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1. BEVEZETES, CELKITUZESEK

Régota ismert, hogy bizonyos atmenetifémionok létfontossdguak az ¢€lo
szervezet szamara, ugyanis biomolekuldk alkotoelemeiként meghatarozé
szerepet jatszanak szerves molekulak szintézisében, széllitdsaban illetve
metalloenzimekben  szerepelve  bioldgiai  rendszerek — sav-bazis  és
redoxifolyamatainak katalizalasaban. Jol ismert tény az is, hogy a fehérjék
peptid ¢és oldallancbeli donorcsoportjai, sok esetben a hisztidin imidazol-
nitrogénjei, jelentenek elsOsorban potencidlis fémmegkotd helyet a
metalloenzim aktiv centrumaban 1évd fémion(ok) szamadra. Kiilonféle biologiai,
biokémiai kutatisok jelentds hanyada a metalloenzimek milkodési
mechanizmusanak feltérképezésére iranyulnak, de mindemellett azok
miitkodésének szabalyzasa is kiemelt fontossaggal bir, pl. a rakgydgyaszatban is.

A kozelmultban kiilonleges figyelem fordult tobbek kozott a cinktartalmt
matrix metalloproteindz (MMP) enzimcsalad hidroxdmsavakkal (altalanos
képlet: RcCONRNOH) wval6  hatdsos, szelektiv  inhibidldsanak a
tanulmanyozasara, mivel szamos betegség, pl. a kiilonféle iziileti gyulladasok,
periodontalis betegségek, sclerosis multiplex, kialakuldsa is ezen enzim
tulmiikodésével hozhatod kapcsolatba. Az inhibicid soran az inhibitor molekula
az enzim aktiv centrumdban kotott fémion(ok)hoz erds kelatképzo
hidroxdmsavcsoportja révén koordinalédva képes a szubsztrait molekula
megkotddését gatolni, ezaltal az enzim milkoédését blokkolni. Tobb
kutatocsoport is szintetizal ilyen szubsztrat-analdég inhibitor vegyiileteket és az
eredmények egyértelmiien mutatjak tobbek kozott azt is, hogy a metalloenzim-
inhibici6 szelektivitdsa, a molekularis felismerés jelentdsen befolyasolhato egy
hidroxamsav-alapti inhibitorndl a hidroxamsavcsoporthoz kapcsolédd R
,oldallanc” szerkezetével, amely segit az enzim kotOhelyének azonositasaban és
a kolcsonhatas erdsitésében masodlagos kotések (pl. H-kotés, van der Waals

kolcsonhatés) kialakitasaval.



Egy inhibicidés mechanizmus megértéséhez a fémionok ¢€s az inhibitor
szerepét betoltd ligandumok kozotti oldatbeli kolcsonhatdsok alaposabb
megismerése lehet az egyik legfontosabb eszk6z. A Debreceni Egyetem
Szervetlen ¢és Analitikai Kémiai Tanszékének Bioszervetlen Kémiai
Kutatocsoportjaban mar tobb mint két évtizede foglalkoznak hidroxamsavak
fémionokkal vald kolcsonhatdsanak tanulmanyozasaval. A jelen doktori munka
keretében 12 szintetikusan eldallitott monohidroxdmsav fémmegkotd sajatsagat
térképeztik fel Cu®-, Ni*™- és Zn’"-ionokkal. A vizsgalt vegyiletek a
hidroxdmsavcsoport mellett a molekula Rc¢ ,,0ldallancdban™ olyan potencialis
donorcsoporto(ka)t tartalmaznak, melyeket egy tervezett hidroxamsav-alapu
inhibitor molekula is magaban foglalhat, illetve szerepiik lehet a fentebb emlitett
masodlagos kolcsonhatasok kialakitdsaban. Célunk volt tanulményozni egyrészt,
hogy ezen ,,0ldallancbeli” donorcsoportok tipusa (amino-N és/vagy imidazol-N,
peptidcsoport(ok)), szdma (egy, kettd, harom/négy) illetve helyzetik a
hidroxamsavcsoporttél (a-, B-, y-helyzet) hogyan befolyasolja a molekula
koordinacios sajatsagat egy egyszerli monohidroxamsavéhoz képest. Jol ismert
korabbi irodalmakbol, hogy szdmos esetben nemcsak a hidroxamat-
oxigéneknek, hanem a hidroxamat-N-nek is, ha lehetésége van koordinalddni
(Ry = H), meghatdroz6 szerep jut a fémionok megkotésében. A dolgozatban
tanulmanyoztuk tovabba azt is, hogy az Ry csoport hidrogénrél metilcsoportra
torténd cseréjének kovetkeztében a hidroxamat-N koordinacidbol valo kiiktatasa
milyen hatassal van a ligandumok koordindcids sajatsagaira a vizsgalt fémionok
vonatkozasdban. A fémion-ligandum kolcsonhatas feltérképezése céljabol pH-
potenciometrias ¢és kiillonféle szerkezetvizsgald modszereket, tobbek kozott UV-
lathato spektrofotometria, 'H NMR, ESR, CD spektroszkopia valamint ESI-MS

spektrometria alkalmaztunk.



1. ALKALMAZOTT VIZSGALATI MODSZEREK

pH-potenciometria: Alapvetd vizsgalati modszeriink révén valamennyi

rendszerre elvégeztik ezen méréseket, amelyek magukban foglaltadk a
ligandumok savi disszociacidos €s a képz6dd fémkomplexek oOsszetételének
valamint stabilitdsi allandoinak a meghatarozasat is (T = 298 K, I = 0,20 M
KCl). Az adatok elemzéséhez a PSEQUAD ¢s SUPERQUAD szamitogépes
programokat hasznaltuk.

UV-lathatd spektrofotometria: UV-Vis méréseket Cu’'- és Ni*'-ionokat

tartalmaz6 rendszerekben végeztiink, ugyanis ezen fémionoknak az
elektronszerkezetiikb6l adodoan jellegzetes, d-d 4atmenetekhez tartozo
elnyelésiik van elsdsorban a lathatd hulldamhossztartomanyban, de mindemellett
a fémion-toltésatviteli savok is informativak. A kapott spektrumok informaciot
szolgéltattak a fémionhoz koordindlt ligandum donoratomjairol illetve a

crer

Cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkopia: Hasonléan az UV-Vis

spektrofotometrias mérésekhez, a Cu*'- és Ni*'-tartalmd rendszerek esetén
elvégzett CD vizsgalatok is informaciot adtak a komplexek szerkezetére
vonatkozdan.

Elektronspin-rezonancia (ESR) spektroszkdpia: Az ESR vizsgélatok csak

parositatlan elektronokat tartalmazé részecskék tanulmanyozéasara iranyulnak,
igy ezen modszer a Cu*'-ion paramagneses sajatsiga miatt kivaléoan alkalmas
komplexei tanulmanyozasara. Az ESR spektralis paraméterek (g, A)) segitséget
nyujtottak a koordinacidos mdd és az esetleges térbeli szerkezet véltozasainak
felderitésében.

Elektro-spray ionizacios tomegspektrometria (ESI-TOF-MS): A kismértéka

ionizécid miatt lehetséges a komplexhez rendelhetd direkt jelek észlelése,
amelyek a megfeleld tomeg/toltés arany (m/z ardny) és a jellemzd izotopeloszlas

alapjan beazonosithatéak. Ennek eredményeképpen az ESI-MS moédszert a
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képz6dé komplexek sztochiometridgjdnak megallapitisara tobb esetben is
hasznaltuk mindhdrom fémion rendszerében.

'H NMR spektroszképia: '"H NMR szerkezetvizsgalé modszert hasznaltuk

egyrészt az eldallitott ligandumok tisztasdganak ellendrzésére, azok
protonalédasi folyamatainak feltérképezéséhez, tovabba a diamagneses Zn®'-
komplexekbeli kotésmodok alaposabb megismeréséhez D,0 olddszerben.

A vizsgalt vegylileteknek szinte egyike sem kaphaté kereskedelmi
forgalomban, eldallitasuk egyrészt a DE Szervetlen és Analitikai Kémiai
Tanszékén, masrészt egyiittmitkodésben mas eurdpai kutatdocsoportok munkaja
illetve szakmai iranyitasa mellett tortént.

A tanulmanyozott ligandumok protonalt formainak szerkezeti képlete, az
Rc ,,0ldallancban” 1évé donorcsoportok szama szerinti csoportositasban, alabb

lathato.

Az Rc oldallancban amino-N vagy
imidazol-N donorcsoport
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Az Rc oldallancban amino-N, imidazol-N és peptidcsoport(ok)

0}
I

H H
HN/\C/\( \/C\/\/\/ \)k/\

Q

o) CH, o)
Rc
NN
\\—NH
Ry -H -H -H -CH;
AlaHisNHOH AlaAlaHisNHOH HisAlaNHOH HisAlaN(Me)OH

3. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

A doktori munka soran oldategyensulyi vizsgalatokat végeztiink 12
szintetikusan eldallitott hidroxdmsav szarmazék Cu*’-, Ni*'- és Zn*"-ionnal
alkotott rendszereiben. Két ligandum esetén a mérések soran fellépd
oldékonysagi problémak miatt 50:50 %(m/m) DMSO/viz olddszerelegyben is
elvégeztiik vizsgélatainkat. Méréseink sordn meghataroztuk a ligandumok
protonalddasi allandoit, a fémes rendszerekben képzddd komplexek stabilitasi
szorzatait. A komplexekhez rendelhetd szerkezetekre, a benniik talalhato
kotésmodokra UV-Vis, CD, ESR, '"H NMR és ESI-MS mérésekkel gyiijtottiink
informacidkat. A tanulmanyozott ligandumok dont6 tObbségében mar
rendelkezésiinkre 4lltak, de kettd esetében modszert is dolgoztunk ki

eldallitasukra €s azok szintézisét el is végeztik.

3.1. Sav-bazis sajatsdagok

Meghataroztuk valamennyi vizsgalt ligandum savi disszociacios allandoit
0,20 M (KCl) ionerdsség mellett. A tanulmanyozott vegyiiletek koziil 6 esetében
(N-Me-a-Alaha, N-Me-B-Alaha, im-4-Cha, N-Me-im-4-Cha, im-4-Aha és Hisha)
a jelen munka sordn szamolt disszociacios allandok jo egyezést mutattak a

Tanszéken mar korabban meghatarozott értékekkel, mig a masik 6 ligandumra
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(Z-Hisha, N-Me-Hisha ¢és a hisztidintartalmi peptidhidroxamsavak) a
meghatarozott adatok ujak, korabbi irodalomban nem lelhetdk fel. A
makroallandok meghatarozasan tul kovetkeztetéseket tettiink a molekuldkbeli
egyes donorcsoportok bazicitasi sorrendjére is. Ennek eredményeként
megallapithattuk, hogy: (1) a Z-Hisha esetén, hasonléan az imidazol-
hidroxdmsavakhoz, megvalosul a hidroxamat és az imidazol-N protonalddasi
folyamatai pH-tartomanyanak elkiiloniilése, melynek alapjdan a kisebb
makroallanddé az imidazolium-, a nagyobb a hidroxdmsavcsoport
protonvesztéséhez rendelhetd; (2) az N-Me-Hisha mindharom disszociabilis
protonjanak elvesztése, egyezésben a Hisha esetén megallapitottakkal,
nagymértékben atfedé folyamatokban torténik. Az NMR mérések alapjan is a
legsavasabb mindenképpen az imidazéliumcsoport, de a masik két csoportra
vonatkozoan a makroallandok részletesebben nem elemezhetéek; (3) a
hisztidintartalmt peptidhidroxdmsavak esetén a csoportok deprotonalddasi pH-
tartomanya csak kismértékii atfedést mutatott az NMR mérések alapjan, a
bazicitasi sorrendben az imidazoliumcsoport a legsavasabb, mig a masik két

funkcioscsoport koziil a hidroxamatcsoport a bazikusabb sajatsagu.

3.2. Az R oldallancban amino-N donort tartalmazo monohidroxamsavak

2+ 2+ 2+ .
Cu’ -, Ni‘ - és Zn" " -komplexei

Ezen ligandumok a hidroxamsavcsoporthoz képest a- illetve B-helyzetben
egy amino-N donort tartalmaznak, a hidroxamat-N pedig metil szubsztituenst
hordoz, mialtal a koordinaciéban nem vehet részt. A Cu*'-, Ni*"-, Zn*"-N-Me-p-
Alaha rendszereket elemezve megallapitottuk, hogy ha az aminocsoport B-
helyzetbe keriil, akkor mar nem vesz részt a koordinacioban ¢és mindharom
fémionnal csak hidroxamat-[O,0]-kelat alakul ki. Amennyiben azonban az
aminocsoport o-helyzetben van, kotési izomerekben a hidroxamat-[O,0]-kelat

mellett egy hattagu-[NH,, Oyp;q]-kelat képzddését is igazoltuk.
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3.3. Az Rc oldallancban imidazol-N donorcsoportot tartalmazo

. , 2+ 2+ s 2+ .
monohidroxamsavak Cu” -, Ni° - és Zn" -komplexei

Azon fémion-imidazolhidroxdmsav rendszerekben, ahol a ligandumok a
hidroxdmsavcsoport mellett a-, B- vagy vy-helyzetben egy imidazol-gytiriit
tartalmaznak, illetve Ry = H, megallapitottuk, hogy a fémion-ligandum
kolcsonhatas szamottevden kisebb pH-n kezdddik, mint a szerkezetileg analdg,
imidazolcsoport helyett aminocsoportot tartalmazé rendszereknél az ismeretes.

Igazoltuk, hogy a Cu®"-, Ni*"- és Zn*"-iont tartalmazé valamennyi rendszer
esetén az imidazol-NH" protonja fémion indukaltan szorul le, ami az imidazol
koordinacigjat tdmasztja ald és az im-4-Cha, im-4-Aha és Z-Hisha fémion
tartalma rendszereiben a horgonydonor szerepét is ezen csoport tolti be. (A
Zn*'-im-4-Cha titraldsi gorbéi ugyan nem mutatnak az imidazol-NH'
deprotondlodasi pH-tartomdnyaban a fémkomplexek képzddéséhez rendelhetd
mérhetd pH-effektust, de az 'H NMR eredmények imidazol-N részvételével
torténd gyenge koordinaciora utalnak.)

A Cu”"-a-Alaha, -B-Alaha, -GABAha rendszerekben képz6d6 fémkorona
tipusu részecskékkel analég komplexek képzddését az imidazol-szarmazékokkal
is igazoltunk és megallapitottuk, hogy azok stabilitisi sorrendje is azonosan
alakul. (A [CusL4H.4]*" komplexek stabilitasi sorrendje az egyes ligandumokkal:
B-Alaha >> a-Alaha > GABAha, illetve im-4-Aha >> im-4-Cha > Z-Hisha).
Kiilonbségkeént allapitottuk meg ugyanakkor, hogy az imidazol-szarmazékok
koziil az im-4-Cha-val a fémkorona tipusa komplex a Ni*" - és Zn*"-ionokkal is
kimutathato volt.

A héarom fentebb emlitett primer imidazolhidroxamsav N-Me-szarmazékai
koziil csak az a-helyzetben imidazolcsoportot tartalmazot sikeriilt eldéllitani.
Vizsgalatainkkal igazoltuk, hogy ezen ligandum Cu’’- és Ni*'-tartalmu

rendszereiben, szemben a szerkezetileg analog N-Me-aminoszarmazékkal, egy



+ . J rr r . r "o r romor rr r
[M,L;]" Osszetételli részecske 1s képzddik, melyben valosziniisithetden a harom

koziil az egyik ligandum hidként kot 6ssze két hidroxamato-keldtos monomert.

3.4. Az Rc oldallancban amino-N és imidazol-N donorcsoportokat tartalmazo

o , 2+ 2+  r 2+ o
monohidroxamsavak Cu” -, Ni" " - és Zn" -komplexei

Ezen csoportba sorolhaté ligandumok (Hisha, N-Me-Hisha) mar a
monohidroxamsav  Rc  oldallancaban az amino-N és  1midazol-N
donorcsoportokat egyiitt tartalmazzak. A Hisha-t (Ry = H) tartalmazo
rendszerekre korabbi irodalmi eredmények mar sziilettek, de a jobb
Osszevethetdség érdekében, a tobbi méréssel azonos koriilmények kozott a jelen
munka soran ezzel a molekuldval is torténtek vizsgéalatok. A meghatarozott
oldategyensulyi modellek, valamint a képzddd komplexek stabilitasi allandoi
mindharom fémion esetében jo egyezést mutattak az irodalmi értékekkel.

Az N-Me-szarmazék esetén, melyet e munka soran 0j ligandumként
allitottunk eld és tanulmanyoztunk, a hidroxamat-N a koordinacidoban mar nem
vehet részt, a molekula két végén egy-egy jol elkiiloniilt kelatképzd csoport,
[0,0] és [NH,Ninia], helyezkedik el. Az eredmények szerint a hidroxamat-N,
mint potencialis donoratom, kiiktatasa a Ni*'- és Zn*'-tartalmt rendszerekben a
képz6dd komplexek kotésmodjait, a Hisha-¢éhoz képest jelentésen nem
véltoztatta meg. Amig a Ni*"-ionnal az [NH,,Ninq]-, addig a Zn*" esetén az
[0,0]-kelatok fémionokhoz vald kotddését igazoltuk mindkét ligandummal.
Lényeges kiilonbség mutatkozott azonban a Cu**-tartalmu rendszerek esetén. A
Cu’"-Hisha rendszerben a hidroxamat-oxigéneken indul a komplexképzddés,
mely a pH emelésével fokozatosan a nitrogénekre tevddik at. Ezzel ellentétben
az N-Me-szarmaz¢k esetén a donoratomok fentebb emlitett elkiiloniilése a pH
emelésével nem kovetkezik be. UV-Vis, CD ¢és ESR mérésekkel is
bizonyitottuk, hogy a [CuL,H,]*" és [Cu,L,]*" komplexekben is 4tlagosan egy

[0,0]-, és egy [NH;,Niniq]-kelat Cu**-ionhoz torténd koordinacioja valosul meg,
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de a [CuLH]zJr Osszetételi komplex is kétféle, az [O,0]- vagy [NH,Niyid]
kotésmoddal 1étezhet.

3.5. Oldallancban amino-N, imidazol-N és peptidcsoportot tartalmazo
monohidroxdimsavak Cu’*-, Ni**- és Zn’*-komplexei:

hisztidintartalmu peptidhidroxamsavak

A hisztidintartalmi  peptidek hidroxadmsav szadrmazékaindl az Rc
oldallancban az amino-N és imidazol-N donorcsoportokon kiviil tovabbi egy
vagy két peptidcsoport is megtalalhatd. Vizsgalataink soran megallapitottuk,
pH-n dominéns, mig a bazikusabb hidroxamat a pH emelésével parhuzamosan
valik meghatarozéva. (Kivételt képez a Cu*-AlaAlaHisNHOH rendszer, ahol
éppen a hidroxamat-oxigének részvételével indul a fémion-ligandum
kolcsonhatds, de ezen donoratomok pH ~ 7,5 felett teljesen ki is szorulnak a
fémion koordinacids szférajabol, és a stabilis, [NH,,N',N",Niq]-kelat kiala-
kulasa lesz a meghatéarozd.)

Osszehasonlitva a Cu®’- és Ni*'-ionok ezen ligandumokkal vald
kolcsonhatasat megallapitottuk, hogy a Cu*™-ion az imidazol-N(3)-nel mindig
kialakit valamiféle kolcsonhatast, pl. imidazol-hidas, di- és polinuklearis
részecskék képzddésével. A Ni*"-ion esetén azonban azt talaltuk, hogy nagyobb
pH-n az imidazol-N(3) kikeriil a fémion koordinacids szférajabol és helyette a
hidroxamat-N részvételével kialakuld siknégyzetes geometridju komplexek
képzddnek.

A ,leggyengébb” kolcsonhatast a Zn”'-ionokat tartalmazé rendszerekben
figyeltiik meg, ahol kotési izomerek kialakulasat taldltuk, de a hidroxamat-
[0,0]-kelaton keresztiili kotddés minden esetben valosziniisithetd. A peptid-NH
deprotonalodasa és koordinacija egyetlen esetben sem volt bizonyithatd a Zn*'-

ionnal.



4. AZ EREDMENYEK VARHATO HASZNOSITASI
LEHETOSEGEI

Vizsgalataink cé€lja, alapkutatds jellegébdl adddoan, eddig még nem
tanulmanyozott olyan monohidroxamsavak Cu*'-, Ni*"- és Zn*"-ion megkété
képességének feltérképezése volt, mely molekuldk az erds kelatképzd
hidroxdmsavcsoport mellett egyéb koordindlodasra képes, az inhibicio
szelektivitdsaban szerepet jatszo egyéb funkcidscsoportot is tartalmaznak. A
munka soran a fémion-hidroxamat rendszerekben képz6dd komplexek stabilitasi
viszonyait €s lehetséges szerkezetiiket deritettiik fel. Ezen eredmények egy pl.
biologiai aktivitds (enziminhibicids) vizsgalathoz, illetve 1), potencialis

enziminhibitorok tervezéséhez szolgaltathatnak értékes informacidkat.
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1. INTRODUCTION AND AIM OF THE WORK

Among other metal ions, Cu”", Ni*" and Zn*"-ions are essential for living
organisms. On one hand, as a part of small biomolecules they play a role in the
synthesis and transfer of organic molecules, on the other hand metalloenzymes,
which contain these metal ions, catalyze the acid-base and the redox-processes
of the biological systems. It is also known that in most cases these metal ions are
coordinated by the peptide and side-chain imidazole donors of the proteins.

Nowadays the selective inhibition of metalloenzymes is an area of intense
interest because numerous serious diseases are correlated with the dysfunction
of these enzymes. For example, the zinc-containing matrix metalloproteinases
(MMPs) play a determinant role in the evolvement of arthritis, periodontal
diseases, multiple sclerosis and in the metastatic spread of various human
cancers. Previous results involving zinc-containing histone deacetylases, MMPs
show that hydroxamic acids, which have good metal binding capability, are
effective inhibitors of these enzymes. There is no doubt that the inhibitory effect
is correlated with the chelation of the catalytic metal center, thereby the linkage
of the substrate molecule is hindered. The selectivity of the inhibitor is
influenced by the structure of the R side chain of the molecule.

As a consequence, equilibrium studies between hydroxamic acids and
various metal ions are important for better understanding the mechanism of the
inhibition. The complex formation behaviour of different type of hydroxamic
acid molecules with numerous metal ions has been studied for ca. 20 years at the
University of Debrecen. In this work the metal binding capability of 12 different
synthetic hydroxamic acid molecules with Cu®-, Ni*"- and Zn*"-ions have been
investigated by pH-potentiometry, UV-visible spectrophotometry, CD, EPR, 'H
NMR and ESI-MS techniques. Besides the hydroxamic acid group these
molecules contain different type of potential donor atoms in Rc side chain at a-,

B- or y-position to the functional group.
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All the studied ligands were synthesized at the University of Debrecen, or

within the frame of collaborations. The structures of the protonated ligands

studied are listed below:

amino-N or imidazole-N donors R OH
. . . N~ -~
in the Rc side chain N
Rc Ry abbrev. C|)
PEN
Rc O
H3C\ /
CH
| . -CH; N-Me-a-Alaha
NH,
- amino-N and imidazole-N donors
Hz(|3 in the R¢ side chain
- N-Me-B-Alah
. _-CHz CH, ¢-p-Alaha Rc Ry abbrev.
H;N
H
NS 2
c yd
HN . H  im-4-Cha ~~ CH
\/NH HN | -H Hisha
\/NH* NH;*
\ ) H2
HN -CH; N-Me-im-4-Cha c
\%NHJ( = CH CH
Hy HN l.. 7 N-Me-Hisha
C NH* 3
HN -H im-4-Aha
N =NH
H, _
c
~.~ CH ‘
HN | -H  ZHisha

Nt NS

amino-N, imidazole-N and peptide group(s) in the Rc side chain

CH, 0
| H | H H )k
+H3N/CH\(|:/N HN\C /C\ / \ﬁ/N\ / \ / \
o) CH, CHs o)
Rc
NN
\\—NH
Ry -H -H -H -CH3
AlaHisNHOH AlaAlaHisNHOH HisAlaNHOH HisAlaN(Me)OH
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2. EXPERIMENTAL METHODS

pH-potentiometry: The most common experimental method for the study of

the protonation and complex formation processes in aqueous solution. The aim
of the measurements is to determine the composition and the stability constants
of the complexes formed (T = 298 K, I = 0.20 M KCIl). The stability constants
from the experimental data were calculated by SUPERQUAD and PSEQUAD
programs.

UV-visible spectrophotometry: In the Cu*- and Ni*'-containing systems

UV-Vis measurements were performed, because these metal ions have typical
absorption in the visible wavelength range concerning the d-d transitions but the
presence of charge transfer bands is not negligible either. The character of the
spectra provided useful information about the geometry of the complex(es) and
the coordinating donors of the ligand.

CD spectroscopy: Similarly to UV-Vis measurements, the CD spectra of the

Cu’- and Ni*'-containing systems were used to obtain additional structural

information about complexes formed.

EPR spectroscopy: EPR spectroscopy was applied to characterize the
complexes of the paramagnetic Cu**-ion. The spectral parameters (g, Ay of the
EPR provided useful information about the coordinating donors of the ligand(s)
in the complexes.

Mass-spectroscopy (ESI-MS): This technique, using soft ionization ion-

source (ESI), allows collecting information about the molecular mass of the
metal complexes confirming the assumed structures in solutions. The ions
formed by ionization are separated by mass/charge (m/z).

'H NMR _spectroscopy: This method was used to check the purity of the

newly synthesized molecules, to get deeper insight into the protonation steps of
the ligands, and furthermore it was used to obtain structural information for

. . 2
diamagnetic Zn*"-complexes.
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3. NEW SCIENTIFIC ACHIEVEMENTS

Equilibrium data for complexation of 12 synthetic monohydroxamic acids
with Cu**-, Ni*"- and Zn*"-ions have been determined in aqueous solution. In the
case of two ligands, due to solubility problems of the complexes, equilibrium
studies in 50:50 %(m/m) DMSO : water solvent mixture were also performed.
Stoichiometry and structure of the complexes were determined by using pH-
potenciometry, UV-Vis, CD, EPR, 'H NMR and mass spectrometric techniques.

New methods were also developed for the synthesis of two ligands studied.

3.1 Acid-base properties of the ligands

Acid dissociation constants (pK,) of all the studied ligands at an ionic
strength of 0.20 M (KCl) were determined. In the case of six ligands (N-Me-a-
Alaha, N-Me-B-Alaha, im-4-Cha, N-Me-im-4-Cha, im-4-Aha and Hisha) the
results are in good agreement with those obtained earlier in our laboratory. For
the new molecules the estimated pK, values were also determined for the first
time and it was found that: (1) For Z-Hisha the protonation processes of the
imidazole and hydroxamate groups do not overlap, the lower pK, belongs
mostly to the deprotonation of the imidazolium-NH", while the higher one to the
hydroxamic function. (2) Similarly to Hisha, for N-Me-Hisha the three
dissociation processes overlap significantly. It was found that the imidazolium
moiety is the most acidic among the three groups, but the NMR measurements
could not show unambiguous order of the acidity for the other two groups. (3)
For the histidine containing peptidehydroxamic acids the pH" dependence of the
NMR shifts of all the non-dissociable protons close to the amino-, imidazole-
and hydroxamate-donors indicated relatively low extent of the overlapping of
the individual processes, therefore the acidity trend could be determined. The

NMR data suggest that the lowest pK, values of the ligands belong to the

- 14 -



dissociation of the protonated imidazole, while the highest ones to that of the

hydroxamic functions.

3.2. Cu’*-, Ni**- and Zn’" -complexes of monohydroxamic acids

containing amino-N donor in the R side chain

These monohydroxamic acids contain amino-N donor atoms at o- or f-
position in the R¢ side chain, and the Ry is methyl group, thus the hydroxamate-
N is not available for coordination. Only hydroxamate-type coordination of N-
Me-B-Alaha was found with all the three metals, but the formation of an
additional six-membered chelate via the amino-N and hydroxamate-O is

suggested parallel to the hydroxamate one in the case of N-Me-a-Alaha.

3.3. Cu’*-, Ni**- and Zn’" -complexes of monohydroxamic acids

containing imidazole-N donor in the R side chain

For ligands having imidazole ring at a-, - or y-position to the hydroxamate
function the equilibrium studies with Cu®- Ni*"- and Zn**-ions showed that the
complex formation processes with these ligands start at lower pH compared to
the former aminohydoxamates systems investigated previously.

In all systems the coordination of the imidazole-N(3) was confirmed and it
was also found that this group behaves as anchor donor not only to Cu** and
Ni**, but even to Zn*". Similarly to primary a-, B- and y-aminohydroxamate
systems, a pentanuclear metallocrown is unambiguously formed with all the
imidazole-derivatives in the Cu’’-containing systems and the order of the
stability of these complexes is also similar. (Stability orders of the [CusL,H.4]*"
species are as follows: f-Alaha >> a-Alaha > GABAha, and im-4-Aha >> im-4-
Cha > Z-Hisha.) The presence of this pentanuclear [CusL4H.4]*" complex with
significantly lower stability in the Ni*'- and Zn®'-im-4-Aha systems was also

observed.
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Despite all of our efforts the synthesis of only one secondary imidazole-
derivative was successful. This ligand contains the imidazole ring at a-position
in the side chain. In contrast to N-Me-a-Alaha, beside the mononuclear species,
a dinuclear complex, [M,L;]", was also found in the Cu*'- and Ni*"-N-Me-im-4-
Cha systems. A possible bonding mode is that one of the three ligands bridges
two monomers. Stacking interaction between the imidazole rings of the latter
two ligands might stabilize this species. This binding mode is interesting
because for the design of molecules with potential inhibitory effect on
metalloenzymes having two metal ions in the catalytic centre, one of the most
important structural requirements is that the ligand is able to coordinate

simultaneously both metal ions in the catalytic centre.

3.4. Cu**-, Ni**- and Zn** -complexes of monohydroxamic acids containing

amino-N and imidazole-N donors in the R side chain

These molecules contain the amino-N and imidazole-N in the R¢ side
chain. According to the results the stability constants of the complexes formed
in the Cu®- Ni*- and Zn*"-Hisha systems are in good agreement with earlier
findings in the literature. The methylation of the hydroxamate-N in the N-Me-
Hisha results in two separated chelating groups, which are not able to coordinate
to the same metal ion at the same time. One chelate can be formed via the
hydroxamate-oxygens ([O,0] coordination) while another one via the amino-N
and imidazole-N(3) donors (histamine-type-[NH;,N;iq] chelate).

As the hydroxamate-N is not able to coordinate in N-Me-Hisha, comparison
of the Ni*" and Zn’ binding ability of Hisha with that of the N-Me-derivative
showed similar coordination modes, nevertheless formation of a tris complex in
the Ni*'-N-Me-Hisha system is also observed. With Cu®’ the coordination modes

are different with the two ligands. In contrast to the results obtained in the Cu*'-
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Hisha system, coordination of the metal ion via both hydroxamate-[O,0] and

histamine-type-[NH,,Niiq] chelates was confirmed with the N-Me derivatives.

3.5. Cu’*-, Ni**- and Zn’" -complexes of monohydroxamic acids
containing amino-N, imidazole-N and peptide group(s) in the R¢ side chain:

histidine containing peptidehydroxamic acids

Coordination properties of the ligands having amino-N, imidazole-N and
peptide group(s) in the R side chain are much wider than for molecules
presented previously in chapter 3.3 and 3.4. The lower basicity imidazole,
compared to that of the hydroxamate gives a benefit to the former donor
especially at lower pH and the role of the hydroxamate generally increases upon
increasing the pH.

In contrast to this, in the Cu®"-AlaAlaHisNHOH system, the hydroxamate takes
part in the coordination only at lower pH and the (NH,, N', N, Nj,iq) bonding
mode with very high stability is dominant at higher pH.

Comparison of the coordination modes in the Cu®’- and Ni*'-containing
systems one can conclude that the imidazole-N(3) plays a determinant role in the
Cu®" complexes, for example often imidazole-bridged di- and polynuclear
species are formed. In contrast to it, in the Ni*'-containing systems, instead of
imidazole-N(3), coordination of hydroxamate-N forming square planar
complexes is dominant at higher pH. With Zn>", formation of various bonding
isomers with rather low stability was found, but the presence of the
hydroxamate-[O,0] chelate 1is not negligible. The deprotonation and

coordination of the peptide-N were not observed.
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4. POSSIBLE APPLICATION OF THE RESULTS

The aim of our studies was first of all to explore the interaction between the
Cu®"-, Ni*"-, Zn*" -ions and hydroxamic acids containing potential donors in the
Rc side chain of the molecules. The importance of the hydroxamic acids is based
on their good complex forming ability and these compounds are also capable for
the inhibition of a wide variety of enzymes (MMPs, histone deacetylases,
ureases). This work, as a general research focused mostly on the determination
of stability, stoichiometry and solution structure of the hydroxamate complexes
formed. These results can be used for biological studies, for example enzyme
inhibition investigations of these ligands or design of new potential inhibitor

molecules.
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