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1. BEVEZETES, CELKITUZESEK

A hidroxdmsavak évtizedek 6ta a figyelem eldterében vannak. Egyik
jelentds bioldgiai hatdsuk az enziminhibicidhoz kdthetd, mely foként a
monohidroxamsavakkal van kapcsolatban. Az inhibiciés mechanizmus
teljesebb megértése, Uj inhibitorok tervezése érdekében szamos 3d
atmenetifém-ion monohidroxadmsavakkal valo kolcsonhatasat
tanulmanyoztak. Azonban csak elvétve talalhato olyan irodalom, amiben a
Mn(ID)- vagy a Co(II)-monohidroxamsav rendszereket vizsgaltak.

Az enziminhibicié egyik fontos 1épése az inhibitor célhelyre valo
juttatasa, amely kapcsan az utdbbi évektdl kap figyelmet a kobalt(III/1)-
monohidroxamsav kolcsonhatds. Az irodalom szerint Co(IIl)-tartalmi
~prodrug”-okat fejlesztenek ki, melyekkel célzottan a rakos sejtekhez
juttatjdk az inhibitort. A kobalt tekintetében ezen aspektus keltette fel
érdeklédésitinket, mig a Mn(I)komplexek vonatkozasdban az esetleges
kontrasztanyagként valoé alkalmazhatésdganak lehetésége volt érdekes
szamunkra a trihidroxamsav alapt természetes szideroforok tekintetében.

A rendelkezésiinkre all6 kevés irodalom, valamint az el6z6ekben
emlitett néhany érdekes aspektus miatt célunk volt egyrészt mindkét fémion
+2-es oxidacios formaik mono-, di- és trihidroxamsav szarmazékokkal vald
oldatbeli kdlcsonhatasanak feltérképezése, ami jelenti a Mn(Il)- és a Co(II)-
rendszerekben az egyensulyi modell felallitasat, a termodinamikai stabilitas,
valamint a redox stabilitas feltérképezését. Vizsgalatainkba mindosszesen 18
ligandumot vontunk be, melyek kozil 1 esetben, a y-amino-vajsav
hidroxdmsav szarmazékanak (GABA-ha) esetében, a szintézis is ezen munka
soran tortént. Ezen 18 ligandum ko6zott szerepelnek az enziminhibicid
szempontjabol potencidlis jelentéségli egyszerli monohidroxamsavak,

valamint aminohidroxamsavak. Utobbiak Rc szubsztituenseiben tovabbi



koordinalédni képes donorcsoportot vagy kelatképzot tartalmaznak, amely
ligandumcsoportnal célunk annak felderitése mindkét fémion tekintetében,
hogy a hidroxamat koordinacioban jatszott szerepét hogyan befolyasolja a
téle kiilonbozé kotéstavolsagban 1évod, illetdleg kiilonféle tipust Rc
szubsztituensbeli donoratom vagy kelatképz6 csoport. Tanulmanyoztuk
tovabba jelen munka sordn az irodalomban nagyon kevéssé, illetve
egyaltalan nem vizsgalt 4 trihidroxdmsav alapll természetes sziderofor,
valamint DFB modell dihidroxamsavak Mn(I)- és Co(Il)komplexeit is.

A fémion-ligandum kolcsonhatas feltérképezése érdekében, szigortan
anaerob korilmények kozott, foéként pH-potenciometrids méréseket
végeztiink, melyek mellett egyéb szerkezetvizsgald moddszereket is
alkalmaztunk  (UV-Vis  spektrofotometria, ESI-MS). A Mn(Il)
szideroforokkal és két kivalasztott dihidroxdmsavval alkotott rendszere
esetében relaxometrids vizsgalatok is torténtek.

Tekintettel a Mn(Il) és a Co(Il) redox aktiv voltara, vizsgalatainkat
kiterjesztettik a levegd jelenlétében torténd mérésekre is. A Co(I)-t
tartalmazo rendszerek esetén hidrogén-peroxid szerepelt oxidaloszerként. Az
oxidaci6 nyomon kdovetése spektrofotometrias modszerrel tortént, és a
szideroforokkal, ahol egyértelmi volt a Mn(III)- illetve a Co(Ill)komplexek
képzbédése, célunk volt a +3-as oxidacios allapoti fémiont tartalmazéd
komplexek stabilitasi allanddjanak meghatarozasa. Ezen esetekben az UV-
Vis spektrofotometrias mérések mellett ciklikus voltammetrids méréseket is

végeztiink.



2. ALKALMAZOTT VIZSGALATI MODSZEREK

A +2-es oxidacids allapoti rendszerek vizsgalata soran mindkét
fémionnal az inert atmoszférat argon gaz buborékoltatasaval biztositottuk a
pH-metrias, és a Co(Il) esetében a spektrofotometrids mérések teljes ideje
alatt is. A pH-potenciometrids méréseknél a Co(Il)-aminohidroxdmsav
rendszerek esetében az argon gaz oxigénmentesitésére is sziikség volt (Gn.
Cr(II)/Cr(I)-es mos6 segitségével), mivel ezen rendszereknél mar akar
nyomnyi mennyiségii oxigén jelenléte is elegenddé az oxidacidhoz. A
mintaelékészitésnél a pH-metrids és a spektrofotometrids mérések soran nem
volt sziikséges az inert atmoszféra biztositdsara, mivel a mérések minden
esetben savas tartomanybol indultak. A Mn(I)komplexek relaxivitdsanak
meghatarozasanal azonban a mintacl6készitésnél is inert atmoszférat kellett
biztositanunk, mivel a mérések lugos pH-tartomanyban késziiltek.

pH-potenciometria: ~ Vizsgalataink  alapjaul  minden  altalunk
tanulmanyozott rendszernél ez a mérési modszer szolgalt, mely
eredményekbdl a ligandumok savi disszociacids allandoéit, valamint a
rendszerben képzod6 fémkomplexek Osszetételét és stabilitasi allandoit
hataroztuk meg (7= 298 K, 7 = 0,20 M KCI). A ligandum koncentracidja a
mintakban 0,0008 - 0,005 mol/dm’® kéz6tt, mig a fémion-ligandum aranya
1:1 és 1:5 kozott valtozott. A mérési eredmények kiértékeléséhez a
PSEQUAD ¢és a SUPERQUAD szamitogépes programokat hasznaltuk.

UV-ldthaté spektrofotometria: A 3d> Mn(IT)-iont tartalmazé komplexek

spektruma a nagyon kicsiny molaris abszorbancia értékek miatt nem igazan
informativ, viszont a Co(Il)-iont tartalmazé rendszereknél kapott
spektrumok elemzésével a képzddé komplexek geometridjara, a komplexben

1év6 koordinacios modokra, a koordinalodd hidroxamatcsoportok szamara



kovetkeztettiink.  Mindkét fémion esetében  végeztiink  spektralis

vizsgalatokat az oxidacié nyomon kovetésére.

Ciklikus voltammetria (CV): Mindkét fém - sziderofér komplexeinek
formalpotencial értékeit, illetve a +3 oxidacids allapoti fémiont tartalmazo
komplexek stabilitasi allandoit hataroztuk meg ezzel a mddszerrel.
Meérésekhez klasszikus haromelektrodos rendszert alkalmaztunk (kobalt
estében szén-, mig a mangannal platina munkaelektrédot hasznaltunk, a
referencia elektréd mindig Ag/AgCl volt). A regisztralt voltammogramokat
a CACYVO programmal értékeltiik ki.

Relaxometria: Relaxometrids méréseket Mn(I)komplexekkel végeztiink
(a 4 szideroforral és 2 kivalasztott dihidroxamsavval). Relaxacios id6t
mértiink, melybdl relaxivitas értékeket szamoltunk.

Elektro-spray ionizdcios tomegspektrometria (ESI-TOF-MS): Mindkét

fémion esetében néhany kivalasztott ligandummal alkotott komplexére
végeztink ESI-MS  méréseket, a képzdd6 komplexekben 1évo
sztochiometrianak, illetve a fémion oxidacids allapotanak alatdmasztasara.

A vizsgalt vegyiiletek koziil az Aha-t, a Bha-t, a Glu-y-ha-t és Asp-p-ha-
t kiilonbozo cégektdl szereztiik be, a dihidroxamsavak, a MeAha és a Hiszha
Tanszékiinkon korabbi munkak soran keriiltek eléallitasra. A szideroforok
kozil a DFB-t mezilat formaban a CIBA-GEIGY gyogyszergyartol
vasaroltuk, mig a DFC-t, a DFR-t és a TAF-ot a Mikrobialis Biotechnologiai
¢és Sejtbioldgiai Tanszék bocsajtotta rendelkezésiinkre. Jelen munka keretein
beliil egy ligandum, a y-amino-vajsav hidroxamsav szarmazékanak (GABA-
ha) eléallitasara kertilt sor.

A tanulmanyozott ligandumok nevei és szerkezeti képletei csoportositva
alabb lathatok.
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3. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Jelen doktori munka soran oldategyensulyi vizsgalatokat végeztiink 18
hidroxdmsavszarmazék Mn(Il)- és Co(II)-ionokkal alkotott rendszereire. A
+2-es oxidaciods allapot vizsgalatdhoz mindkét fémionnal inert atmoszférat
biztositottunk. Vizsgalataink els6 1épéseként valamennyi esetben a
ligandumok protonalodasi allandoit hatdroztuk meg, majd a fémiont is
tartalmazod rendszerekben a képz6dd komplexek stabilitdsi allandoit. A
komplexekben megvaldsuld szerkezetek, kotésmodok felderitésére tovabbi
mérési modszereket is alkalmaztunk (UV-Vis spektrofotometria, ESI-MS).
A Mn(Il)-sziderofér rendszerekre relaxometrias vizsgalatokat is végeztiink.

Néhany kivalasztott rendszer aerob koriilmények kozotti pH-fliggd
redox aktivitasat spektrofotometridsan kdovettik nyomon. Valamennyi
rendszernél azt tapasztaltuk, hogy lugos koriilmények kozott levegd oxigénje
altali oxidacié kovetkezik be, azonban az M(IID)komplexek kizardlagos
jelenlétét csak a szideroféroknal talaltuk. Ez utobbi esetben az
M(IIDkomplexek stabilitasi allandoéit ciklikus voltammetrias mérésekkel

hataroztuk meg.

3.1. A Mn(II)- és a Co(Il)-monohidroxamsav rendszerek

Ezen ligandumok kozott szerepelnek egyszeri monohidroxdmsavak
(Aha, MeAha és Bha), valamint olyan aminohidroxdmsav szarmazékok,
melyek a kapcsolédd oldallancban tovabbi koordinalédni  képes
donorcsoportot (GABA-ha) vagy kelatképz6 csoportot tartalmaznak a
hidroxamatcsoporthoz képest kiilonb6zo helyzetben (Asp-B-ha, Glu-y-ha,
Hiszha).



Ezen ligandumok Mn(II)- és Co(II)-vel alkotott rendszereivel végzett
vizsgalatok eredményei alapjan megallapithatjuk, hogy a
monohidroxamsavak mindkét fémionnal kozepes stabilitasti komplexeket
képeznek, melyek egymashoz viszonyitott stabilitasa megfelel az Irving-
Williams trendnek, mely szerint a Co(II)komplexek valamelyest stabilabbak.
Tovéabba kimutattuk a Co(Il)-egyszeri monohidroxamsav rendszerekben a
harom koordinalt hidroxamatot tartalmazé komplexek képzodését, szemben
a Mn(I)-ionnal alkotott rendszerekkel, ahol a hidrolizis ezt minden vizsgalt
aranynal megakadalyozta. Az aminohidroxamsav rendszerek esetében az
mondhat6, hogy a y-helyzetben 1évé aminocsoport nem befolyasolja a
hidroxamatcsoport koordinaciojat egyik altalunk vizsgalt fémionnal sem.
Tovabba feltételezziik, hogy az Asp-B-ha, a Glu-y-ha és a Hiszha
ligandumokkal képz6dé Mn(II)- és Co(Il)komplexekben a koordinacié nem

tisztan hidroxamatszeri.

3.2. A Mn(1)- és Co(I)-tobb hidroxamdtcsoportot tartalmazo

rendszerek

Vizsgalt ligandumaink ko6zott szerepel 4 trihidroxdmsav alapt
természetes sziderofor (DFB, DFR, DFC, TAF) és néhany DFB modell
dihidroxamsav is (2,5-DIHA, 2,5-H,H-DIHA, 2,4- 2,3- 2,2- 3,4- 3,3-DIHA).

A Mn(II)- és a Co(Il)-trihidroxamsavakkal alkotott komplexeirdl
megallapitottuk, hogy ezekben a rendszerekben 1:1 aranyu, kiilonb6zo
protonaltsagi komplexek képzddnek. Mindkét fémion tekintetében a DFC és
a TAF nagyobb stabilitdsti komplexeket képez, mint a DFB vagy a DFR. Ez
a stabilitdsbeli novekedés a hidroxamatcsoport és a P-helyzetben 1évo
kettoskotés kozott kialakuld konjugacioval magyarazhato. Igazoltuk, hogy

mindkét fémion komplexeiben oktaéderes koordinacio valosul meg.
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Megallapitottuk, hogy a Co(II)-DFR rendszerben a harmadik hidroxamat
koordinalodasa nem  kovetkezik be, annak ellenére, hogy a
spektrofotometrias mérések alapjan a képzodé komplexben oktaéderes
geometriat feltételeziink. Hasonldé megallapitast tettiink a dihidroxamsavak
(L) esetében is, mely szerint a [Co,L;]* tipusti komplex, amely mindkét
fémion vonatkozasaban harom koordinalt hidroxamatot tartalmaz, képzédése
nem kedvezményezett. Valdsziniileg sztérikus okai lehetnek, hogy az
emlitett  rendszerekben nem  képzédik a  harom  koordinalt
hidroxamatcsoportot tartalmazé komplex.

A Mn(Il)-szideroforok triszkelatos komplexeiben a relaxivitds a
varakozasnak megfeleléen a Mn(Il),-hoz képest lecsdkken, azonban
meglepé modon a biszkelatos komplexekhez (ahol tehat van még egy, a
fémionhoz nem koordinal6dod, protonalt formaban 1évo hidroxamsavcsoport)
tartozo relaxivitas kiugréan nagy érték. Ezt a relaxivitds novekedést viz
kozvetitésével lejatszodd intramolekularis dinamikus protoncserével
magyarazzuk, ami a koordinalt és a még nem koordinalt hidroxamatok
kozott torténik. Ezt a feltételezést a dihidroxamsavakkal kapott eredmények
is alatdmasztjak, mivel ezen ligandumok két koordindlt hidroxamatot
tartalmazé komplexeire meghatarozott relaxivitas értékek nem kiugroak,
hanem értelmezheték a koordinacios szféraban még bennlévo vizmolekulak

szama alapjan.

3.3. A Mn(1I)- és Co(ID)komplexek redox stabilitisa

A Mn(I)-t tartalmazod rendszereknél megallapitottuk, hogy pH 7,5
folott minden vizsgalt ligandumnal bekdvetkezett a levegd oxigénje altali
oxidacio, azonban a folyamat mértéke fligg a pH-t6l és a koordinalodo

hidroxamatok  szamatél. A Mn(Il)komplex  képzddése  teljes
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(sztochiometrikus) reakcidban csak a szideroférokkal, pH ~ 9 folott
kovetkezett be. Ezen esetekben, a Mn(Il)komplexekkel ciklikus
voltammetrids mérések is késziiltek. Megallapitast nyert, hogy a DFC-vel, a
TAF-fal a redoxi folyamat kvazi reverzibilis, mig a DFB-vel a katod, illetve
anod csucsaram aranya fiigg a mintabeli fémion-ligandum aranytol. (A DFR
esetén a rendelkezésre allo igen csekély mennyiségi sziderofér miatt
aranyfliggést végezni nem tudtunk.) Minden esetben megtortént a
formalpotencidl meghatarozasa, melyek figyelembe vételével a Mn(II)-
sziderofor ~ komplexekre  stabilitdsi  allandokat is  szamoltunk.
Megallapitottuk, hogy az értékek nagysagrendileg a megfeleld
Fe(Il)komplex allandoéival osszevethetéek. Mivel a DFB és a DFC esetében
mar sok fémionnal meghataroztdk a képzddd komplexek stabilitasi
allandoéjat, valamint figyelembe véve a fémionok els6 hidrolizis allandoja és
egy adott ligandummal képezett komplexiik stabilitasi allanddja kozotti
linearis Osszefiiggést, a [Mn(II[)DFB] és a [Mn(II)DFC] komplexekre
szamolt allandokat a korrelacidés egyenesre illesztve, a Mn(Ill) els6
hidrolizis alland6jara (melyre az irodalomban alig van adat) is becslést
tettiink.

A Co(Il)-iont tartalmazé rendszerek oxidacioja csak nagy pH-értékeken
(pH ~ 9 folétt), hidrogén-peroxidnak a mintahoz torténd adagolaséaval teljes
mértékben csupan a szideroférokkal ment. A kapott Co(III)-tartalmi mintak
ciklikus voltammetrias mérései azt mutattak, hogy a komplexbeli kdzponti
fémion redukcidja irreverzibilis, igy a voltammogramok alapjan csak a
katddos cstcspotencial volt meghatarozhat6. Ebbdl kifolyolag a Co(III)-
sziderofor komplexeknél csupan a stabilitasi allandok kozelité felso
hatarértéke volt szamolhat6. Ezen értékek alapjan megallapitottunk, hogy a

Co(Ill)-sziderofér komplexek rendkiviil stabilak, &llandojuk felsd
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hatarértéke tobb nagysagrenddel nagyobb a Fe(Ill)-mal alkotott megfeleld

komplexek allando6inal.

4. AZ EREDMENYEK VARHATO HASZNOSITASI
LEHETOSEGEI

Vizsgalataink alapkutatas jelleglieck. A munka soran a Mn(Il)- és a
Co(II)-hidroxamat rendszerekben képz6dd komplexek stabilitasi viszonyait
és lehetséges szerkezetiiket deritettiik fel. Azon monohidroxamsavak
tekintetében, ahol az oldallincban 1évé donorcsoporttal vagy
donorcsoportokkal tovabbi nem-kovalens kolcsonhatds kialakitasara nyilik
lehetdség, a kapott eredmények értékes informaciot szolgaltathatnak pl. 0j
inhibitor molekulak tervezésé¢hez.

A Mn(ID)-hidroxamat komplexeknél a meghatarozott relaxivitas értékek
informaciét nygjthatnak pl. ) Mn(I)-tartalma MRI kontrasztanyagok
tervezésénél.

Tovabbi  érdekes  eredmény, hogy az  M(II)-szideroforok
M(IIDkomplexekké sztdchiometrikus reakcioban oxidalodnak. Ezen utobbi
komplexek stabilitdisa kozel esik vagy meghaladja a megfelelo
Fe(Ill)komplexek stabilitasat. Ez az eredmény egyértelmiien mutatja, hogy a
Mn(IIl), de kiilondsen a Co(Ill) jelenléte a mikroorganizmusok vas-
felvételét szamottevoen megzavarhatja, aminek érdekes aspektusai lehetnek

pl. gyogyszerek fejlesztése szempontjabol.
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1. INTRODUCTION AND AIM OF THE WORK

Hydroxamic acids have been in the focus of interest for ages. One of the
most important biological effects is connected to the enzyme inhibition,
which is mostly in connection with monohydroxamic acids. The interaction
of monohydroxamic acids with numerous 3d transition metal ions have been
investigated to get a deeper understanding of the mechanism of the
inhibition or to plan new inhibitor molecules. However, very few results can
be found in literature which deal with the Mn(II)- or Co(ID)-
monohydroxamate systems.

One of the most important steps of the enzyme inhibition mechanism is
the transfer of the inhibitor molecule to the target cell. This is the reason
why the attention have turned to the interaction of cobalt(IIl)/(Il) and
monohydroxamic acid in the past few years. According to the literature
Co(IIT) containing prodrugs are developed that carry the inhibitor directly to
the cancer cells. In the case of cobalt this aspect aroused our interest. What
was so interesting for us regarding trihydroxamate based siderophores is that
the Mn(II) complexes can be potential candidates for application as contrast
agents in medical magnetic resonance imaging.

Since there are very few data in literature on the Mn(Il)- and Co(Il)-
hydroxamate complexes and on some of the above mentioned aspects, our
aim was to investigate the interaction of numerous mono-, di,- and
trihydroxamate derivatives with Mn(II) and Co(Il) ions. This means the
determination of the equilibrium models, the investigation of the
thermodynamic and redox stability in the Mn(II) and Co(Il) containing
systems. In this work 18 ligands were investigated. Among them one was
synthetized during this work (GABA-ha: y-Aminobutyric acid-hydroxamic

acid). These 18 investigated ligands belong to monohydroxamic- and
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aminohydroxamic acids, which have potential importance in the enzyme
inhibition. Aminohydroxamic acids have additional donor- or chelate
forming groups in the R substituenses. With these ligands our aim was to
investigate the effect of the different donor- or chelate forming group (in
different position from the hydroxamate group) during the coordination. The
Mn(I) and the Co(Il) complexes of four trihydroxamic acid based
syderophores, which are hardly or not studied at all in the literature, and
DFB model dihydroxamic acids were also investigated.

To get information about the metal ion - ligand interaction, strictly under
anaerob  circumstances, mainly pH-potentiometric and additional
spectroscopic methods were carried out (UV-Vis spectrophotometry, ESI-
MS). Furthermore in the case of Mn(Il)-siderophore and -dihydroxamic acid
systems relaxometric measurements were also performed.

Because both metal ions (Mn(Il) and Co(Il)) are redox active,
measurements were carried out under aerobic conditions too. At the Co(II)
containing systems the hydrogen peroxid was used as oxidazing agent. To
follow the oxidation process spectrophotometric method was applied. With
the siderophores, where the formation of the Mn(IIl) or Co(Ill) complexes
were unambiguous, our aim was to determine the stability constans of the
complexes containing metal ion in the +3 oxidation form by using cyclic

voltammetry.
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2. EXPERIMENTAL METHODS

Systems containing the metal ions in +2 oxidation form argon gas was
bubbled through the sample to ensure the inert atmosphere during the pH-
potentiometric and the spectrophotometric measurements at the Co(Il)-
hydroxamic acid systems too. It was necessary to purify the argon gas from
the oxygen traces at the potentiometric method in the case of Co(Il)-
aminohydroxamic acid systems, because in these systems trace amount of
oxygen is enough to the oxidation. During the preparation of the pH-
potentometric and spectrophotometric samples the inert atmosphere was not
necessary to ensure, because the measurements were started in acidic
circumstances. However, at the determination of the relaxivity of the Mn(II)
complexes inert atmosphere was ensured also during the preparation of the
samples, because the measurements were carried out under basic conditions.

pH-potentiometry: The ligand concentration varied in the range of
0,0008 - 0,005 mol/dm®, and the metal to ligand ratio ranged from 1:1 to 1:5
in the samples. From the experimental results the dissociation constants of
the ligands as well as the stoichiometry and the stability constants of the
formed complexes were determined (7 = 298 K, I = 0.20 M KClI).
Calculations were performed with the PSEQUAD and the SUPERQUAD
computer programs.

UV-Vis spectrophotometry: The spectra of the 3d> Mn(1I) ion containing

complexes actually have no information because of the very small molar
absorption coeffitient. In the case of the Co(Il) containing spectra, we get
information about the geometry, the coordination modes and the number of
the coordinated hydroxamate groups of the formed complexes.
Spectrophotometry was used to follow the oxidation process in the case of

both ions.
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Cyclic_voltammetry (CV): The formal potentials and the stability

constants of the +3 oxidation state metal ion containing siderophore
complexes (Mn(IIl) and Co(IIl)) were determined by this method. Classical
three electrodes system was used for the measurements (in the case of cobalt
carbon- at manganese platina working electrode was used, and the reference
electrode was always Ag/AgCl). The registered voltammograms were
evaluated with the help of CACYVO computer program.

Relaxometry: Relaxometric measurements were carried out on Mn(Il)
complexes, the ligands were four siderophores and two of the dihydroxamic
acids. Relaxivity values were calculated from the measured relaxation times.

Elektro-spray ionization _mass spectroscopy (ESI-TOF-MS): Selected

systems were studied by this method to prove the stoichiometry and the
oxidation state of the metal ion in the complexes formed.

Aha, Bha, Glu-y-ha and Asp-B-ha are commercially available, therefore
these ligands were bought. The dihydroxamic acids, MeAha and Hisha were
synthesized at our Department during earlier works. Among the
siderophores the DFB, in mesilate form, was produced by CIBA GEIGY,
DFC, DFR and TAF were isolated by the Microbial Biotechnogy and
Cellbiology Department. In this work one ligand, y-Aminobutyric acid-
hydroxamic acid (GABA-ha) was synthesized.

The names and the structures of the studied ligands are listed below.
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Monohydroxamic acids

Rc Ry Name Abbr.
Aceto-
- CHs -H hydroxamic acid Aha
Re Y -Me- .
NF _CH, _cH, | NMe-Aceto 1 g
hydroxamic acid
N _CH “H Benzo- Bh
RN/ \OH e hydroxamic acid a
y-Aminobutyric
- CH,-CH,-CH,-NH;" | -H acid-hydroxamic | GABA-ha
acid
R X Name Abbr.
Aspartic acid-$3-
- COOH ! hydroxamic acid Asp-f-ha
CH 1 1d-v-
Fen” L o ~COOH p | Clutamicacidy- | gy ) 4
i | hydroxamic acid
NH;" N
Hz \OH E]z
HN—CT N\ o
7\ Hlstldlpe- ' .
HC/\N CH 0 hydroxamic acid Hisha
H
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Dihydroxamic acids:

|| 0| TN Ry =-CHj3
x=2 =5 2,5-DIHA
HO\ /c\(CH )/C\N /LCHZ)?\C /N\OH y 5

| 7x H ” x=3 y=4 34-DIHA

Ry o x=3 y=3 3,3-DIHA

x=2 y=4 24-DIHA

Ry=-H x=2 y=3 23-DIHA

x=2 y=5 2,5-HH-DIHA x=2 y=2 22-DIHA
Trihydroxamic acids: o
_cH CH, u

/\/ /\ /\H

zC CH, H,C

N
/CHz \ /K HN\ /CHz /|\ /le HZ|C\

"HyN ﬁ CH,
OH 0 CH,
HZC/
Desferrioxamine B (DFB) |
HO CH
\ / 2
|
2
0 0 CH;
< e CH
HN—/ 3
~
N / HC/ \ / \\&
\C/CH2 ~ Hz ou 0
\ NH
NH /
Va _ - OH
H,C—CH O—C z
/ \ \ - \40
HO L /CHZ
=
0 HN \
\
an—cr, B Ho JC—CH,
;IC/C= H, N
¢
I N C/C
0 ﬁz H, Desferricrocin (DFR)
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[0
| H | Il
HO. N 0, N CH, C CH, C H, CH,
\Ll‘Hz \T/ \l 5 Y eu \THZ HT/ Senr” N0 \ClH/ Seny” \T/ \
HC _CH HyC CH HyC ¢ NH OH
\T/ \CH/ \H 0 \l/ \0 o
CH, OH CH;
Desferricoprogen (DFC)
CH,
H, é
/C\C/ <<CH CH CH, //
o H \ i’ Ny —C
2 / CH, CH™ N\
| R Cc—N Vi o
0=C Y I\ HN |
\CH/NH o OH \ CH,
| H,C
H,C—cCH OH Q , NI AT
:/ \\_ #C~cu, N.N”N’"-
—N / G . .
CH; \C¢O HO— triacetylfusarinine C
Hc, R JCH,
\ \ (TAF)
C~cy, ™ ’
/ -
e L S
2" NA—C
RN
o)
R = acetyl
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3. NEW SCIENTIFIC ACHIEVEMENTS

Solution equilibrium study on complexes formed between 18
hydroxamic acid derivatives and Mn(II) or Co(Il) ions have been done in
this PhD work. To maintain the +2 oxidation state of the metal ions inert
atmosphere was used during the experimental work. At first the protonation
constants of the ligands were determined what was followed by the
determination of the stability constants of the complexes formed by pH-
metry in the metal ion containing systems. To get information about the
structures, bonding modes of the complexes, measurements by UV-Vis
spectrophotometry, ESI-MS were performed. On the investigated Mn(II)-
siderophore systems, relaxometric measurements were also done.

On selected systems, under aerobic condition, redox activity as a
function of pH was also studied by UV-Vis spectrophotometry. Oxygen
sensitivity of all systems under basic condition was found, but predominant
formation of M(III) complexes was supported only in the siderophore
containing systems. In these latter cases determination of the stability of

M(III) complexes by cyclic voltammetry was also performed.

3.1. The Mn(ID)- and Co(Il)-monohydroxamic acid systems

Among investigated ligands there are simple monohydroxamic acids
(Aha, MeAha and Bha) and also some aminohydroxamic acid derivatives.
The latters contain additional donor (GABA-ha) or chelate forming group
(Asp-p-ha, Glu-y-ha, Hisha) in the connecting side chain at different position
from the hydroxamate.

The results show moderate stability of the Mn(Il) and the Co(Il)
complexes with monohydroxamic acids. The stabilities follow the Irving-
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Williams trend, what means that the Co(II) complexes are somewhat more
stable than the Mn(Il) ones. Furthermore, the formation of tris-chelated
complexes was found only in the Co(I)-simple monohydroxamic acid
systems, but not in the Mn(Il) containing systems, where this is hindered by
the hydrolysis of the metal ion. In the case of Mn(Il)- and Co(I)-
aminohydroxamic acid systems, the amino group in the y-position has no
effect on the coordination of the hydroxamate group. However, the
coordination is not clearly hydroxamate type in the complexes formed in the
Mn(I)-Asp-B-ha, Mn(I)-Glu-y-ha, Mn(Il)-Hisha, Co(Il)-Asp-p-ha, Co(II)-
Glu-y-ha and Co(Il)-Hisha systems.

3.2. The Mn(II)- and Co(Il)- di,- and trihydroxamic acid

systems

Four trihydroxamate based natural siderophores (DFB, DFR, DFC,
TAF) and some DFB model dihydroxamic acids (2,5-DIHA, 2,5-H,H-DIHA,
2,4-2,3-22-3,4- 3,3-DIHA) belong to this group of the ligands.

Different protonated and non-protonated complexes can be formed with
1:1 ratio in the Mn(Il)- and the Co(II)-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 in f-
position to the hydroxamate function. The octahedral geometry in the
formed complexes with both metal ions was confirmed.

Surprisingly, formation of tris-chelated complex was not found in the
Co(I)-DFR system, but the registered UV-Vis spectra suggest octahedral
geometry of the complex. Also with dihydroxamates (L), the formation of

[Co,L5]%, in which three coordinated hydroxamates per metal ion would be
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assumed, was not found. Sterical hindrance might be responsible for these
unexpected results.

The relaxivity values calculated for the tris-chelated complexes are close
to the expectable values, but this is not the case for the bis-chelated
complexes, in which one of the three functions is still in its protonated, non-
coordinated form. In these latter cases, the values are surprisingly high, what
can be explained by the water mediated intramolecular prototropic exchange
between the coordinated hydroxamate and protonated, non-coordinated
hydroxamic functions. This assumption was supported by the results of the
bis-chelated complexes with dihydroxamic acids, because the relaxivity
values obtained for these bis-chelated complexes can be explained by the

number of the inner-sphere water molecules.

3.3. Redox stability of the Mn(II) and Co(Il) complexes

At the Mn(II)-systems we determined 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(Ill) complexes was
complete (stoichiometric) only with siderophores, above pH ~ 9. In these
cases cyclic voltammeric measurements were also done. Quasy-reversibility
of the redox processes was found if the ligand was DFC or TAF. However,
in the case of Mn(Il[)-DFB the ratio of the peak (catodic and anodic)
currents depends on the metal-to-ligand ratio. (Unfortunatelly we had small
amount of DFR therefore we could not make measurements for ratio
dependence.) The formal redox potentials were determined and the stability
constants for the Mn(IIl)-siderophore complexes were calculated. These

values are close to the stability constants of the correponding Fe(IIl)
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complexes. 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(IIl) (for what hard to find data in literature), using the stability
constants for complexes formed between DFB or DFC and numerous metal
ions.

In the cases of the Co(Il)-systems the oxidation was successful only at
high pH (above pH ~ 9), using hydrogen peroxide, and only in the case of
siderophores it was complete. The results of the cyclic voltammetric
measurements performed on the Co(Ill) containing samples show the
irreversible reduction of the central metal ion, therefore only the catodic
peak potential could be determined from the voltammogram. From this
reason only the upper limit of the stability constants could be calculated for
the Co(III)-siderophores complexes. On the basis of the values, we can say
that the Co(IIl)-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(Ill) complexes.
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4. POSSIBLE APPLICATION OF THE RESULTS

The results obtained in this work are based on basic research study. The
stability and the possible structure of the complexes formed in the Mn(Il)-
and the Co(Il)-hydroxamate systems were determined. However, the
knowledge of the main factors determining the interaction between
manganese or cobalt and various monohydroxamic acids could be useful for
design of new inhibitor molecules.

The determined relaxivity values at the Mn(Il)-hydroxamate complexes
may provide information for planning new Mn(II) containing MRI contrast
agents.

A further interesting result is that the M(II)-siderophores can be oxidized
to M(III) complexes in stoichiometric reactions. The stability of the formed
latter complexes is close to or higher compared to the stability of the
corresponding Fe(Ill) complexes. These data unambiguously show that the
presence of the Mn(III), especially the Co(IIl) may disturb the siderophore-
mediated iron uptake process in microorganisms, which might have

interesting aspects, for example, in drug development.
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