoport (GABA-ha) nem befolyasolja a

hidroxamatcsoport koordinacidjat egyik altalunk vizsgalt fémionnal sem

e tovabbi kelatképzot tartalmazd monohidroxamsav (Asp-pB-ha, Glu-y-ha,

Hiszha) Mn(ll)- és Co(Il)-rendszereiben a koordinacié nem  tisztan

hidroxamatszeri

4.3. A Mn(1l) és a Co(Il) kélcsonhatdsa tobb hidroxamsavcsoportot
tartalmazo ligandumokkal

A vizsgalt ligandumok ezen csoportjdba négy trihidroxamsav alapu
természetes sziderofort és hét sziderofér modell dihidroxamsavat sorolunk.
A négy sziderofort szerkezeti hasonlosaguk alapjan két csoportba osztottuk. Az
1.1. fejezetben feltiintetett szerkezeti képletek alapjan megallapithato, hogy a
deszferrioxamin B (DFB) és a deszferrikrocin (DFR) harom hidroxamsavcsoportjat
peptid alapt lanc koti 6ssze, azonban a DFB egy nyiltlancu, flexibilisebb molekula,
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mig a DFR hidroxdmsavcsoportjai egy gytirithdz kapcsoldodnak, ami merevebb
szerkezetet eredményez. Tovabba meg kell emliteni a DFB eltéré protonaltsagat is,
amely a 4.1. fejezetben mar kifejtésre keriilt. Az N’,N”,N’”-triacetilfuzarinin C-t
(TAF) és a deszferrikoprogént (DFC) tekintve egy gylrls és egy nyiltlanch
molekularol beszéliink. Mindkettonél a hidroxamsavcesoportok mellett B-helyzetben
van egy kettds kotés, valamint az 6sszekotd lanc a DFC-nél egy, mig a TAF-nal
harom észtercsoportot is tartalmaz.

A dihidroxamsavak vonatkozasaban hét DFB modell dihidroxamsav szerepelt a
vizsgalt ligandumaink kozott (1.1, fejezetben talalhatok a szerkezeti képletek).
Kozilik a 2,5-DIHA-t tekinthetjiik alapnak, hiszen ebben a ligandumban a
hidroxamsavcsoportokat 6sszekoté szénlanc hossza, illetve szerkezete megegyezik
a DFB-vel. A 2,5-H,H-DIHA abban kiilonbozik a 2,5-DIHA-t61, hogy az elobbiben
az Ry szubsztituens hidrogén, az utdbbiban pedig metilcsoport. A 2,4-DIHA, 2,3-
DIHA és 2,2-DIHA esetében az Ry szubsztituens mindig metilcsoport, azonban a
szénlanc hossza rovidiilt egy, kettd, valamint harom szénatommal. A 3,3-DIHA és
3,4-DIHA-t  tekintve a  hidroxamsavcsoport  nitrogénjéhez ~ mindkét
dihidroxamsavnal metilcsoport kapcsolddik, azonban a peptidcsoport helyzete

valtozik a lancban.

4.3.1. A Mn(Il) és a Co(Il) kolcsonhatasa dihidroxamsavakkal

Az elézéekben felsorolt hét dihidroxamsav kolcsonhatasat tanulmanyoztuk
Mn(11)- és Co(IT)-fémionokkal. A pH-potenciometrias mérések legjobb illesztését
ado oldategyensulyi modelleket és a képzddd komplexek stabilitasi allandoit a 8.
tablazatba foglaltuk. A kapott eredmény alapjan megallapitottuk, hogy mindkét
fémion tekintetében a dihidroxdmsav rendszerekben az [ML] Osszetételi
komplexek egymashoz viszonyitott stabilitisa megfelel az irodalmi bevezetdben
(2.2. fejezet) leirtaknak. A Co(ll)-dihidroxamsav rendszerek azonban némi
meglepd eredményt szolgaltattak.
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2,5-

2,2- 2,3- 2.,4- 2,5- 3,3- 3,4-
Komplex | DIHA DIHA DIHA DIHA ' DIHA DIHA
DIHA
log B

[MnHL]" | 12,84(7) 12,66(7) 12,92(6) 12,8(1) 13,43(7) 12,70(5) 12,72(1)
[MnL] | 5622 557(2) 575(2) 6,25(1) 6,77(1) 4,80(2) 4,93(1)
[Mn2L3]* | 16,3(8) 17,54(7) 17,87(8) 18,0(2) 20,43(8) 156(1) 14,4(2)
[COHL]" |14,19(7) 14,18(5) 14,07(7) 13,61(9) 14,01(1) 13,89(4) 13,87(3)
[CoL] | 7,31(4) 7,193) 7,16(4) 8,09(1) 833(1) 620(3) 6,31(3)
[Co2L3]* - - - - 23,46(8) - -

(Zardjelben a standard deviaciok értékeit tiintettiik fel.)

A képz6do komplexekben a spektralis sajatsagok alapjan mindkét fémion
esetében a dihidroxamsavakkal is oktaéderes koordinaciés mod megvalosulasat
igazoltuk [103]. Ebbdl kifolyolag a koordinacios helyek telitése harom hidroxamat
koordinaciojaval lehetséges, amely a dihidroxamsavakkal csak tobbmagvu,
[M,Ls]* 6sszetételti komplexben johet létre, oly modon, hogy két [ML] egységet
egy harmadik ligandum hidként kot 6ssze, melynek megvalosulasi modjat a 11.
abran tiintettiik fel.

11. abra: A dihidroxamsavak [M,L5]*
Osszetételll komplexében feltételezett

kotésmod sémaja

Az elézbéekben leirtak alapjan a Mn(II)- és a Co(ll)-dihidroxamsav rendszerekben
1:1 aranyG komplexek képzOdhetnek, melyekben egy- ([MHL]Y), illetve két
(IML]) hidroxamat lehet koordinalva, valamint ligandumfelesleg mellett, a 11.
abran bemutatott kdtésmoddal harom koordinalt hidroxamatot tartalmazo komplex
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is képzddhet. A titralasi gorbék alapjan szamolt egyensulyi modell (8. tablazat) a
Mn(Il)-rendszerekben varakozasunknak megfeleléen valoban az [MnHL]", az
[MnL] és az [Mn,Ls]* Ssszetételti komplexek képzdését mutatta, mig meglepd
moédon a Co(ll)-dihidroxamsav rendszerekben a 2,5-H,H-DIHA kivételével a
[Co,Ls]* komplexre nem lehetett stabilitdsi allandot meghatirozni. Ezen
megallapitast, hogy a Co(ll)-ionhoz a harmadik hidroxamat koordinalddasa nem
kedvezményezett az ESI-MS adatok is meger0sitették, mivel az eredmények
csupan az 1:1 aranya komplexek képz6dését (a Co(ll)-2,2-DIHA esetében a 2:2
aranya dimer jelenlétét is) igazoltak (pl. Co(II)-2,2-DIHA rendszerben: CoLK™ m/z
= 343,0 és Co,L,K™ m/z = 647,0). Ugyanezen kovetkeztetésre juthatunk az UV-
lathat6 spektrofotometrias eredmények alapjan is. Reprezentativ példaként a Co(Il)
- 2,4-DIHA anaerob koriilmények mellett, kiillonb6z6é pH-értékeken, fém-ligandum

1:1 és 1:1,5 arany mellett regisztralt spektrumait mutatjuk be (12. abra a) és b)).

Abszorbancia

0

0,06 ;

0,05 1

0,04

0,03

0,02 q

0,01 +

a)

Abszorbancia

0,06

0,05 1

0,04

0,03 1

0,02 -

0,01 4

b)

400 450

500 550
Hullimhossz (nm)

600

650

0

500 550 600
Hullimhossz (nm)

400 450

650

12. abra: Co(l1)-2,4-DIHA rendszer kiilonboz6 pH-értékeken, anaerob
koriilmények kozott regisztralt 1athato spektrumai @) fém-ligandum arany 1:1
(C2,4.011a = 0,0055 mol/dm?®) és b) fém-ligandum arany 1:1,5
(C24-011a = 0,0075 mol/dm®)

(1= 0,20 mol/dm® KClI)

Lathato, hogy az 1:1 és a ligandumfelesleg (1:1,5 arany) mellett regisztralt
spektrumok egyezést mutatnak. A Co(ll)-monohidroxamsav (4. abra) és a
késébbiekben targyalt Co(II)-trihidroxdmsav rendszerekre regisztralt spektrumok
ugyanakkor mutatjak, hogy egyértelmiien 1ényeges kiilonbség van a két-, illetve a
harom koordinalt hidroxamatot tartalmazé komplexek egyedi spektrumaiban (6.
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abra b)). A Co(ll)-dihidroxamsav rendszereknél regisztralt spektrumok tehat azt
bizonyitottak, hogy maximalisan két kelat koordinalodik a képz6dé komplexekben.
Az irodalomban is leirtak hasonlé eredményt. Az acetilszalicilhidroxamsav
Co(Ilkomplexeinek vizsgalata soran sem képz6dott a harom kelatot tartalmazo
komplex. A szerzok a két kelatot tartalmazé komplexeknél oktaéderes geometriat
igazoltak, azonban a magneses momentumok a tetraéderes koordiacionak feleltek
meg. Erre a szokatlan viselkedésre probaltak feltételezéseket tenni (bizonyos
mértékli polimerizacié vagy a komplexek szolvatacidja), de egyértelmii valaszt
nem tudtak adni, valojaban a kérdést nyitva hagytak [125].

A meglepd eredmény egyik lehetséges magyarazataul szolgalhat a sztérikus
gatlas az atalunk vizsgalt dihidroxamsavak esetében. Ugy tiinik, hogy a hirom
koordinalt hidroxamatot tartalmazé komplex képzodése gatolt az N-Me-
szarmazékoknal, szemben a primer szarmazékkal (2,5-H,H-DIHA), ahol a
[Co,L]* Bsszetételit komplex képzédése pH 7 folott indul és pH 9-nél a fémion
~ 60 %-a van ezen komplexben (fém ligandum 1:1,5 aranya mellett), ahogy az a
feltiintetett koncentracio-eloszlas gorbén is lathato (13. abra).

10 - 13. abra: A Co(ll)-2,5-
., con H,H-DIHA  rendszerben
képz6do komplexek

o
)
—
(@]
o
N
—
=
N

koncentracio-eloszlas
gorbéi fém-ligandum 1:1,5

I
ES

Méltort (Co(Il))

arany mellett
(Ciigangum = 0,0075 mol/dm?®)

o
N

o
o

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

»
=}

A Mn(ll)- ¢és a Co(ll)- dihidroxamsavak rendszerekben képz6do
komplexekrol 0sszességében megallapithatjuk:

e mindkét fémion tekintetében a dihidroxamsav rendszerekben képz6dd

[ML] o&sszetételti komplexek egymashoz viszonyitott stabilitdsa megfelel a

kutatocsoportban korabban mas fémionokkal tapasztaltakkal

e a Co(Il) - szekunder dihidroxamsav rendszerekben a harmadik hidroxamat

koordinalodéasa nem kedvezményezett
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4.3.2. A Mn(II) és a Co(II) kolcsonhatasa trihidroxamsav alapu természetes
szideroforokkal

A 14. abran példaképpen a Mn(I1)-DFB (a)), a Mn(11)-DFR (b)), tovabba a
Co(11)-DFB (c)) és a Co(ll)-DFR (d)) rendszerében 1:1 arany mellett regisztralt
titralasi gorbéket tiintettiik fel. A gorbékbdl lathatod és altalanosan elmondhato a
Mn(l1)-sziderofor rendszerekrél, hogy a komplexképz6dés pH 5 - 10 kozotti
tartomanyban jatszodik le, jol definialt pH-effektussal. A két gorbe Osszevetésekor
szembe tlinhet, hogy bar egyik esetben sem mutat jelentds tagoltsagot a titralasi
gorbe, azonban a DFR-nél a szinte vizszintes lefutas arra utal, hogy jelentésebb
kooperativitas érvényesiil a komplexképzddés soran, mint a DFB-nél. Ez arra
enged kovetkeztetni, hogy a rendszerben a harom hidroxamat koordinacioja
rendkiviill kedvezményezett, mig az egy vagy a két koordinalt hidroxamatot
tartalmazo komplexek csak alarendelt aranyban lehetnek jelen, melyet a feltiintetett
koncentracio-eloszlas gorbék is egyértelmiien alatimasztanak (15. abra a)) (pH 7,5
koriil < 15 %-ban van jelen a [MnHDFR], mig pH 8 koriil a [MnDFR] komplex
mar szinte kizarolagos). A feltiintetett reprezentativ titralasi gorbékhez képest a
DFC-vel a komplexképzddés kisebb pH-n, ~ 5,5, indul és a gorbe lefutasa kisebb
mértékii kooperativitasra utal. Ez fejez6dik ki a koncentracio-eloszlas gorbékben
is. Lathatd, hogy a rendszerben képzO6dé részecskék koziil egyik jelenléte sem
elhanyagolhaté (15. abra c)). A TAF-nak, ahogy az a 4.1. fejezetben kifejtésre
keriilt van egy szamottevéen savasabb hidroxamsavcsoportja (pK = 4,15(6)), ami
azt eredményezi, hogy a komplexképz6dés mar 3-as pH koriil indul. Ennek
megfeleléen a koncentracié-eloszlasokban a [MnH,TAF]" dsszetételii komplex pH
5 kortl mar ~ 15 - 20 %-ban van jelen, mig a tobbi szideroférnal ebben a
tartomanyban még csak elkezd6dik a komplexképzodés. Tovabba pH 9,6 koriil a
titralasi gorbében megfigyelhetd egy torés a csapadékkivalas miatt.

Bar nem tiintettiik fel az Osszes titralasi gorbét, az altalunk vizsgalt valamennyi
Mn(ll)-sziderofér rendszerre megallapithatd, hogy a hidroxamsavcsoportok
mindharom protonja fémindukalt leszoritasi, amely a harom koordinalt

hidroxamatot tartalmazé komplex képzodésére utal.
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12 4 a) 12 4 b)
10 1 10 |
8 1 8
pH
PH 6 6
4 4 4
2 T T | 2
-1,0 0,0 1,0 2,0 30 5,0 -1,0 0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0
Lig ekvivalens Liig ekvivalens
12 C) 12 d)
10 4 10 4
8 8
pH pH
6 6
4 4
2 T T T T 1 2
-1,0 0,0 1,0 2,0 3,0 50 -1,0 0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 50

Lug ekvivalens

Lug ekvivalens

14. abra: A szabad ligandum (m) és a Mn(I1)-DFB a), a Mn(ll)-DFR b), a Co(ll)-
DFB c) és a Co(IT)-DFR d) rendszer titralasi gorbéi fém-ligandum 1:1 (e) arany

mellett
Komplex Aha MeAha Bha
log B
[MnL]* 3,83(2) 3,36(1) 3,52(1)
[MnL;] 7,05(2) 5,89(3) 5,90(5)
[MnH4L] | -6,38(3) -6,89(3)  -7,7(7)

(cors = 0,002 mol/dm?®, cper = 0,00072 mol/dm?; | = 0,20 mol/dm® KCI;

t= 25,0 °C)

Ahogy az a feltiintetett reprezentativ titralasi gorbékbdl is lathato (14. abra c) és
d)) a Co(ll)-trihidroxamsav rendszerekben a komplexképzodés a Mn(Il)-vel
alkotott megfelelé rendszerekhez képest kisebb pH-n indul, jellemz6en pH 4 felett,
és a folyamatot a manganhoz képest nagyobb pH-effektus kiséri. A manganhoz
hasonldan a kobalt harom szideroforral alkotott rendszerében (DFB, DFC, TAF),
melyek koziil a Co(II)-DFB 1:1 arany( gorbéjét tiintettiik fel példaként, harom
ekvivalens lugfogyast tapasztaltunk. Azonban, ahogy az a 14. d) abran is lathato a

Co(ll)-DFR esetében a titralas soran két ekvivalens lugfogyas utdn a fémiont
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tartalmazd mintdhoz tartoz6 gorbe visszasimul a szabad ligandum titralasi

gorbéjére, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a harmadik hidroxamat
koordinacidja nem kovetkezik be a komplexképzédés soran. Ahogy az a 4.3.1.
fejezetben kifejtésre kertilt, hasonl6 tapasztalataink voltak a Co(ll)-dihidroxamsav

rendszerek vizsgalatakor.
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15. abra: A Mn(11)-DFR a), a Mn(l1)-DFB b), a Mn(I1)-DFC c) és a Mn(Il)-TAF
d) rendszerben képz6d6 komplexek koncentracio-eloszlas gorbéi fém-ligandum 1:1
arany mellett

(Ciigandum = 0,002 mol/dm®)

Az altalunk tanulmanyozott Mn(Il)- és Co(I)-sziderofor rendszereket
illetéen a pH-potenciometrias mérések alapjan meghatarozott egyensulyi modellt
és az egyes részecskékhez tartozo stabilitasi allandokat a 9. tablazat tartalmazza.
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Komplexek |—27B | DFR | DFC | TAF
log B

[MnH3L]* | 32,6(1) - - -

[MnH2L]" | 2551(2) | - 22,56(8) | 21,1(4)
[MnHL] |17,39(3) | 14,2(2) | 16,09(2) | 15,2(2)
[MnL] | 681(3) | 7.57(2) | 828(3) | 59(2)
[COH3L]?" | 32,5(3) - - -

[CoH2L]" |27,221) | - 2385(8) | 22,2(1)
[CoHL] |19,73(1) | 16,65(4) | 18,14(3) | 16,9(2)
[CoL] | 9,06(2) | 644(7) | 9,72(5) | 7,7(0)

(Zardjelben a standard deviaciok értékeit tiintettiik fel.)

Az adatok alapjan megéllapithatd, hogy csak 1:1 ardnyt, kiilonb6zd
protonaltsagi komplexek képzédnek. Az [M(HsL)]** sszetételii komplex csak a
DFB-vel képzdédhet.
koordinalodik, kettd még protonalt formaban, koordinalatlanul van jelen, és a
A tobbi
sziderofornal az [M(H,L)]" dsszetétel tartozhat az egy koordindlt hidroxamatot

Feltételezhetéen ezen komplexekben egy hidroxamat

harmadik proton a terminalis aminocsoporton talalhato. harom
tartalmazo komplexekhez, mely részecske a DFR esetében, ahol a titralasi gorbék
(14. abra b) és d)) a 1épcsbzetes folyamatok jelent6s kooperativitasat mutattak
mérhetd aranyban nem képzédik. A DFB esetében az [M(H,L)]" dsszetételii, mig a
tobbi harom sziderofornal az [M(HL)] tipusu komplexekben feltételezziik a két
Valoszintileg az [M(HDFB)]

mindharom hidroxamat koordinalodott, azonban a komplexképzésben részt nem

hidroxamat koordinacidjat. komplexben mar
vevl terminalis aminocsoport még protonalt formaban van jelen, a harom masik
szideroférnal az [ML] 0Osszetétel tartozhat a triszkelatos komplexhez. Az
[M(DFB)]" komplexben a harom koordinalt hidroxamat ¢s
feltételezziik. A
komplexekben feltételezett kotésmodokat reprezentativan a DFB-re vonatkozoan a
16. abran tiintettiik fel.

a terminalis

aminocsoport  deprotondlodt formaban vald jelenlétét




Szabo Orsolya doktori (PhD) értekezés

16. abra: Feltételezett kotésmodok az
a) [M(HsDFB)]*, a b) [M(H.DFB)]" ¢s a
c¢) [M(HDFB)] komplexekben

Ha a 9. tablazatba foglalt stabilitasi allandok értékeit tekintjiik, akkor a két
fémionnal alkotott megfelel6 komplexek egymashoz viszonyitott stabilitdsa az
Irving-Williams trendnek megfeleld [72]. Egyetlen esetben mutatkozik kivétel,
nevezetesen a DFR szideroforral képezett [ML] tipustt komplexnél. Itt a Mn(II)-
ionnal alkotott komplex allanddja a nagyobb. Ez a relative kisebb stabilitasa a
[CoDFR] komplexnek egyértelmiien arra utal, hogy ebben a komplexben két
koordinalt hidroxamatcsoport mellett, egy nem koordinalt, deprotonalt formaban
1év6 hidroxamatcsoport van jelen. (Ez a kovetkeztetés mar a 14. d) abran
bemutatott titralasi gorbe alapjan is levonhat6é volt.) Valoszinlileg a molekula
merev szerkezete (a szerkezeti képlet a 1.1. fejezetben talalhatd), a gytriihoz
kapcsolodd hidroxamsavcsoportokat tartalmazo ,karok™ térbeli elhelyezkedése
sztérikusan nem kedvez a harmadik kelatképz6 csoport koordinaciojanak.

A harmadik hidroxamsavcsoport koordinaciojara a Co(ll)-DFB esetén
egyértelm{i bizonyitékot szolgaltattak a lathatdo hullamhossz tartomanyban, a pH
fliggvényében felvett spektrumok. Részletes spektrofotometrias vizsgalatok azért
csak a DFB-vel torténtek, mert a DFC spektrumaban megjelené igen nagy
intenzitasu ligandumsav atnyulik a lathaté tartomanyba is, ebb6l kifolyolag a
nagysagrendekkel kisebb intenzitdsu (molaris abszorbancigju) d-d sav a
ligandumsavra szuperponalodik, igy az nehezen elemezhet6. A DFR és a TAF

esetében pedig sajnalatos mddon kevés ligandum allt a rendelkezésiinkre.

a) D)

0,12

0,1 1 [CODFB]_

0,08

[CoH D\FE]
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Maoltsrt (Co(Il))

4,5 55 6,5 75 85 95 10,5
pH

17. abra: a) A Co(ll) - DFB rendszer kiilonb6z6 pH - értékeken, inert
koriilmények kozott, fém - ligandum 1:1 arany mellett regisztralt lathatd
spektrumai (Cpes = 0,0055 mol/dm®); b) a Co(ll) - DFB rendszerben képz6d6
komplexek egyedi spektrumai c) a Co(ll) - DFB rendszerben képz6d6 komplexek
koncentracio-eloszlas gorbéi 1:1 arany mellett (Cors = 0,005 mol/dm?)

A Co(Il)-DFB rendszerben a spektrumokat anaerob koriilmények kozott,
kiilonb6z6 pH-értékeken regisztraltuk (17. abra a)). A felvett spektrumok alapjan a
[Co(H,DFB)]", a [Co(HDFB)] és a [Co(DFB)] komplexekre individuélis
spektrumokat szamoltunk (a Co(ll),q spektrumat kiilon mérésben hataroztuk meg)
(17. abra b)). Az egy kelatképz6 csoportot tartalmazd [Co(H;DFB)]* dsszetételii
komplexre egyedi spektrumot nem tudtunk szamolni, mivel ahogy a feltiintetett
koncentracio-eloszlas gorbékbol is lathatdo (17. abra c¢)), ez a komplex a
spektrofotometrias korilmények kozott elhanyagolhatdé mértékben képzodik a
rendszerben. Az egyedi spektrumokbol egyértelmiien lathato, hogy a [Co(HDFB)]
és a [CoDFB]  komplexekben azonos kotésmod valosul meg (az eldbbi
komplexben a terminalis aminocsoport még protonalt formaban van), mely
egyértelmilen eltér a két koordinalt hidroxamatcsoportot tartalmazo
([Co(H,DFB)]") komplexben megvalosulotdl. Az elébb leirtak alapjan azt
mondhatjuk, hogy a spektrofotometrias mérések egyértelmiien bizonyitjak a harom
kelatképz6 csoport koordinaciojat a [Co(HDFB)] és a [CoDFB] komplexekben.
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Ezen eredmények alapjan, a [CODFR] kivételével valamennyi altalunk vizsgalt
trihidroxamsav rendszerben az [ML] tipusu komplexben az elézéekben kifejtett
kotésmodokat feltételezziik.

Amennyiben azt kivanjuk elemezni, hogy az egyes szideroforok egymashoz
képest milyen stabilitasu komplexeket képeznek Mn(Il)-, illetéleg Co(II)-ionnal,
akkor t6bb szempontot is szem el6tt kell tartanunk. Az allandok kozvetleniil nem
hasonlithatok 6ssze, mivel a DFB-nek eltér6 a protonaltsaga a tobbi szideroforhoz
képest, tovabba kiilonosen a TAF-nak, a tobbihez képest nagyon eltérd a bazicitasa
is (3. tablazat). EbbGl kifolyolag a megfelel6 komplexek stabilitasanak
Osszevetése csak 1ngy lehetséges, ha a protonkompeticidos egyensulyokkal
szamolunk allandokat. Mivel a ligandumok protonkomplexeire csak a
makroallandokat ismerjiik, az elemzést legegyértelmiibben azon komplexeknél
tehetjiik meg, amelyek mar mindharom kelatképz6ét deprotonalva tartalmazzak
(IMLY, illetoleg a DFB esetében a [M(HDFB)]).

Tehat az egyenstly és a vonatkozo allando:

M + HsL < ML + 3 H* (11)
ahol:
M: fémion, HsL: teljesen protonalt formaban 1évé ligandum, ML: a ligandumot
teljesen deprotonalt formaban tartalmazo komplex

log K = log g3y, —log S, (12)
ahol:
log K : a ligandumok Osszbazicitasat is figyelembe vevé, a ligandumot teljesen
deprotonalt forméban tartalmazé komplexek szarmaztatott stabilitasi allandoja
log ,,. : az ML stabilitasi allandoja

foglalt pK értékekbdl szamolhato
A DFB esetében: M + H,DFB <> M(HDFB) + 3 H* (13)

ahol:
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M: fémion, H,DFB: teljesen protonalt formaban 1év6 ligandum, MHDFB: a DFB
harom hidroxamatcsoportjat deprotonalt formaban, mig a terminalis
aminocsoportot protonalt formaban tartalmaz6 komplex

A 10. tablazatba mindkét fémion trihidroxamsavakkal alkotott harom koordinalt
hidroxamatot ([ML], [MHDFB] (M = Mn(Il) és Co(Il); L = DFR, DFC és TAF)
tartalmazo komplexeinek szarmaztatott allandoit foglaltuk bele. A szamolt
allandok ugy értelmezhetok, hogy a kisebb negativ értékkel rendelkez6 komplexek
tekinthet6k stabilabbnak.

10. tablazat: A Mn(l1)- és a Co(ll)-sziderofér rendszerekben képz6dé [ML]
Osszetételli komplexek szarmaztatott allandoi (log K)

Ligandum| HDFB  DFR DFC TAF

Komplex log K
[MnL] -20,00  -19,02  -1831  -17,50
[CoL] -17,75  -20,15  -16,87  -15,70

A 10. tablazat allandoinak elemzésével megallapithaté, hogy mind a Mn(ll)-,
mind a Co(ll)-sziderofér rendszerekben a DFC és a TAF ligandumok nagyobb
stabilitast komplexeket képeznek, mint a DFB és a DFR. Valoszinlileg ez a
stabilitasndvekedés a B-helyzetben 1év6 kettés kotés és a hidroxamatcsoport kdzott
kialakuld konjugacioval magyarazhato, melyet a 18. abran szemléltetiink.
Tanszékiinkon szdmos mas atmenetifém-ionnal (pl. Ni(Il), Cu(Il), Zn(II)) hasonlo
stabilitasbeli kiilonbséget tapasztaltak az [ML] komplexek tekintetében, melyet
szintén ezzel a hatassal értelmeztek [34].

R/\)J\N/O' — R/\)\N/O-
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18. abran: A hidroxamatcsoport és a B-helyzetben 1év6 kettds kotés kozott
kialakulé konjugacio

A Mn(ll)-sziderofér rendszerekben bar a DFB-ben és a DFR-ben hasonlo
szerkezeti egységek figyelhet6k meg, azonban a stabilitisban egy nagysagrend
kiilonbség mutatkozik. Valosziniileg a DFR-ben a gy(ir(ihoz karként kapcsolodo
hidroxdmsavcsoportok koordinacidja sztérikusan kedvezébb, mint a DFB
nyiltlanct szerkezetében. A masik két sziderofor tekintetében a TAF képezi a tobb
mint egy log egységgel stabilabb komplexet, melynek magyarazataul szolgalhat,
hogy a komplexképz6dés szempontjabol a TAF makrociklusos szerkezete a nyilt
lanchoz képest (DFC) kedvezdbb.
A Mn(ll)-rendszereknél a stabilitasbeli kiilonbségekre tett megallapitasok a Co(ll)-
DFR kivételével, a Co(ll)-sziderofér rendszerekben is érvényesek. A szarmaztatott
alland6 is alatamasztja tehat azt a kovetkeztetést, hogy a [CoDFR] komplexben
csak két hidroxamat koordinacidja valoszintisitheto.

A Mn(ll)- és a Co(ll)- sziderofér rendszerekben a kovetkezd
megallapitasokat tehetjiik 6sszegzésképpen:

e csak 1:1 aranyu kiilonb6z6 protonaltsagi komplexek képzédnek

e mindkét fémionnal a DFC és a TAF stabilabb komplexeket képez, mint a

DFB vagy a DFR

e a Co(ll) - DFR rendszerben a harmadik hidroxamat koordinalédasa nem

kedvezményezett

4.3.3. A Mn(l1)komplexek relaxivitasa
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Az irodalmi bevezetOben részletezett okok miatt egyre nagyobb figyelem
iranyul a Mn(Il)komplexekre, mint lehetséges MRI (magneses képalkotas)
kontrasztanyagok. Ebben a tekintetben a komplexeket jellemz6 egyik fontos
paraméter a relaxivitas érték. Tudomdsunk szerint nincs irodalmi adat a Mn(Il)-
hidroxamat komplexek relaxivitasat illetden, ebbdl kifolyolag célul thztik ki
néhany kivalasztott Mn(Il)komplex ilyen jellegli karakterizaldsat. A kivalasztott
rendszerek kozott a négy trihidroxdmsav alapu sziderofor szerepelt, mivel ezen
ligandumokkal alkotott komplexek voltak a legstabilabbak az altalunk vizsgalt
Mn(ll)komplexek korébdl.

Els6é 1épésként a Mn(Il),y relaxivitds értékét hatdroztuk meg sajat
koriilményeink kozott. A kapott értéket (R, = 8,1 mM™s™; 20 MHz) az irodalmi
adattal (R, = 7,4 mMs™; 24 MHz) osszevetve, az eltéré mérési paraméterek
figyelembe vételével azt lehet mondani, hogy azzal j6 egyezést mutat [126].

Az esetleges kontrasztanyagként valo alkalmazhatosag ezen paraméter alapjan
torténd megitélése miatt fiziologias pH-tartomanyban terveztiink méréseket.
Azonban a Mn(ll)komplexek koOzepes stabilitasabol addédéan ezen pH-
tartomanyban, ahogy az a feltlintetett reprezentativ koncentracio-eloszlas gérbéken
(15. abra) is latszik a fémion jelent6s szazalékban nincs komplexbe kotve, vagyis
,»szabad formaban” van jelen (a DFB, a DFR és a TAF esetében ~ 40%). Bar a
szabad fémion koncentracidja a Mn(II)-DFC esetében fiziologias pH-tartomanyban
kisebb a tobbi harom szideroforral alkotott rendszerhez képest (< 20 %) (15. abra
C)), azonban pH ~ 7,5 a rendszerben a kiilonb6z6 protonaltsagu (egy-, két- vagy
akar harom kordinalt hidroxamatot tartalmazo) komplexek egyiittes jelenléte
jellemz6 (csaktgy, mint a DFB-nél). Emiatt olyan pH-n is terveztiink méréseket,
ahol mar egyértelmiien a harom koordinalt kelatképzé csoportot tartalmazd
komplexek jelenléte dominal (pH ~ 9,3). Mindezek alapjan a Mn(ll)-
trihidroxamsav komplexek relaxivitasat két kivalaszott pH-n hataroztuk meg (pH ~
7,6 és pH ~ 9,3). A Mn(Il)-TAF rendszerben a fiziologias pH-tartomanyban
végzett mérések mellett a kivalaszott masik pH ~ 8,6 volt. Ez utdbbi esetben azért
valasztottunk kisebb pH-t (a masik harom sziderofor rendszerhez képest), mert
ahogy a be nem mutatott, de a 4.3.2. fejezetben elemzett titralasi gorbe alapjan
megallapitottuk a rendszerben csapadékkivalas kovetkezett be. Bar a
csapadékkivalas pH ~ 9,6 volt egyértelmii, de mar ettdl kisebb pH-n is a mérés
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soran (pH ~ 9,3) olyan mértékii volt a minta habzésa, hogy az bizonytalanna tette a
méréseket.

A Kisérleti Koriilmények fejezetben (3.3.5.) leirtak szerint végzett mérések
kisérleti eredményeibdl szamolt relaxivitas értékeket a 11. tablazat mutatja.

11. tablazat: A Mn(ll)-sziderofor rendszerekben mért T, relaxacios id6k alapjan
szamolt relaxivitas értékek

DFB | DFR | DFC | TAF
Relaxivitas (mM-1s-1)

pH

~75 9,1+03 | 8,7+£0,2 | 9,6+0,5 | 10,8§+0,3

~9,3
(~86)

(Zaréjelben az atlagos eltérés értékeit tiintettiik fel.)

5,7+0,3 | 46+03 | 57+0,6 | 9,5+0,2

A tablazat adatai alapjan megallapithatd, hogy a 9,3-as pH-n vizsgalt harom
rendszerre kapott relxivitdas a Mn(Il),-hoz képest, a varakozéssal megegyezden,
csokkent. Ugyanakkor a Mn(ll)-TAF esetében a pH ~ 8,6, és a fiziologias pH-
tartomanyban valamennyi sziderofornal kapott eredmény igen meglepd, mivel
nagyobb, mint a Mn(l1),q relaxivitasa.

Annak kideritése érdekében, hogy ez a meglepden nagy érték honnan szarmazhat
individualis relaxivitasokat szamoltunk az adott pH-n képz6d6 komplexekre, a
mért relaxacios idok, az egyensulyi modell és a stabilitasi allandok
felhasznalasaval. Szamolasunk alapja a (10) egyenlet volt (3.3.5. rész). A szamolt,
az adott komplexhez tartoz6 egyedi relaxivitas értékeket a 12. tablazatba foglaltuk

0ssze.

12. tablazat: A Mn(l1)-sziderofér rendszerekben képz6doé néhany komplexre
szamolt egyedi relaxivitas értékek

Komplex | DFB | DFR | DFC | TAF
Individualis relaxivitis (mM™s™)
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[MnH,L]" | 12,7(2) -~ _ _
[MnHL] 4,8(1) - 11,8(3) | 10,8(5)
[MnL] - 4402 | 54() _

(A zarojelben a standard deviacio értékek szerepelnek.)

A 12. tablazatbol lathato, hogy az egy koordinalt hidroxamatot tartalmazo
komplexekre ([Mn(H;DFB)]**, [Mn(H,L)]*, ahol L = DFR, DFC, TAF) nem
lehetett individualis relaxivitas értékeket meghatarozni. Ennek az az oka, hogy
ezen komplexek, ahogy a feltiintett koncentracio-eloszlasok alapjan is lathato (15.
abra), a kiilonboz6 szideroforokkal csupan csekély szazalékban vannak jelen a
fiziologias pH-tartomanyban, mig nagyobb pH-n mar egyaltalan nem. Ugyanezen
ok miatt nem lehetett egyedi relaxivitast szamolni a DFR-rel képz6d6, [MnHL]
részecskére sem (pH 7,6 koriil < 10 %-ban van jelen), amit a 15. abra a) is mutat.
A 12. tablazatbeli adatok értelmezéséhez figyelembe kell venniink, hogy az egyes
komplexeknek a viz-protonok relaxacids idejére gyakorolt hatdsa (relaxivitasa)
fligg a fémion koordindcios szférdjaban talalhaté vizmolekuldk szamatol. A
Mn(ll),, fentebb mér emlitett R; = 8,1 mM™s™ értékéhez képest tehat a
komplexekre kisebb értékeket varhatunk. A harom koordinalt hidroxamatot
tartalmazo komplexekhez valamennyi sziderofor esetében, ahogy azt varni lehetett
(ahol azok szamolhatok voltak) a Mn(1l),q értékéhez képest joval kisebb relaxivitas
adatok tartoznak. Az irodalmi eredményekkel Osszevetve az altalunk
meghatarozottakat, arra lehet kovetkeztetni, hogy még ezen komplexekben is, a
belsé koordinacids szféraban lehet kb. egy vizmolekula [60]. A TAF esetében az
[MnL]" tipust komplexhez tartozd egyedi relaxivitast azért nem lehetett
meghatarozni, mivel a mérés a tobbi sziderofor rendszerhez képest kisebb pH-n
tortént (pH ~ 8,6), olyan pH-n, ahol még a triszkelatos komplex Kkis
koncentracioban (< 15 %) van jelen (15. d) abra).

A két koordinalt kelatképzot tartalmazo komplexekhez, ami a DFB esetében
[Mn(H,;DFB)]*, mig a tobbi harom sziderofér tekintetében [Mn(HL)] dsszetételi,
az egyedi relaxivitas értékek kiugréan nagyok. Ez az 4tlagban két koordinalt
hidroxamatot tartalmaz6 komplexekhez rendelhetd jelentds relaxivitas ndvekedés

valészinlileg viz kozvetitésével lejatszodd intramolekularis protoncserével
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magyarazhato, amely a mar koordinalt és a még nem koordinalddé hidroxamatok
kozott jatszodik le. Hasonlo viselkedést tapasztaltak a Gd-hidroxipiridonat rendszer
relaxometrias sajatsagainak vizsgalata soran is [127].

Ezen utobbi feltételezésiink alatdmasztasa érdekében relaxometrias vizsgalatok ala
vetettiink két kivalasztott dihidroxamsavval, a 2,5-DIHA-val és a 2,5-H,H-DIHA-
val, képz6dé komplexeket is, mely esetekben az [MnL] tipust komplexekben a
ligandum mindkét hidroxamatcsoportja koordinalva van. A 13. tablazat a mért és
az [MnL] komplexekre szamolt individualis relaxivitasokat tartalmazza. A
tablazatbol lathato, hogy a mért értékek a Mn(Il)4-hoz képest kisebbek, és az
[MnL] osszetételii komplexekhez tartozo egyedi relaxivitas sem kiugréoan nagy,
ellentétben a trihidroxamsavak ugyanilyen ko6tésmoda, [MnHL] komplexeire
szamolt individudlis relaxivitas értékekkel (12. tablazat).

13. tablazat: A mért és az [MnL] komplexekre szamolt individualis relaxivitas
értékek a Mn(l1)-2,5-DIHA és 2,5-H,H-DIHA rendszerekben, pH ~ 7,6

Relaxivitas (mM's™)

2 5-DIHA 2 5-H,H-DIHA
Meért 7,6 +0,3 7.9+0,3
Individualis 7.4(2) 7,9(1)

(A mért relaxivitasnal zardjelben az atlagos eltérés értékeit tiintettiik fel.
Az individualis relaxivitasnal a zardjelben a standard deviacio értékek
szerepelnek.)

A kapott eredmények tehat egyértelmiien alatamasztjak azt a feltételezést, hogy az
egy jelentOs relaxivitasnoveld hatas, ha a mar koordinalt két hidroxamatcsoport
mellett jelen van egy még koordinalatlan, protonalt formaban 1évé tovabbi

hidroxdmsavcsoport is a szideroforokkal képzodé komplexek esetében.

A Mn(ll) - dihidroxdmsavak ¢és trihidroxdmsavak relaxivitasarol
Osszefoglalasként megallapithatjuk:

e A Mn(Il)-szideroforok harom koordinalt hidroxamatcsoportot tartalmazo

komplexeiben a relaxivitds a Mn(Il),-hoz képest lecsokken, azonban
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meglepd mddon a két koordinalt kelatképzot tartalmazd komplexekhez
(melyben a harmadik kelatképz6 csoport még protonalva talalhatd)
rendelhetd individudlis relaxivitas kiugréan nagy érték. A viz kozvetitésével
lejatszodd  intramolekularis protoncsere relaxivitdst ndveld hatdsat
bizonyitottnak véljiik.

4.4. A Mn(l)- és a Co(I)komplexek redox stabilitisa

Az eddig részletezett vizsgalatokat mind szigorfian anaerob kortilmények
kozott végeztiik. Ha a kisérletek nem teljes oxigén kizarasa mellett zajlanak, akkor
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az altalunk tanulmanyozott mindkét fémion redox aktiv voltabol adéddan azok
oxidacioja kovetkezhet be. A kovetkezokben a szabad levegén végzett kisérletek
eredményeit foglaljuk 6ssze.

Ismert tény, hogy akkor kovetkezik be szabad levegén oxidacio, ha az adott
rendszer potencial értéke adott koriilmények kozott Kisebb, mint az O,/H,0, illetve
O,/OH’ rendszer potencialja (pH = 0 - nal om0 = 1,229 V és pH = 14 - nél
%o0n- = 0,401V) [50]. A megfeleld félreakciokbol ismert, hogy a rendszer
redoxipotencialja pH-fliggést mutat és egy adott pH-n az O,/H,0, illetve az O,/OH
aktualis redoxipotencialjatol (pl. pH = 7-nél € ~ + 0,8 V) kisebb redoxipotencialt
rendszerek fognak levegén oxidalodni.

A mangan esetében a +2-es oxidacios allapot tekintheté vizes oldatban a
legstabilabb formanak. Semleges vagy savas kdzegben halvanyrdzsaszin hexaaqua
jonként ([Mn(H,0)e]*") van jelen, ami ellenall az oxidacionak, ahogy az a
redoxipotencialbol is kidertil (soMn(”.)aq/Mn(”)aq = 1,6 V). Lugos koriilmények kozott
hidrolitikus folyamatok jatszoédnak le, és a képzddd részecskék konnyen
oxidalédnak levegdn, ahogy az a potencidlok alapjan is lathato, pl.
Emn203xH20Mnony = 0,2 V [103].

A masik altalunk vizsgalt fémiont tekintve, a [Co(H,0)s]**/[Co(H;0)e]**

redoxipotencial értéke olyan nagy (aOCO(...)aq,CO(..)aq = 1,8 V), hogy a [Co(H,0)¢*"
vizes kdzegben nem stabilis, oxidalja a vizet [128].
Amennyiben a fémionhoz koordinalt vizmolekuldkat mas ligandumok valtjak fel,
akkor a redoxipotencial attol fliggben valtozik (az aqua komplexekre vonatkozd
értékhez képest), hogy az adott ligandummal a +2 vagy a +3 oxidacios allapoti
fémion képezi a stabilisabb komplexet. A Co(Ill)/Co(II) néhany ligandummal
képezett komplexeinek redoxipotencialjat a 14. tablazat mutatja.

14. tablazat: A Co(l11)/Co(ll) - rendszer N-, és O- donoru ligandumokkal
képezett komplexeinek redoxipotencial értékei

Komplex £ (V)

62



Hidroxamsav alapu szideroférok és modelljeik mangan- és kobaltkomplexei

[Co(bipy)s]*" + & = [Co(bipy)s]* 0,315
[Co(en)s]* + e = [Co(en)s]* 0,18%
[Co(NH3)s]*" + & = [Co(NH3)e]** 0,108k
[Co(ox)s]* +e = [Co(ox)s]* 0,571

(ahol bipy = bipiridin, en = etilén-diamin, ox = oxalat)

A tablazatbol kitlinik, hogy az 1,8 V-hoz képest valamennyi komplex
redoxipotencial értéke csokkent, azonban a N-donorti ligandumok esetében
lIényegesen jelentdsebb a csokkenés az O-donort ligandumokhoz képest. Ez a nagy
csokkenés azt eredményezi, hogy a N-donoru ligandumot tartalmazé komplexek
rendkiviil érzékennyé valnak a levegd oxigénjére.

Az eldzdekben leirtak alapjan, mindkét fémion redox aktivitasabol adodoan
célunk volt az oxidacid6 mértékének feltardsa, tovabba, ahol annak képzddése
egyértelmiien bekovetkezik, a +3-as oxidacios allapotd komplexek stabilitasi
allandojanak meghatarozasa.

4.4.1. AMn(l1) - hidroxamat komplexek redox stabilitasa

Ahogy azt az irodalomban megjelent korabbi eredmények [65, 69] alapjan
tudjuk, a Mn(I1)-DFB rendszer pH 7 felett érzékeny a levegd oxigénjére. Ezen
tanulmanyok szerint pH 7 - 11,3 k6z6tti tartomanyban stabilis Mn(l11)-tartalma
komplexek képzdédnek. Annak érdekében, hogy sajat koriilményeink kozott is
informaciot nyerjiink ezen rendszer levegén vald viselkedésérdl, a Mn(Il)-DFB
rendszert ezen aspektusbol is tanulmanyoztuk. Tekintettel arra, hogy a Mn(I1)-DFB
rendszert kivéve, egyéb Mn(ll)-hidroxamat rendszerben képz6dé komplexek
levegdn valo viselkedésére irodalmi elézményt nem talaltunk, tovabbi Mn(Il)-
hidroxdmsav rendszereket is bevontunk vizsgalatainkba. A kivalasztott ligandumok
kozott szerepelt a monohidroxamsavak korébdl egy egyszeri monohidroxamsav
(Aha), aminohidroxamsavak koziil hat (o-Alaha, B-Alaha, GABA-ha, Asp-p-ha,
Glu-y-ha, Hiszha), két dihidroxamsav (2,5-DIHA és 3,4-DIHA), valamint a négy
sziderofor (DFB, DFC, DFR ¢és TAF). Az oxidacié nyomon kovetése UV - lathato
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spektrofotometrias modszerrel tortént a 3.3.2. fejezetben leirtaknak megfeleléen. A
Mn(lIhkomplexek képzddésérdl a karakterisztikus UV savnak az id6
fliggvényében nyomon kovetett valtozasdbol nyertiink informaciot, melyet 3 6ran
keresztiil, vagy a molaris abszorbancia allandosulasaig kovettiink nyomon (Amax ~
310 nm, & ~ 2000 dm*/mol-cm [65-66]).

Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a Mn(ll)-hidroxamat
komplexeknél pH 7,5 alatt nincs mérhet6 oxidacio, azonban pH 7,5 koriil és felett
ligandumtol fliggetleniil az UV spektrumban A ~ 310 nm abszorpcios sav jelenik
meg. A rogzitett spektrumokbol latszik, hogy az oxidacié sebessége és mértéke
figg mind a koordinalodé hidroxamatok szamatol, mind a pH-tol. A Mn-Aha
komplexeket tekintve a Mn(III) jelenlétére utald abszorpcids sav megjelenik (mar
pH ~ 7,6), azonban nagyobb pH-n (pH 9 fol6tt) alapvonal emelkedés figyelhetd
meg, ami csapadékkivalasra utal (valosziniileg Mn(IV) jelenléte). Az
aminohidroxamsav rendszereknél pH 7,5 felett valamennyi vizsgalt rendszer
rogzitett spektrumaiban 310 nm koril valtozast tapasztaltunk az id6
elérehaladtaval. Az aminocsoportot a hidroxamatcsoporthoz képest y-helyzetben
tartalmazo GABA-ha és Glu-y-ha esetében egyértelmiien megfigyelhetd volt a
spektrumokban a Mn(lll)-t tartalmazd komplexekre jellemzé abszorpcids sav,
azonban 3 ora sem volt elegendé pH ~ 8,5 -n az abszorbancia allandosulasahoz,
ahogy az a Mn(ll)-GABA-ha rendszerre feltiintetett kiilonb6z6 id6kdzonként
rogzitett spektrumok alapjan is lathato (19. abra). A pH tovabbi emelésével (pH ~
9,5) alapvonal emelkedést, illetve a karakterisztikus savban abszorbancia
csOkkenést tapasztaltunk, ami tovabbi folyamatok megjelenésére utal. Az
aminocsoportot a hidroxamatcsoporttol B-helyzetben tartalmazo
aminohidroxamsav rendszerek (B-Alaha és Asp-p-ha) a GABA-ha-hoz képest
eltéréen viselkedtek. A Mn(I)-p-Alaha és a Mn(ll)-Asp-B-ha rendszerekben a
rogzitett spektrumok alapjan, bar a Mn(IIl) jelenléte egyértelmii, de mar kisebb
pHn (pH ~ 8,5) tovabbi folyamatokra utald valtozast tapasztaltunk a
spekrumokban (abszorbancia csokkenés, alapvonal emelkedés). Ha az
aminocsoport még kozelebb van a hidroxamatcsoporthoz (a-Alaha), akkor a
Mn(III) jelenléte mar pH 8,5 -nél sem egyértelmil. (A regisztralt spektrumokban a
Mn(lI1)-ra jellemz6 karakterisztikus savban jelentés abszorbancia valtozast nem
tapasztaltunk.) A ligandumként Hiszha-t tartalmazo rendszerek levegén vald

64



Hidroxamsav alapu szideroférok és modelljeik mangan- és kobaltkomplexei

viselkedése az aminocsoportot a hidroxamsavcsoporthoz képest B-helyzetben

tartalmazo aminohidroxamsavak rendszereihez volt hasonlithato.
1,2

19. abra: A minta 6sszeallitasatol
szamitott, az abran feltiintetett

t = 90 perc 1d6kozonként, aerob kortilmények

t= 60 perc kozott regisztralt spektrumok a
1= 20Pe 0 perc Mn(Il)-GABA-ha  rendszerben

(pH = 8,50, fémion-ligandum
arany 1:3, ¢ = 0,003 mol/dm®)

250 350 450 550 650 750 850

Hullimhossz (nm)

Tekintettel arra, hogy a jelen munka célja nem az oxidacios folyamat

Abszorbancia

mechanizmusanak feltérképezése volt, ebbdl kifolydlag a tovabbiakban részletes
vizsgalatok az egyszerli monohidroxdmsav és aminohidroxamsav rendszerekben
nem késziiltek.

A Mn(Il)-dihidroxamsav rendszerekben hasonloak voltak a tapasztalataink,
mint az elézéekben kifejtett aminohidroxamsavak esetében. Az alkalmazott
koriilmények kozott az oxidacid nem teljes, amely valoszinilleg azzal
magyarazhaté, hogy még pH 10 koril sem a harom hidroxamatcsoportot
tartalmazo komplex jelenléte a dominans, amit az a feltiintetett koncentracio-

eloszlas gorbe is igazol (20. abra).

1,0
20. 4bra: A Mn(l1)-2,5-DIHA

rendszerekben képz6d6 komplexek

08

o
=

koncentracio-eloszlas gorbéi fém-

o
~

ligandum 1: 1,5 arany mellett
(Ciig = 0,0015 mol/dm?)

Méltort (Mn(II))

o
N

0,0 y T T T T
A spéktrum™a kardkterisztikus “Savjaban bekovetkezd valtozas mindenképpen al

Mn(1II) jelenlétére utal a képz6d6 komplexekben, azonban a mért abszorbancidk
nem érték el az adott koncentracio mellett vart értéket. (Mindemellett a 3,4-DIHA
esetében pH > 9,5 - nél fél ora elteltével a regisztralt abszorbancia értékekben

csokkenést tapasztaltunk, amely, az aminohidroxamsavakhoz hasonléan, tovabbi
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folyamatok jelenlétét valoszinGsiti.) Az oxidacid nem teljes voltat ESI-MS
mérésekkel is bizonyitottuk, mely eredmények a Mn(Il) és a Mn(IIl) egyiittes
jelenlétét mutattak  (Mn(II)-tartalm@t  vegyes-hidroxokomplex:  [Mn(2,5-
DIHA)(OH)]K*, m/z = 398,06 -nal; és Mn(Il)-tartalmi komplex: [Mn(2,5-
DIHA)]K", m/z = 381,06 -nal).

A Mn(I)komplexek aerob koriilmények kozott vald vizsgalata soran a
Mn(lIT)komplexek kizarolagos jelenlétét csak a szideroforok esetében tudtuk
bizonyitani. A Mn(Il)-DFC esetében a 4.3.2. részben leirt ok miatt a spektralis
valtozasok nem egyszertien kovethetok nyomon. A Mn(ll)-DFR és a Mn(II)-TAF
rendszereknél a ligandumok korlatolt mennyisége miatt szisztematikus vizsgalatra
nem nyilt lehetdségiink, ezért a négy sziderofor kozill a DFB-vel végeztik a
legrészletesebb vizsgalatokat (pH-fiiggés, két héten keresztil nyomon kovetett
idofiiggés), mivel ezen ligandummal alkotott komplexek spektrumain lehetett
egyértelmilen nyomon kovetni a valtozast, illetve ezen ligandumbol elegendd
mennyiség allt rendelkezésiinkre.

A 21. abran lathat6, hogy a Mn-DFB rendszerben pH 8 koriil az oxidéacio 3 ora
elteltével sem mondhato teljesnek, mig a kis abra azt szemlélteti, hogy ugyanazon
rendszerben pH 9,5 koriil a folyamat mar 10 perc alatt teljesen lejatszodik. Ez a
képz6d6 +3-as oxidacios allapotu kdzponti fémiont tartalmazé komplex rendkiviil
stabilis. Egy kivalaszott rendszeren (Mn(III)-DFB) két héten keresztiil figyeltiik a

spektralis valtozast, azonban a spektrum ezido alatt teljesen valtozatlan maradt.

21. abra: A mintq
.......... Osszeallitasatol  szamitva,
{— az abran feltiintetett]

i ] 1d6kozonként, aerob

N
[3,]

& (-10°dm*/mol-cm);

Abszorbancia

550 650 750 850

Hullimhossz (nm)
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korilmények kozott
regisztralt  abszorbancia
spektrumok a Mn(ll) -
DFB rendszerben (pH =
8,0; cps = 0,0011
mol/dm®  fém-ligandum
arany: 1:1).

Belso abra: adott idonként regisztralt molaris abszorpcids koefficiens értékek
Amax = 310 nm-en a Mn-DFB rendszerben (pH ~ 9,5; ¢prs = 0,001 mol/dm?; fém-
ligandum arany: 1:1)

A Mn(l1)-tartalmi komplexek dominans voltat két sziderofor rendszernél az ESI-
MS eredmények is aldtdmasztottak: [MnHDFB]*, m/z = 613,28, valamint ahogy az
a feltiintetett 22. abran is lathat6, hogy a szamolt és a mért értékek jo egyezést

mutatnak.

a) b) 22. abra: Szamolt (a) és
859,265 859,268 mért  (b)  ESI-MS
spektrumok a Mn-DFC

rendszerben képz6do

860,267 860,271 [MnDFC]K®  részecskére

861,271 (pH = 9,50, Corc = 0,0005

861,266 -
862.273 mol/dm®,  fém-ligandum

62,268

arany 1:1)
A fentebb emlitett ok miatt a DFR és a TAF ligandumok komplexeinél a

[MnHDFB]" esetén a gyors oxidacié szempontjabol megfelelének talalt koriilmény

mellett (pH ~ 9,5), a spektrum id6 fliggvényében vald regisztralasa alapjan
megallapithatd, hogy mindkét ligandumnal az oxidaciéo 10 percen belill teljesnek
mondhato.

A kevés irodalmi el6zménybdl kiindulva a Mn(lll)-tartalmi sziderofér
komplexek stabilitasa Osszevethetd nagysagrendbe esik a Fe(lll)-mal alkotott
komplexek stabilitasaval [65-67]. Ez az eredmény 0sztonzott minket a Mn(III)-
sziderofor komplexek stabilitasi allandojanak meghatarozasara, mely érdekében
ciklikus voltammetrias méréseket hajtottunk végre. A mérési koriilmények és a
szamolas alapjaul szolgalo egyenlet részletes leirasa a 3.3.4. fejezetben szerepel. A
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23. abran a Mn(ll1)-DFB (a)) kiilonb6z6 fém-ligandum arany mellett regisztralt
voltammogramjait és a Mn(I11)-TAF (b)) rendszer voltammogramjat tiintettiik fel.
a) b)

-2,0 -4,0
Core = 1,5mM

-2,0
0,0 -

0,0

2,0
2,0

Aramerésség (nA)

4,0 40

Aramerésség (nA)

60 6,0

8,0

8,0

08 06 04 02 0,0 02 08 06 04 02 00 0.2 04
Fesziiltség (V) Fesziiltség (V)

23. abra: A Mn(l11)-DFB a) és a Mn(III)-TAF b) rendszerben regisztralt ciklikus
voltammogramok a) pH ~ 9,63; Cknos = 0,005 mol/dm?®; Cynqiy = 0,001 mol/dm®
vagy 0,0015 mol/dm?; coeg = 0,0015 - 0,0045 mol/dm®; 1= 14 pA vagy I =45 pA
b) pH ~ 9,45; ckei = 0,009 mol/dm?, crar = 0,00112 mol/dm®; 1= 14 pA)
(grafit munkaelektrod és Ag/AgCl/3 mol/dm? KCl referenciaelektrod; pasztazasi
sebesség: 100 mV/s)

A 23. abra a)-n lathatd, hogy a DFB-nél a katodos cstcspotencial (E¢) 230 mV
kortl jelenik meg, mig az andédos dgban a csucsaram értéke és a csticspotencial
helye fiigg a DFB koncentraciojatol, azzal egyiitt né, ami arra utal, hogy maga a
ligandum is redox aktiv ebben a fesziiltségtartomanyban. Ezen megallapitas jo
egyezésben van azzal az egyetlen korabbi irodalmi elézménnyel, amiben a Mn(III)-
DFB rendszer hasonlé elektrokémiai viselkedését irtak le [69]. Ahogy az a
feltlintetett 23. dbra b)-n is lathatdo a TAF esetében a csticsaramok egy koriili
aranya (i,/ic = 0,95) a komplex reverzibilis redox folyamatara utal. Az itt fel nem
tiintetett DFC voltammogramja az utobbihoz hasonld, a csucsaramok aranya egy
korili (i,/ic = 0,96), és nem fligg a fém-ligandum aranytol. A DFR esetében a
rendelkezésre allo igen csekély mennyiségli sziderofor miatt egyetlen fémion-
ligandum aranynal tértént a mérés és a csticsaramok aranya i /i, = 0,93. A DFB
tekintetében az irreverzibilis folyamatbol adoddan, a katddos cstcs (Ex) potencialja
szolgalt alapul a formalpotencial kozelit értékének meghatarozasahoz. A tobbi
harom sziderofor esetében a voltammogrambdl leolvasott katddos (Ex) és anodos

(Ea) cstcspotencial alapjan tortént a meghatarozas. A voltammogramok alapjan a
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Kisérleti koriilmények (3.3.4.) fejezetben leirtak szerint formalpotencialt
szamoltunk, mely értékeket a 15. tablazatba foglaltuk Gssze. A meghatarozott
adatokbol a harom koordinalt hidroxamatot tartalmaz6é komplexekre szamoltunk
stabilitasi allanddkat, mivel, ahogy az a 15. dbran feltiintetett koncentracio-
eloszlas gorbéken is latszik, a ciklikus voltammetrias mérési koriilmények kozott
(pH ~ 9,5) ezen komplexek jelenléte dominal. A +3-as oxidacios allapoti kézponti
fémiont tartalmazé komplexek stabilitdsi allanddinak szdmitasa soran a 9.
tablazatban szereplé, Mn(ll)-t tartalmazé komplexekhez tartozd6 megfeleld
allandokat hasznaltuk.

[MnHL]* | [MnL] | [FeL]
Ligandum g (V) log B
DFB 0,47 +0,01 | 36,5+0,2 - 30,484
DFR 0,43 + 0,01 - ~27 | 29,96(3)
DFC 0,43 +0,01 - 28,1+0,3 | 29,3504
TAF 0,42 + 0,01 - 25,9+0,2 | 27,21(3)

(A Fe(l11)-DFR és a Fe(111)-TAF komplexek stabilitasi allandoinak meghatarozasa
a jelen munka soran spektrofotometridsan tortént. A mangankomplexek esetén a
ciklikus voltammetrias mérések alapjan hataroztuk meg a stabilitasi allandokat. A
formalpotencialoknal és az azok alapjan szamolt stabilitasi allandoknal zarojelben
az atlagos eltérés értékei szerepelnek.

A [FeL] komplexek stabilitasi allandoinal zarojelben a standard deviaciok vannak
feltiintetve.)

A 15. tablazat a formalpotencialok mellett, a megfeleld6 Mn(Il)-sziderofor
komplexek stabilitasi allandoinak ismeretében (a (9) egyenlet alapjan) szamolt
Mn(lI1)-mal, valamint a Fe(lll)-mal képz6dé harom koordinalt hidroxamatot
tartalmazo komplexek stabilitasi allandoit is tartalmazza. A Fe(Ill)-DFB és a
Fe(ll)-DFC  rendszerekben  képz6dé  komplexek  stabilitasi  allandoi
kutatocsoportunkban korabban mar meghatarozasra keriiltek, mig a [Fe(III)DFR]
és a [Fe(II)TAF] komplexekre vonatkozé értékeket jelen munka soran hataroztuk
meg. A Fe(lll)-DFR-rel alkotott komplexének stabilitasara egy adatot talaltunk az
irodalomban (log B = 30,4), amely az altalunk meghatarozottal j6 egyezést mutat

[114].
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A tablazatba foglalt eredményekbdl lathatdo, hogy a DFB-nél csak kozelitd
stabilitasi allandot adtunk meg, mivel a fentebb targyalt okok miatt a
voltammogramok alapjan meghatarozott formalpotencial érték kozelitonek
tekinthetd. A masik harom sziderofort tartalmazé rendszerre nagyobb pontosaggal
lehetett az allandot meghatarozni. A szamszerii értékeket tekintve a DFB-nél
figyelembe kell venniink, hogy a [Mn(HDFB)]" stabilitasi allanddja magiba
foglalja a terminalis aminocsoport protondlodasi allandojat is (log K = 10,85). Ezt a
korrekciot elvégezve a Mn(Ill) + HDFB = [Mn(HDFB)]" egyenlettel leirhato
folyamathoz rendelhet6 log K értéke 25 koriili. Csupan erre a komplexre talaltunk
egyetlen irodalmi adatot [65], amely nagyobb az altalunk meghatarozottnal, log K
= 28,6 (I = 0,1 mol/dm® NaCl; T = 298 K). Ez az eltérés a kiilonboz6 mérési
koriilményekkel, valamint az allandonak az elébbiekben részletezett nagyobb
pontatlansagaval magyarazhato. A Fe(lll)-mal képz6d6 komplexek stabilitasat a
Mn(l11)-mal képz6dé megfelelé komplexek stabilitasaval osszevetve, valoban azt
lehet mondani, hogy az allandok elég kozeliek, tehat valoban lehet realitdsa annak
az irodalmi felvetésnek [65-67], hogy specialis koriilmények kozott (pl. aerob
koriilmény, gyengén lugos pH-tartomany) mangénion jelenlétében modosulhat a
mikoroorganizmusok vas felvétele.

Az allandok egymassal valo Osszevetése a Mn(ll)-sziderofér komplexekhez
hasonldan, a 12-es egyenletet alapul véve az Osszbazicitas figyelembe vételével
lehetséges (16. tablazat). Megallapithatjuk, hogy a szarmaztatott allandok értékei
az 0sszbazicitashoz képest is meglehetdsen nagyok. Az is lathatd, hogy a +3-as
oxidacios allapoti fémiont tartalmazo komplexek stabilitasaban is egyértelmiien
megmutatkozik a ligandumok szerkezetbeli eltérése, azaz a DFC és a TAF képezi a
stabilabb komplexeket, mely stabilitasnévekedés szintén a B-helyzetben 1év6 kettds
kotés és a hidroxamat kozotti konjugacioval magyarazhato.

16. tablazat: A Mn(lll) - sziderofor rendszerekben a feltiintett folyamatokra
vonatkoz6 szarmaztatott allandok (log K)

Folyamat log K
Mn(lIl) + H,DFB «> Mn(IIHDFB +3 H" | -1,8
Mn(111) + HsDFR <> Mn(III)DFR + 3 H" 0.41
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Mn(111) + HsDFC < Mn(II))DFC + 3 H*

Mn(I11) + HyTAF<> Mn(II[TAF + 3 H* 2.6

151 ‘

Megallapithatd tehat, hogy a Mn(Ill)-sziderofor komplexek meglepden nagy
stabilitastiak, melyek nagysagrendileg Osszevethetok a Fe(lll)-mal képz6do
megfelelé komplexekkel.

Az allandok értékének realis voltat ellendrizendGen, az értékeket azon
korrelacios egyenesre kivantuk illeszteni, mely a DFB kiilonb6z6 fémionokkal
képezett komplexeinek stabilitasi allanddja és a fémionok elsé hidrolizis allanddja
kozott mutat linearis Osszefliggést [129]. Az adatgyiijtés ugyanakkor azt mutatta,
hogy a Mn(lll)-ra alig kozoltek hidrolizis allandot. Az egyetlen fellelt adat
logKmnony2+ értéke ~ 14 [130]. Tekintettel arra, hogy a DFC szamos fémionnal
alkotott komplexére a stabilitasi allandé azonos korilmények kozott korabban
kutatocsoportunkban meghatarozasra keriilt (1 = 0,2 mol/dm® KClI, t = 25,0 °C), igy
ezen adatokat megkiséreltiik felhasznalni arra, hogy a sajat kisérleti koriilményeink
kozott érvényes hidrolizis allandot jo kozelitéssel megbecsiiljiik. Elsé 1épésként
ezen adatok felhasznalasaval egy korrelacios egyenest szerkesztettiink (24. abra),
amelyb6l egyértelmiien lathatd, hogy a pontok raillenek egy egyenesre [31, 34-35,
115-116, 131-135]. Ezt kovet6en raillesztve az altalunk a [MnDFC]-re
meghatarozott stabilitasi allandot, és ezt a pontot az x-tengelyre vetitve kaptuk a
hidrolizis alland6t (24. abra szaggatott vonal), melynek értéke 11,8. Ezzel
szemben az irodalomban fellelt adat 13,92 [130]. Amennyiben a [MnDFC]
komplexre kapott stabilitasi allandot, az irodalmi hidrolizis allandét elfogadva,
illesztjiik a korrelacios egyenesre (24. abra pontozott vonal), akkor a pont
elfogadhatatlanul tavol esik az egyenestol.

35 4

24. abra: A DFC

30 1

i kiilsnbéz8  fémionokkal
2 alkotott komplexeinek
7 stabilitasi allandéi (log Ky)
2 15

és a megfelelé fémionok
10

els6 hidrolizis allandoi
kozotti (log K; (OH))

0 2 4 6 8 10 7} 12 14
log K; (OH") 118 0og K,
=13,92
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korrelacioés egyenes [31,
34-35, 115-116, 131-135]

Amennyiben a meghatarozott Mn(IIl) elsé hidrolizis allanddjat raillesztjiik az
irodalombol vett DFB-re vonatkozé korrelacios egyenesre [129] (25. abra), akkor
egyértelmiien lathatd, hogy a kapott pont a tobbi pont szdrasadhoz képest kozel
elfogadhato, de egyben azt is mutatja, hogy esetleg a [MnDFB] komplex allandéja
valamennyivel (1 - 2 log egységgel) nagyobb lehet.

0

~25

25. abra: A [MnDFB] komplex altalunk
meghatarozott stabilitasi allandoja és a
Mn(lIl) els6 hidrolizis allanddjanak
abrazolasa az irodalombo6l vett DFB
kiilonb6z6 fémionokkal alkotott

komplexeinek stabilitasi allandoja és a

20

logK,(L)

fémionok els6 hidrolizis allanddinak

korrelacids egyenesére [129].

[¢] j 4 8 11,8 1I2
logK,(OH")

A Mn(ll) - hidroxamat komplexek redox stabilitasarol Osszességében
megallapithato:

e pH 7,5 f6lott minden vizsgalt ligandumnal a Mn(lll)-ra jellemzo

karakterisztikus sadvban volt valtozas a spektrumban, azonban az oxidacio

mértéke fiigg a pH-t6l és a koordinalodo ligandumok szaméatol

e a Mn(lll)komplex kizarolagos képz6dését csak a szideroforoknal tudtunk

kimutatni

e a Mn(lll)-sziderofor komplexekre szamolt stabilitasi allandok értékei a

Fe(lll)-mal képzdd6 megfeleldé komplexek stabilitasaval Osszevethetd

nagysagrendbe esnek

e a Mn(III) els6 hidrolizis alland¢jat is meghataroztuk
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4.4.2. A Co(ll) - hidroxamat komplexek redox stabilitasa

A megtitralt mintak hosszu id6 utan (6rakig) mutattak csupan az oxidaciora
utald szinvaltozast, kivéve az aminohidroxamsav rendszereket. A 4.4. fejezetben
részletezettek alapjan lathattuk, hogy a N-donort ligandumok igen jelentésen
csokkentik a Co(l11)/Co(ll) - rendszer redoxipotencial értékeit. Ezen elézmények
birtokaban a Co(II)-aminohidroxamsav rendszerek vizsgalatat még alaposabb
oxigénkizaras mellett kellett végezniink. A pH-potenciometrias mérések soran a
minta oxigénmentesitése mellett az argonban 1évé oxigénnyomok kizarasara is
figyelmet forditottunk a 3.3.1. fejezetben részletesen leirt technika segitségével. A
spektrofotometrias vizsgalatok soran azonban azt tapasztaltuk, hogy a koriiltekint6
oxigénkizaras ellenére (3.3.2. fejezetben részletezett eljarassal) sem sikeriilt a
Co(ll)-aminohidroxamsav rendszereket az oxidaciotol tokéletesen megvédeni. A
kovetkezOkben (9. és 26. abra) a Co(ll) azon aminohidroxamsavakkal alkotott
rendszereinek kiilonb6z6 pH-értékeken, argon buborékoltatasa mellett regisztralt
spektrumait tintettiik fel, amelyek az R¢ - oldallancban a hidroxamsavcsoporttol
eltérd (o-, B-, illetve y- helyzetben; a-Alaha, p-Alaha és GABA-ha) tavolsagban
tartalmaznak aminocsoportot.

b)

pH~9,8 PH~-94

pH~8,9
© 020 -

£ £ 015 pH ~8,0

g 2050 pH~7,6

005 R

400 450 500 550 600 650 400 450 500 550 600 650
Hullimhossz (nm)

Hullimhossz (nm)

26. abra: A Co(Il)/Co(ll1)-a-Alaha a) és a Co(I1)/Co(lI1)-p-Alaha b) rendszer
kiilonb6z6 pH-értékeken, anaerob koriilmények kdzott regisztralt lathatd
spektrumai
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(Ciig. = 0,025 mol/dm?; fém-ligandum 1:5 arany; | = 0,20 mol/dm?® KClI)

A spektrumok Gsszevetésével egyértelmiien megallapithatd, hogy azokban jelentds
kiilonbségek mutatkoznak. A Co(I)-GAHA-ha (amikor az aminocsoport v-
helyzetben van a hidroxamsavcsoporthoz képest) esetében (9. abra) a molaris
abszorbancia értékek és a spektrumok egyértelmiien (Amax ~ 550 nm, & ~ 10
dm?®mol-cm) [103] arra utalnak, hogy a kobalt +2-es oxidaciés allapotban van a
komplexekben. A B-Alaha-nal bar (26. abra b)) a spektrum jellegében van
hasonlosag az eldbb emlitett rendszerhez képest, azonban a pH novelésével a
molaris abszorbancia értékek (Amax ~ 520 nm, & ~ 50 dm3/mo|~cm) novekedése
egyértelmiien bizonyos mértékli oxidaciora utal. Valoszinlileg ezen rendszerben a
Co(IT) és a Co(III) egyidejiileg van jelen. A Co(ll)-a-Alaha rendszerben regisztralt
spektrumokban (26. abra a)) a pH emelésével egyértelmiien megjelenik A ~ 500
nm, lAlg — 1Tlg atmenethez tartoz6, nagyobb molaris abszorbanciaju (¢ ~ 80
dm?®/mol-cm) sav, mely a Co(III) karakterisztikus jelének felel meg [103]. Tehat az
eredmények alapjan megallapithatdo, hogy a levegére valo érzékenység az
aminocsoport hidroxamsavcsoporttol valo tavolsaganak novekedésével csokken (o-
Alaha > B-Alaha > GAHA-ha). Ezen tapasztalat a 4.2. fejezetben részletezett
ugyanezen rendszerek Co(ll)komplexeiben megvaldsuld koordinacios moédoknak a
fenti relacid szerinti valtozasat timasztja ala.

Bar nem pillanatszerlien, mint az aminohidroxdmsavaknal, de a csak
hidroxamat donorcsoportokat tartalmazo rendszerekben is jatszodik le oxidacios
folyamat, melybdl kifolyolag célunk volt annak vizsgalata, hogy a tipikusan O,0-
donorként viselked6 ligandumokkal képz6d6 komplexek hogyan viselkednek
levegén. Motivalta a munkéankat tovabba az is, hogy a kobalt(Ill)-hidroxamat
komplexekre stabilitasi allandot hatarozzunk meg, mely témaban, ahogy azt az
Irodalmi attekintés (2.3. fejezet) mutatja minddsszesen egy adatot talaltunk, amire
meglepd moddon, a megfeleld Fe(Ill)komplexhez képest tobb nagysagrenddel
nagyobb értéket kaptak (log Kicoummpres = 37,5, szemben a 1og Kgequyore: =
32,02 [78]).

Az oxidacié6 nyomon kovetésére a Mn(Il)-hidroxamat komplexekhez hasonloan
UV-lathatdé spektrofotometriat alkalmaztunk. Az oxidacid hatékonyabba tétele
érdekében olyan méréseket terveztiink, melyek soran a Co(ll)komplexek
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oxidalasara hidrogén-peroxidot hasznaltunk (3.3.2. fejezet). Tapasztalataink azt
mutattak, hogy az oxidaciora valo készség valtozik a hidroxamatok szamaval. A
monohidroxamsavak esetében a lathatdo spektrumokban a Co(lll)-ra jellemzd
karakterisztikus sav (Amax ~ 620 nm) [78] nem jelent meg. A dihidroxamsavaknal
Amax ~ 620 nm Kkis mértékii abszorbancia ndvekedést regisztraltunk, azonban sem a
monohidroxamsavat, sem a dihidroxamsavat tartalmazo mintak zo0ld szintvé
valasat szemmel lathatéan egyértelmiien nem tapasztaltuk. A Co(ll)-
trihidroxamsav  rendszereknél hidrogén-peroxid hozzaadasat kovetéen, a
spektrumokban Ama ~ 620 nm-en jelentés abszorbancia novekedést tapasztaltunk.
Tovabba a minta szine is utalt az oxidaciora, mely szerint a Co(ll) oktaéderes
geometriagju komplexekre jellemzd rézsaszinbdl, a Co(Ill)komplexhez rendelhetd
z0ld szin jelent meg. A mangan-hidroxamat rendszerekhez hasonléan a kobalt
esetében is csak a szideroforoknal kovetkezett az be, hogy a Co(Il) gyakorlatilag
teljes mértékben atvihet6 volt Co(IIT) formaba. A Co(l11)-DFB rendszernél ESI-MS
modszerrel is bizonyitottuk Co(Ill)komplex dominans jelenlétét: [COHDFB]", m/z
=617,27.

A 27. reprezentativ abran a Co(lll)-DFB rendszer 9-es pH-n regisztralt
voltammogramja lathatd, melybdl egyértelmiien szembe tlinik a rendszer
irreverzibilis elektrokémiai viselkedése, mivel csak a katdodos csucs jelenik meg.
Tehat, bekovetkezik a Co(Ill)komplex redukcidja, azonban a ciklus ideje alatt a
Co(ll) visszaoxidalodasi folyamata mar nem. Hasonlé eredményre jutottunk a
Co(lI1) valamennyi altalunk vizsgalt szideroforral alkotott rendszerének vizsgalata
soran is.

-10,0 4

27. abra: A Co(lll)-DFB (H,0, -
dal oxidalt) ciklikus

-5,0

E voltammogramja  (fém-ligandum
%‘) 00 - arany 1:3; grafit munkaelektrod és
: Ag/AgCl/3  molidm®  KCI
© s0 referenciaelektrod; pasztazasi

sebesség: 50 mV/s; cknos = 0,005

04 02 oo 02 04 06 -08mol/dm® cpes = 0,009 mol/dm?)
Fesziiltség (V)

75



Szabo Orsolya doktori (PhD) értekezés

(Kapott eredményeink teljes mértékben Osszhangban vannak a Hambley és
munkatarsai altal tanulmanyozott hidroxamat tartalma Co(IIl) - ,,prodrug”-ok
redox sajatsagaival, melyek szintén irreverzibilis folyamatot mutattak [25, 84]). Az
irreverzibilis viselkedésbdl addddan a voltammogramokbol csak a katodos
csucspotencialt (Ey) tudtuk leolvasni, melybdl a formalpotencial als6, mig a
stabilitasi allando felsd hatarértékére tudtunk kovetkeztetni. A (9) egyenlet alapjén,
a megfeleld adatokat felhasznalva (jelen esetben: a rendszer formalpotencial
értékének also hatara és a +2-es oxidacios allapoti fémiont tartalmazod megfeleld
komplex stabilitasi allanddja, valamint a Co(ll1),,/Co(ll1)4 Standard potencialja), a
szamitast elvégezve a stabilitasi allando felsé hatarértékét kaptuk. Az adott
rendszerre vonatkozo katodos csticspotencial értékeket, a bruttd stabilitasi allando
fels6 hatarértékeit és az azokhoz tartozd folyamatokat foglaltuk oOssze a 17.
tablazatban, melybdl lathatd, hogy a log B ~ 49-nek adodik a Co(Ill) + H + DFB =
[CoHDFB]* folyamatra, ez az érték azonban még tartalmazza a terminélis
lépcsézetes allandora log K ~ 38 (Co(Ill) + HDFB = [CoHDFB]") kapunk.
(Valamelyest eltéré koriilmények kozott végzett kisérletek alapjan az irodalomban
log K = 37,5 a [COHDFB]" - komplexre [78], mely j6 egyezést mutat az altalunk

meghatarozottal.)

Komplex

log B
[Co(I11)HDFB]* ~11,2
[Co(111)DFR] ~10,4
[Co(I11)DFC] ~15,4
[Co(II)TAF] ~13,7
és a képzddo komplexek szarmaztatott allandoi (log K)
Komplex Folyamat e (V) | logp | logK

[CoHDFB]* | Co(lll) + H,DFB <> Co(IIHHDFB + 3 H* | -0,17 | ~49 | ~11
[CODFR] | Co(lll) + HsDFR <> Co(IINDFR + 3 H* | -0,22 | ~37 | ~10
[CODFC] | Co(lll) + HsDFC <> Co(IIHDFC + 3 H* | 0,35 | ~42 | ~15
[COTAF] | Co(lll) + H;TAF«> Co(IITAF +3H* | -0.15 | ~37 | ~14
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A brutté stabilitasi allandok (log B) ismeretében azt mondhatjuk, hogy a Co(III)-
sziderofor komplexek rendkiviil nagy stabilitastiak. Ha az értékeket a Fe(III)-mal
képz6dé megfeleld komplexek allandoival Osszevetjiik (15. tablazat), akkor
megallapithatjuk, hogy az altalunk meghatarozott fels6 hatarértékek tobb
nagysagrenddel nagyobbnak adodnak.
A 17. tablazatba az Osszbazicitast figyelembe vevd korrekcioval ((11-13)
Osszefiiggések alapjan) szamolt szarmaztatott allandokat is belefoglaltuk (log K).
Ezekrél az értékekrdl is azt mondhatjuk, hogy rendkiviil nagyok, és csakgy, mint
a tobbi altalunk vizsgalt sziderofor rendszer esetében a DFC-vel és a TAF-fal
képz6dé komplexek nagyobb stabilitasuak, mint a DFB-vel vagy a DFR-rel
képz6dok.

A Co(ll) - hidroxamsav rendszerben képz6d6 komplexek redox stabilitasarol
osszefoglalva az mondhato:

e a komplexbeli kozponti fémion redukcidja irreverzibilis, igy a

voltammogramok alapjan csak a katodos csticspotencial volt meghatarozhato

e a Co(llhkomplex kizardlagos képzddését csak a szideroforoknal talaltuk

e a Co(lll)-sziderofor rendszerekben a [CoL] osszetételti komplexeknél a

stabilitasi allandok kozelitd felsé hatarértéke volt szamolhato

e a Co(ll)-sziderofér komplexek rendkiviil nagy stabilitastiak, az altalunk

meghatarozott stabilitasi allandok felsd hatarértékei tobb nagysagrenddel

nagyobbak Fe(l11)-mal képz6dé megfelel6 komplexekénél

5. OSSZEFOGLALAS

A hidroxamsavak évtizedek ota az érdeklddés eléterében vannak nem csak a
Debreceni Egyetem Szervetlen Kémiai Tanszékének Bioszervetlen Kémiai
Kutatoécsoporjaban, hanem szamos mas nemzetkdzi kutatélaboratoriumban is. Az
utobbi  években egyre inkdbb a figyelem kozéppontjaba keriltek a
monohidroxamsavak kiilonféle szarmazékai, mint potencidlis metalloenzim
inhibitor molekulak. Ebbdl kifolydlag ezen ligandumcsaldd fémionokkal valod
oldatbeli kolcsonhatasanak feltérképezése hasznos informaciot szolgaltathat az

inhibiciés mechanizmus teljesebb megértéséhez, valamint 0j inhibitormolekulak
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tervezéséhez. Az irodalomban szamos ilyen jellegli eredményt taldlunk a 3d
atmenetifémekkel kapcsolatban, azonban a Mn(II) és a Co(Il) tekintetében csak
nagyon keveset. Mindemellett a kbzelmultban a monohidroxamsav alapu inhibitor
molekulaknak célzottan a rakos sejtekhez vald juttatasa kapcsan néhany
Co(l)/Co(IT) vegyes ligandumti (monohidroxamsavat is tartalmazd) komplex,
mint ,,prodrug” jott szoba. Az elézdekben kifejtett bioldgiai hatasuk és az irodalom
meglehetésen hianyos mivolta miatt célunk volt harom kivalaszott egyszerii
monohidroxamsav és tovabbi négy aminohidroxamsav Mn(II)- és Co(II)-ionokkal
val6é oldatbeli kdlcsonhatasanak feltérképezése. Tovabbi érdekes aspektus, ami a
témavalasztasunkat indokolta, az a Mn(l)komplexek esetleges MRI
kontrasztanyagként ~ vald6  alkalmazhatoésaga.  Ezen  vizsgalatokba a
monohidroxdmsavaknal nagyobb stabilitasi komplexeket képezd ligandumok
bevondsara volt sziikség. Az ezen szempontbol is vizsgalt ligandumok koérébe négy
trihidroxdmsav alapu természetes sziderofort vontunk be. Tovabba oldategyensulyi
vizsgalatokat végeztiink a két fémion hét szintetikusan el6allitott DFB modell
dihidroxamsavval alkotott rendszereire. Mindkét fémion redox aktivitasabol
adodoan a hidroxamat komplexek redox stabilitdsanak vizsgalatat is célul tliztiik ki,
valamint az esetlegesen képz6d6 +3-as oxidacios allapotu kozponti fémiont
tartalmazo komplexek stabilitdsi allandojanak meghatarozasa is a célok kozott
szerepelt.

Az oldategyensulyi vizsgalatok els6dleges célja valamennyi rendszer
esetében a képzddd komplexek 0Osszetételének, stabilitdsdnak meghatarozasa,
valamint a komplexekben kialakul6 kotésmodok megallapitasa, mely kisérletekhez
els6sorban pH-potenciometriat, UV-lathatd spektrofotometriat, ESI-MS technikat
alkalmaztunk. A Mn(Il) szideroférokkal és két kivalasztott dihidroxamsavval
képz6do komplexeire relaxometrias vizsgalatok is késziiltek. A +3-as oxidacios
allapotd  kozponti fémiont tartalmazd komplexeknél a stabilitdsi allando
meghatarozasa céljabol ciklikus voltammetrias méréseket végeztiink.

A jelen doktori munka soran kapott fontosabb eredményeket az alabbi pontokban
foglalhatjuk Ossze:

o A vizsgalt ligandumok dont6 része (vasarlas vagy korabbi szintézisek

utjan) mar rendelkezésiinkre allt, jelen munka soran egy 0j hidroxamsav szarmazék
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eléallitasara keriilt sor (GABA-ha). A szideroforok koziil a DFB-t vasaroltuk, mig
a tobbit (DFR, DFC és TAF) a munka folyaméan izolaltak.

e Valamennyi ligandum savi disszociacids allandojat meghataroztuk. A
ligandumok egy részére sajat koriilményeink kozott, mig két esetben (GABA-ha,
DFR) mas laboratoriumban meghatarozott irodalmi adatok alltak rendelkezésiinkre,
melyekkel a mieink jo egyezést mutattak. Egy olyan sziderofor (TAF) volt, ahol
teljesen irodalmi elézmény nélkiili adatokat hataroztunk meg. Ez esetben
megallapitottuk, hogy a harom disszociacios allandoja koziil csupan egy esik az un.
jellemz6 tartomanyba (pK ~ 8,5 - 9,5). Egy érték ett6l tobb log egységgel kisebb
(pK = 4,15(6)), mig a harmadik szamottevfen nagyobb (pK = 10,57(4)).
Magyarazatul a H-kotés kialakulasdnak lehet6sége all ezen ciklikus
trihidroxdmsavban.

e Az egyszerli monohidroxamsavak Mn(II)- és Co(Il)-rendszereire végzett
vizsgalatok alapjan megallapithatjuk, hogy mindkét fémionnal kézepes stabilitasu
komplexek képzddnek, melyeknek egymashoz viszonyitott stabilitasa megfelel az
Irving-Williams sornak. Mindkét fémionnal képz6d6 komplexekben oktaéderes
geometria megvalosulasat bizonyitottuk. A Co(II)-rendszerekben kimutattuk a
harom koordinalt hidroxamatot tartalmazé komplexek képzddését, szemben a
Mn(ll)-rendszerekkel, ahol annak kialakulasat a hidrolizis valamennyi aranynal

megakadalyozta.

e Az aminohidroxdmsav rendszerekben megallapitottuk mindkét fémion
tekintetében, hogy a hidroxamatcsoporthoz képest y-helyzetben 1évé aminocsoport
(GABA-ha) nem befolyasolja a hidroxamat koordinacidjat. Szemben a f-
helyzetben (B-Alaha) és még inkabb az a-helyzetben (a-Alaha) aminocsoportot
tartalmazo ligandumoknal. A hidroxamsav Rc szubsztituensében tovabbi
kelatképzot tartalmazo aminohidroxamsavaknal (Asp-p-ha, Glu-y-ha, Hiszha) mind
a Mn(II), mind a Co(Il) esetében azt feltételezziik, hogy a koordinacié nem tisztan

hidroxamatszeru.
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e Mindkét fémion dihidroxamsavakkal (DIHA) alkotott rendszereiben
képz6dé komplexek egymashoz viszonyitott stabilitasi sorrendje megegyezik a
korabban mas fémionnal tapasztalt sorrenddel. Ez azt jelenti, hogy a 2,5-DIHA,
melynek szerkezeti egysége megegyezik a DFB-vel, képezi a legstabilabb
komplexeket, a hidroxamsavcsoportokat 6sszek6té lanc révidiilése kisebb, mig a
peptidcsoport helyének valtoztatasa nagyobb hatassal van a képz6dé komplexek
stabilitasara. A Mn(ll)-dihidroxamsav rendszerekben minden esetben képzodik az
[Mn,Ls]*  Gsszetételi, mindkét fémion vonatkozasiban harom koordinalt
hidroxamatot tartalmazé komplex. A Co(II)-DIHA rendszerekben azonban
meglepd eredményt kaptunk, mivel azt tapasztaltuk, hogy a 2,5-H,H-DIHA
kivételével a harmadik hidroxamat koordinacioja nem kedvezményezett,

o A Mn(Il)- és a Co(I)-trihidroxamsav rendszerekr6l megallapithatjuk, hogy
ezekben csak 1:1 aranyq, kiillonb6z6 protonaltsagi komplexek képzédnek. Mindkét
fémion tekintetében a DFC és a TAF nagyobb stabilitdsu komplexeket képez, mint
a DFB vagy a DFR. Ez a stabilitdsbeli novekedés a hidroxamatcsoport és a [3-
helyzetben 1év6 kettdskotés kozott kialakuld  konjugacioval magyarazhato.
Igazoltuk, hogy mindkét fémion komplexeiben oktaéderes koordinacié valosul
meg. Megallapitottuk  tovabba, hogy a Co(Il)-DFR rendszerben a
dihidroxamsavakhoz hasonld moédon a harmadik hidroxamat koordinacidja nem

kovetkezik be, mely valdszintileg sztérikus okokkal magyarazhato.

o A Mn(Il)-sziderofér rendszerekben (semleges és lugos pH-n) végzett
relaxometrids vizsgalatok eredményei azt mutattdk, hogy a hdrom koordinalt
hidroxamatot tartalmaz6 komplexekhez, varakozasunknak megfeleléen, a Mn(l1),q-
hoz képest szamottevéen kisebb individualis relaxivitas értékek tartoznak. Meglep6
adatokat kaptunk azonban a két koordinalt hidroxamatot tartalmazdé komplexek
relaxivitasara, mivel azok még a Mn(Il),q értékét is joval meghaladdak voltak. A
kapott eredményt egy a viz Kkozvetitésével lejatszodd intramolekularis
protoncserével magyaraztuk, ami a mar koordinalt hidroxamat és a még
koordinalatlan hidroxdmsavcsoport kozott jatszodik le. Ezt a feltételezést két
kivalaszott dihidroxamsavval végzett kisérletek eredményei is alatamasztottak.

80



Hidroxamsav alapu szideroférok és modelljeik mangan- és kobaltkomplexei

e A Mn(Il)-hidroxamsav rendszereknél megallapithatjuk, hogy valamennyi
ligandummal pH ~ 7,5 folott a levegd oxigénje altali oxidacio mértéke fiigg mind a
pH-t6l, mind a koordinalt hidroxamatok szamatol. A Mn(lll)komplexek
sztochiometrikus mértékben valo képzOodését csak a szideroférok esetében talaltuk.
A ciklikus voltammetrids eredmények a redoxi folyamat kvazi reverzibilis voltat
mutattadk a DFC és a TAF esetében, mig a DFB-nél irreverzibilitast tapasztaltunk (a
DFR-b6l nem allt rendelkezésiinkre elegendd anyag, igy aranyfiiggés vizsgalatara
nem nyilt lehetségiink). A regisztralt voltammogramokbol leolvasott
formalpotencial értékek alapjan a fémiont +3-as oxidacids allapotban tartalmazo
komplexek stabilitasi allandoéit meghatiroztuk, melyek a Fe(Ill)-mal képzdodo
megfeleld komplexekkel 6sszemérhetd nagysagrendbe estek.

e A DFB és a DFC esetében, ahol szamos fémionnal képezett komplex
stabilitasi allandoja ismert, a Mn(lll)-mal képz6dé komplexekre meghatarozott
stabilitasi allandok redlis voltdnak igazoldsa érdekében, az értékeket azon
korrelacios egyenesre illesztettilk, amely a ligandum kiillonb6zé fémionokkal
képezett komplexeinek stabilitasi allandoja és a fémionok elsé hidrolizis allandoja
kozott mutat linedris Osszefiiggést. Ezt az Osszefiiggést felhasznalva, a Mn(III)-
DFB ¢és a Mn(IIl)-DFC-vel képzddd komplexekre szamolt stabilitasi allandok
ismeretében a Mn(Ill) els6é hidrolizis allanddjara (melyre az irodalomban csupan
egyetlen bizonytalan adat volt fellelhetd) is becslést tettiink.

e A Co(Il)komplexek oxidacidja nagy pH-n, hidrogén-peroxid
alkalmazasaval csak a szideroforokkal volt teljes (sztochiometrikus). A regisztralt
ciklikus voltammogramok a kozponti fémion irreverzibilis redukcidjat mutattak,
mely alapjan csak a katddos cstlics potencialjat tudtuk egyértelmiien meghatarozni,
melybdl kifolyolag a stabilitasi allandénak egy kozelitd felsd hatarértéke kertilt
meghatarozasra. A képz6dé Co(Ill)-sziderofor komplexek rendkiviil stabilak, a
szamolt stabilitasi allandok kozelitd fels6 hatarértékei tobb nagysagrenddel
nagyobbak a Fe(l11)-mal képzddé megfelelé komplexekénél.
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6. SUMMARY

Hydroxamic acids have been in the focus of interest not only in the
University of Debrecen, but also in many other international laboratory for ages.
The attention has turned to derivatives of the monohydroxamic acids as potential
metalloenzyme inhibitore molecules in the past few years. Therefore, the
investigation of the interaction of these ligands with numerous metal ions could get
a deeper understanding of the inhibition mechanism and may provide useful
information for design of new inhibitor molecules. Many results can be found in
the literature which deal with the 3d transition metal ion monohydroxamic acid
systems, but there are very few data in connection with the interaction of Mn(ll) or
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Co(Il) with monohydroxamic acids. Furthermore, Co(lll)/Co(ll)-mixed ligand
(one of the ligands is monohydroxamate) complexes as prodrugs have been
developed to carry the inhibitor monohydroxamate molecule directly to the cancer
cells. Since there have been very few data in literature and the above mentioned
biological effects, what initiated our work to investigate the interaction of Mn(ll)
and Co(ll) ions with selcted simple monohydroxamic acids and aminohydroxamic
acids in solution. Another interesting aspect is that the Mn(Il) complexes can be
potential candidates for application as contrast agents in medical magnetic
resonance imaging. The ligands to achieve higher stability of the complexes
compared to those of monohydroxamic acids were necessary to involve into these
types of investigation. Trihydroxamic acid based siderophores were also
investigated in this aspect. Additional solution equilibrium study was also
performed with the systems of the two metal ions and DFB model dihydroxamic
acids. Because both metal ions are redox active, the another aim of this work was
to investigate the redox stability of hydroxamate complexes, and where the
formation of the Mn(lll) or Co(lll) complexes were unambiguous the stability
constants of the complexes containing metal ion in the +3 oxidation form was also
determined.

Important aims of the solution equilibrium studies were to determine the
stoichiometry and the stability of the complexes formed and to get information
about the geometry, the coordination modes of the complexes. Mainly pH-
potentiometric, UV-visible spectrophotometic and ESI-MS methods were used. In
the cases of Mn(ll)-siderophore and -dihydroxamic acid systems relaxometric
measurements were also performed. The stability constants of the complexes
containing metal ion in its +3 oxidation form were determined by using cyclic
voltammetry.

The major results obtained from the results are as follows:

o All of the studied ligands were either bought or prepared previously except

one (GABA-ha), what was synthetized in the present work. Out of the siderophores
DFB was bought and the others (DFR, DFC, TAF) were isolated.
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e Acid dissociation constants of all the ligands were determined and the
results obtained are in good agreement with the data found in literature. At one
part of the ligands there was data under our conditions in literature. In the case of
two ligands (DFR, GABA-ha) data of other laboratories could be found. There was
one siderophore (TAF) which has no result in literature. Its pK values were
determined for the first time. It has three dissociation constants but only one is in
the characteristic range (pK ~ 8,5 - 9,5). One value is lower with more log units
(pK = 4,15(6)) and the third one is considerably higher (pK = 10,57(4)). Hydrogen
bond formation is assumed in this cyclic trihydroxamic acid.

e The results show a moderate stability of the Mn(ll) and the Co(ll)
complexes with simple monohydroxamic acids. The stabilities follow the Irving-
Williams trend, what means the somewhat higher stability of the Co(ll) complexes
compared to the Mn(Il) ones. The octahedral geometry in the formed complexes
with both metal ions was confirmed. The formation of tris-chelated complexes was
found only in the Co(ll)-simple monohydroxamic acid systems, but not in the
Mn(1l) containing systems, where this was hindered by the hydrolysis of the metal
ion.

e In the case of Mn(ll)- and Co(ll)-aminohydroxamic acid systems, if the
amino group is in the y-position (GABA-ha) this has no effect on the coordination
of the hydroxamate group. But it has measurable effect if it is situated at B-position
(B-Alaha) and the effect is the biggest if the amino moiety is at a-position (o-
Alaha). The coordination is not clearly hydroxamate type in the complexes formed
in the Mn(I1)-Asp-B-ha, Mn(11)-Glu-y-ha, Mn(ll)-Hisha, Co(ll)-Asp-p-ha, Co(ll)-
Glu-y-ha and Co(lIl)-Hisha systems.

e The trend of the stability of the formed complexes in the Mn(ll)- and
Co(Il)-dihydroxamic acid (DIHA) systems is in good agreement with those
obtained earlier with other metal ions in our lab, namely 2,5-DIHA, which has the
same type of connecting chain as those in DFB, forms the most stable complexes.
If the length of the connecting chain in the dihydroxamic acids is shortened the
stability of the complexes decreases a bit. However, the change of the position of
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the peptide group in the chain causes significant decrease of stability. In the
Mn(I1)-DIHA systems form the [Mn,L]*> complex, in which three coordinated
hydroxamates per metal ion exist, was found. Surprisingly, formation of tris-
chelated complexes was not occured in the Co(ll)-DIHA systems except with the
2,5-H,H-DIHA.

o Different protonated and non-protonted complexes can be formed with 1:1
metal to ligand ratio in the Mn(ll)- and the Co(ll)-trihydroxamic acids systems.
With both metal ions the DFC and the TAF form more stable complexes compared
to the DFB or the DFR. This stability increase can be explained by the conjugation
of the hydroxamate group and the double bond situating one in B-position to each
hydroxamate function. The octahedral geometry in the formed complexes with
both metal ions was confirmed. Furthermore, the coordination of the third
hydroxamate group was not occured in the Co(ll)-DFR system similar to the
Co(Il)-DIHA ones. Sterical hindrance might be responsible for these unexpected
results.

e In the Mn(ll)-siderophore systems the individual relaxivity values
calculated for the tris-chelated complexes are as expected significantly lower than
the relaxivity of Mn(I1),,. However, the values are surprisingly high in the case of
bis-chelated complexes, much higher than the value of the Mn(Il),. This
phenomenon can be explained by the water mediated intramolecular prototropic
exchange between the coordinated hydroxamate and the protonated, non-
coordinated hydroxamic functions. This assumption was supported by the results
obtained for the bis-chelated complexes with dihydroxamic acids.

o At the Mn(I)-hydroxamic acid systems we observed that, above pH 7.5 no
matter what the ligand was, some oxidation occured by the air oxygen, but the rate
and the extent of that reaction depend on both the pH and the number of the
coordinated hydroxamates. The formation of the Mn(l11) complexes was complete
(stochiometric) only with syderophores. Quasy-reversibility of the redox processes
was found if the ligand was DFC or TAF. However, in the case of DFB the process
was irreversible. (Unfortunatelly we had small amount of DFR therefore we could
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not make measurements for ratio dependence.) The formal redox potentials were
determined from the registered voltammograms and the stability constants for the
Mn(l11)-siderophore complexes were calculated. These values are close to the
stability constants of the corresponding Fe(l11) complexes.

e Considering the linear correlation of the first hydrolysis constants of the
metal ions with the stability constants of the formed complexes with a given ligand,
we estimated the first hydrolysis constant of the Mn(l11) (for what hard to find data
in the literature), using the stability constants for complexes formed between DFB
or DFC and numerous metal ions.

e At the Co(ll)-systems the oxidation was carried out at high pH using
hydrogen-peroxide and only in the case of siderophores it was complete. The
registered cyclic voltammograms show the irreversible reduction of the central
metal ion, therefore only the catodic peak potential could be determined from it.
From this reason only the upper limit of the stability constants could be calculated
for the Co(lll)-siderophore complexes. On the basis of the values, we can say that
the Co(lll)-siderophore complexes are exceptionally stable, the upper limit of their
constants are many orders of magnitude higher than the stability constants of the
corresponding Fe(111) complexes.
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