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A triplett-allapoti  dioxigén két partalan elektronnal
rendelkezik, stabilis és ezért szingulett-allapotd szerves
szubsztratumokkal szemben inert. A Iényegesen nagyobb
energiatartalmu, instabilabb szingulett-allapota  dioxigén
reaktivitasa nagyobb ¢és  redoxireakciokban, valamint
elektrociklikus reakciokban (pl. olefinekkel, Diels-Alder-
tipusu  reakcidkban) jol reagal. A  dioxigénnek a
redoxireakciokban mutatott viszonylagos inertsége az els6
elektron termodinamikailag kedvezdtlen felvételével is
magyarazhaté (E° = -0,32 V). A spin-tiltott folyamat tehat a
dioxigén fotooxidacios, illetve atmenetifémekkel torténd
oxidativ-addicios reakcidjaval oldhato fel.

A dioxigént felhasznald metalloenzimek (oxidoreduktazok)
¢s szintetikus modelljeik kapcsan az elsédleges kérdés, hogy
a dioxigén aktivalasa milyen modon, milyen lépéseken
keresztiil valosul meg. Ennek megértésében sokat segithet az
intermedier-kutatas, amelynek feladata, hogy az
enzimfolyamatokban és az azokat modellez6 bioutanzo
rendszerekben a reaktiv intermedierek elkiilonitésén és
spektroszkopiai jellemzésén keresztiil informaciot nytjtson
a dioxigén- ¢és rajta keresztil a szubsztrataktivalas
mechanizmusarol. A vastartalmi oxidoreduktazok az aktiv
centrumban 1évé fémionok szama szerint egy- illetve
kétmagvl, a fémek koordinacios Ovezete alapjan pedig
hem-tipusii és nem-hem-tipust csoportra oszthatdéak. A
hem-tipust enzimekben a vasiont a porfirinligandum 6vezi,
mig a nem-hem-tipust enzimekben a vasiontartalmu kavitas
két jellegzetes aminosavrészbdl; hisztidinbdl és egy savas
(aszparaginsav, glutaminsav) egységbdl épiil fel. Utdbbiak
igen valtozatos modon, egy-, illetve kétfogl, valamint
terminalis és hidhelyzetli ligandumként is részt vehetnek a
komplexképzésben.! A termodinamikailag inert dioxigén-
molekula aktivalasat reaktiv peroxo- és oxo-intermedierek
képzddésén keresztiil képzelik el, amelyek reakcidja a
megfeleld szubsztratum molekulaval mar konnyen
értelmezhetd (/. dbra).
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1. Abra. Vastartalmu enzimek reaktiv intermedierjei

* Tel.: +36-88-624-720; fax: +36-88-624-469; e-mail: kaizer@almos.vein.hu

A nem-hem-tipustl divastartartalmi enzimek funkcidjukat
tekintve igen valtozatos kémiai reakciokért feleldsek. Ide
sorolhato pl. a ribonukleotid reduktaz (R2), a sztearil-ACP
A° deszaturaz (A°D, ACP = acilhordozé fehérje), az oldhato
metan-monooxigenaz (sMMO), a human deoxihipuszin
hidroxilaz (hnDOHH) és a hemeritrin (Hr) (2. Abra).2
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2. Abra. Néhany divas(Il)tartalmi enzim aktiv centruma.

Az R2 enzimet Escherichia coli és Salmonella typhimurium
baktériumokbol izolaltak. Utobbi esetében az aktiv centrum
rontgendiffrakcios szerkezetét is sikeriilt meghatarozni.
Ezen enzimek a DNS szintézishez elengedhetetlen
dezoxi-ribonukleotidokat allitjdk elé a ribonukleotidok
redukciodjaval. Ezen folyamat a reakcioban nélkiilozhetetlen
tirozil gydk kialakitdsan keresztiil értelmezheté.> A A°D
enzimek  segitségével a  sztearinsav  cisz-helyzetd
kettoskotést  (C°=C'%) tartalmazé telitetlen zsirsavva,
olajsavva alakul 4t,* mig a metanotro6f baktériumokban
(Methylococcus capsulatus, Methylosinus trichosporium)
talalhaté SMMO enzim a metdn metanolld torténd szelektiv
oxid4cidjat katalizalja.>®* A hDOHH enzim a hipuszin
szintézisében vesz részt. A legujabb kutatasok azt sejtetik,
hogy az enzimnek és az altala katalizalt folyamatoknak a
megértése nagyban hozzajarulhat 0j antitumor és anti-HIV-1
terapiak kidolgozasahoz.”® A Hr a dioxigén reverzibilis

megkotésében jatszik szerepet (3. Abra).%1?
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3. Abra. Néhany divas(Il)tartalmi enzim 4ltal katalizalt reakcio

A fenti enzimek redukalt formdja dioxigénnel metastabilis
intermediereket eredményez, amelyek szerkezetét UV-vis,
rezonancia-raman ¢és némely esetben rontgendiffrakcios
mérésekkel (EXAFS, X-ray) igazoltik.> Ezen eredmények
alapjan az oxidalt forma a Hr enzim esetében egy
Fell(u-O,R),(1-0)FeOOH, mig az R2 (élettartam: 2,7 perc),
A°D (30 perc), sSMMO (1 s) és hDOHH enzimek esetében egy
Felll(u-0,)Fe'!! szerkezetii peroxidhoz (P) vezet (3-4. Abra). Az
UV-vis spektrum 5-800 nm tartomdnyaban megjelend
elnyelések az 0,> — Felll toltésatvitelhez (CT), a
rezonancia-raman  spektrum  8-900 c¢m™  tartoméanydban
megjelend rezgések pedig a peroxid v(O-O) rezgéséhez
rendelheték. Az EXAFS mérések az elsé koordinacios
ovezetben uralkodd viszonyokat (kotéstavolsagokat) irjak le,
beleértve a Fe Fe tavolsagokat. Az igy kialakult intermedierek
egyfajta puffer szerepet tolteneck be, az adott szubsztratum
reakcidja a beldlik levezethetd reaktiv, magas vegyértékii
p-oxo komponensekhez (X, Q) kothetéek. A hDOHH esetében
a képz6d6 hDOHH,,.,y, enzim stabilitdsa lehetéve tette a
rontgendiffrakcios szerkezetének a meghatarozasat (5. Abra).’
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4. Abra. Divas(IT)tartalmi enzimek reaktiv intermedierjei
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5. Abra. A hDOHHjycrox0 €nzim réntgenszerkezete

A nagyfoku stabillitds (1-2 nap szobahémérsékleten) a
fémionok kornyezetében fellelheté nagyszamu hisztidinnek,
valamint ~a  karboxilatok  termindlis  helyzetével
magyarazhato.

Az irodalomban szamos peroxo-divas(Ill) szerkezet talalhato,
melyek az el6bbiekben ismertetett enzimek szerkezeti
modelljeinek tekinthetéek. Ezen komplexek jol megvalasztott
ligandumokkal képzett prekurzor vegyiiletek felhasznalasaval
késziiltek dioxigén és/vagy H,O, hatasara. Az eldallitasukhoz
vas(Il), wvas(Ill), egy ¢és kétmagva komplexek is
felhasznalhatoak.  Ezekben  tobbnyire  N-donoratomot
tartalmazo, polipiridil-tipust ligandumokat talalhatunk.

Az eddig ismert peroxo-divas(Ill) komplexek igen
véltozatos szerkezetekkel irhatoak le: Fe(u-O,)Fe!™;
Fe'l(u-0)(p-Oy)Fe™, Fe''(u-OH)(p-Op)Fe',
Fe(u-OR)(u-0,)Fe™, Fe(u-OR)(u-0,CR)(u-0,)Fel. A
legelterjedtebbek a  Fel'(u-0)(u-O,)Fe!!  szerkezetek,
melyek Fe'l(u-OH),Fe!! - dioxigén, Fe'''(u-O)(u-OH)Fe! -
H,0,, valamint Fe'' - H,0, reakcidjaval allithatok eld (6.
Abra). Ezek tobbsége csak alacsony hémérsékleten
(~40°C/CH;CN, ~60°C/CH3CN) generalhato, izolalhato.
Kivételt képez az IndH ligandummal képzett peroxid, amely
szobahémérsékleten is  képezhetd.  Fe(u-O,)Fe™
Osszetételli  szerkezethez  juthatunk Fe'  prekurzor
hidrogénperoxiddal torténd reakcidjaval. PBI és Me-PBI
ligandumok esetében az eddig ismert legstabilabb
komplexekhez jutottak. Stabilitasuk segédligandumok
alkalmazasaval (szubsztitualt piridinek) tovabb ndvelhetd. A
szintézisek soran felhasznalt ligandumok a 7. dbran
lathatoak.
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6. Abra. Néhany irodalmi példa peroxo-divas(III) komplexek el3allitasara

Az eléallitott intermedierekhez az enzimekhez hasonl6éan
karakterisztikus UV-vis elnyelések ¢és rezonancia-raman
rezgések rendelhetdk. Ezek alapjan, kiegészitve a
rontgendiffrakcios mérések eredményeivel (EXAFS,
X-ray), szamos hasznos informacié nyerhetd az adott
szerkezetre vonatkozdan. Az irodalomban fellelhetd
adatokat az /. Tablazatban tintettem fel.

Az irodalomban talalhat6 adatokat elemezve megallapithato,
hogy a peroxo-divas(Ill) komplexekben a vasak kozotti
tavolsagot nagymértékben meghatarozza, hogy az ionok
kozott milyen hidligandum foglal helyet. A legnagyobb Fe-Fe
tavolsig (4,01 A) a  [Fey(HB(3,5-iPrypz);),)(1-0,)
(1-0,CCH,C¢Hs),] komplex esetében figyelhetd meg, ahol a
Fe-O-O-Fe egységet két hidhelyzett karboxilatcsoport egészit
ki. A legkisebb Fe—Fe tavolsagok (~3,15 A) pedig az oxohidas
szerkezeteknél tallhatok. Altalanossagban kijelenthetd, hogy
az oxohidak protonalasa, illetve alkilezése a Fe Fe tavolsagok
megnovekedésével jar egylitt. A szerkezeteket tekintve tehata
kotéstavolsag a  kovetkezdé  sorrendben  ndvekszik:
Fe(u-0)(m-0,)Fe™ < Fe(u-OR)(u-O,CR”)(m-0,)Fe! <
Fe(m-OH)(m-O,)Fe™. A  Fe-Fe  kotéshosszakban
megmutatkozo kiilonbségek a n(O-O) értékekben is
megmutatkoznak, értékiik linearisan valtozik a koétéshossz
értékével (8. Abra), amit elméleti szamitisokkal is
alatamasztottak. Ezen Osszefliggés alapjan a
rezonancia-raman adatok birtokdban megbecsiilhetjiik a
fémek kozotti tavolsagot, ami nyilvan kihatassal van mind az
intermedier stabilitdsara, mind a reaktivitasara.

Az irodalomban, a peroxo-divas(IIl) komplexekre fellelhetd
adatokat Osszevetve az enzimekre kapott adatokkal,
nagyfoku hasonlésagot figyelhetiink meg, ami arra utal,
hogy az eldallitott vegyiiletek szerkezetileg jol leirjak az
enzim aktiv centrumaban, a fémionok koordinacids
ovezetében uralkodo viszonyokat.
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7. Abra. A peroxo-divas(Il) komplexekhez hasznalt ligandumok
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1. Tablazat. Peroxo-divas(II)-tartalmt enzimek és modellvegyiiletek spektroszkopiai és rontgendiffrakcios adatai

Peroxo-vegyiiletek UV-vis, Ayax, / NM rRaman r (Fe-Fe) hivatkozas
(&M em™) v(0-0) (em™)  (A)
hDOHHperoxo 630 (2800) 855 3,44 (7]
sMMO 725 (1800) - - [11,12]
A’D 700 (1100) 898 - [13.14]
R2 700 (1800) 868 3,68 [15]
[Fea(u-0)(u-0,)(6-Mes-TPA)** 490 (1100); 640 (1100) 847 3,14 [16]
[Fex(u-O)(u-0,)(BQPA)** 480 (1000); 620 (1000) 844 3,13 [17]
[Fea(-O)(u-0,)(6-Me-BQPA) ** 480 (1000); 620 (1000) 853 3,15 [17]
[Fea(u-0)(u-02)(BnBQA)(CH;CN), I 505 (1300); 650 (1300) 854 3,16 [17.18]
[Fex(u-OH)(u-02)(BnBQA)(CH;CN), I 730 (2400) 925 3.41 [19]
[Fex(u-O)(u-0,)(IndH)|** 690 (1500) 874 3,16 [20]
[Fea(-0,)(PBI)4(CH;CN), > 720 (1360) 876 - [21]
[Fex(-0,)(Me-PBI),(CH;CN),J** 685 (1400) 876 - [21]
[Fe,(HB(3.5-1Prypz)3),)(1-0,) 694 (1725) 885 4,01 [22.23]
(1-O,CCH,C¢Hs),]
[Fex(N-Et-HPTB)(1-0,)(OPPhs),] 588 (1500) 900 3,46 [24.25]
[Fex(6-Mey-BPP)(1-O,)(u-OH) | 644 (3000) 908 3,40 [26]
[Fex(6-Me,-BPP),(1-0,)(1-0)] 577 (1500) 847 3,17 [26]
[Fex(Ph-bimp)(1-0,)(1-0,CCsHs)]** 700 (1700) 884 3,33 [27]

* 6-Mes-TPA = trisz(6-metil-2-piridilmetil)-amin; BQPA = bisz(2-kinolilmetil)(2-piridilmetil)-amin; BnBQA = N-benzil-N,N-bisz(2-kinolilmetil)-amin;
IndH = 1,3-bisz(2’-piridil-imino)-izoindolin; PBI = 2-(2-piridil)-benzimidazol; 3,5-iPr,pz = 3,5-bisz(izopropil)-pirazol; N-Et-HPTB =N, N, N,
N’-tetrakisz(1’-etilbenzimidazolil-2’-metil)-2-hidroxi-1,3-diaminopropan); 6-Me,-BPP = bisz(6-metil-2-piridilmetil)-amin; Ph-bimp =

2,6-bisz[bisz[2-(1-metil-4,5-difenilimidazolil)-metil) aminometil]-4-metilfenolat.
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8. Abra. Osszefiiggés a szerkezet (EXAFS) és a spektroszkopiai
jellemz&k (rRaman) kozott peroxo-divas(Ill) intermedierekre.'”

Az irodalomban a szerkezeti modellek mellett szamos
funkcionalis modell is talalhat6. Ezen rendszerek tobbnyire a
peroxo-komplexek képzddési és bomlasi kinetikajat,
valamint reaktivitasat irjak le.

A funkcionalis modellek koziil a [(BnBQA)Fe(u-OH),
Fe'l(BnBQA)]**-tartalmti rendszert emelném ki, ami nagyon
jol modellezi az R2 enzim elemi folyamatait (9. Abra). A
prekurzor komplex dioxigénnel valod reakcidja a korabban
ismertetett [Fe,(j1-O)(1-O,)(BnBQA)(CH;CN),]*" intermediert

eredményezi (A, = 650 nm, ¢, = 40 perc -40°C-on), amely
sztochiometrikus mennyiségti sav (HCIO, v. HNO;) hatasara
egy kevésbé stabilis [Fey(u-OH)(u-O,)(BnBQA)(CH;CN),|**
peroxo formava alakul at (A, = 730 nm, #;, = 140 s -40°C-on).
Ennek exponencialis bomlasa 15-20%-0s hozammal a vegyes
vegyértékli [Fe™V,(u-0)(BnBQA)*" komplexet eredményezi
(antiferromagneses csatolt vas(Ill)/vas(IV) centrum, S = %
Massbauer és ESR), amely az R2 enzim esetében az oxidacioért
felels reaktiv részecskeként (X) keriilt emlitésre.'”
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9. Abra. Szerkezeti és funkcionalis R2 modell"

Megallapitast nyert, hogy a [(PBI)Fe'l(u-O,)Fe'(PBI)]**
Osszetételi komplex képzddési és bomlasi folyamata
reverzibilis, valamint hogy a peroxo-komplex bomlasa
dioxigént eredményez. Ez alapjan a vizsgalt rendszer a
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kétmagv kataldaz enzimek funkcionalis modelljének
tekinthetd.?!

A [Fe'(IndH)(MeCN);](ClO,), ¢és H,0, reakcioja
acetonitrilben [Fey(u-O)(u-0,)(IndH),** Osszetételii
komplexet eredményez, amely aktiv katalizatornak bizonyult
egyes oxigén atom transzfer (OAT) és hidrogén atom transzfer
(HAT) folyamatokban. Oxidélészerként hidrogén peroxidot,
modellszubsztratként szubsztitualt tioanizol ¢és benzilalkohol
szarmazékokat hasznaltak (10. Abra).2°
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10. Abra. [Fe,(¢-0)(é-0,)(IndH),]*"-katalizalt OAT és HAT folyamatok®
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[Fe(1-0)(1-O,)(IndH))2*
H,0,, 25°C, MeCN

R =-OMe, -Me, -H, -Cl, -NO,

A részletes reakciokinetikai vizsgalatok soran a szubsztitualt
szubsztratokra kapott Hammett Osszefiiggések mindkét
esetben negativ p értéket eredményeztek (p =-0,4 és -0,85),
amely értékek alapjan az oxidacioért felelds részecskéhez
elektrofil karakter tarsithato (/1. Abra). Mivel a peroxidok
nukleofil karaktertiek, ezért feltételezhet6 hogy a fenti HAT
és OAT folyamatok FeVO intermedieren keresztiil
jatszodnak le.?°
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11. Abra. A [Fey(u-O)(u-0,)(IndH),]* -katalizalt OAT és HAT
folyamatok esetében kapott Hammett dsszefiiggések. »°

A Dbenzilalkohol oxidacidja soran észlelt kinetikus izotop
effektus értéke (KIE = 9,1) alapjan valoszintisithetd, hogy a
hidrogén atom transzfer a sebesség-meghatarozo 1épésben
megy végbe (12. Abra).
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12. Abra. A [Fe,(u-0)(u-0,)(IndH),]*'-katalizalt HAT folyamatok
esetében észlelt kinetikus izotop effektus (K/E).

A szubsztitualt tioanizol szadrmazékok esetében a
sebességeket a redoxipotencidlok fliggvényében abrazolva
az egyenes meredeksége -0,8-nak adodott, amely alapjan
kijelenthetjiik, hogy a folyamat direkt oxigén transzferen
keresztiil jatszodik le, az elektrontranszfer, mint lehetséges
rész1épés kizarhato (13. Abra).
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13. Abra. A redoxi potenciél és a reakcidsebességi allandok kozotti
osszefiigges a [Fe,(u-0)(p-0,)(IndH),]* ~katalizalt OAT folyamatra.”’

Koszonetnyilvanitas

A kutatas az Orszagos Tudoményos Kutatasi Alapprogram
(OTKA K108489), és a Bolyai Janos Kuratorium (MTA)
finanszirozasaval valdsult meg.
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Structural and functional models of non-heme diiron oxidoreductases

Metalloenzymes with non-heme diiron centers have emerged as
important class of enzymes. Several members of them are now
structurally characterized. The following review summarizes
recent investigations with non-heme diiron oxidoreductases
(Ribonucleotide  reductase  (R2), soluble  methane
monooxygenase (sSMMO), stearoyl-acyl carrier protein (ACP)
A’-desaturase  (A’D), human deoxyhypusine hydroxylase
(hDOHH) and hemerythrin (Hr), via their synthetic models
focusing specifically on the synthesis, characterization, and
spectral  behavior of  well-defined peroxo-diiron(III)
intermediates. Fundamental biochemical processes are
catalyzed by these enzymes, such as biodegradation of
hydrocarbons, or synthesis of essential biomolecules including
DNA building blocks. Better understanding on biologically
determinant reactions may lead scientists to the discovery of
crucial drugs and even “green solutions” in industrial
applications. A brief overview on reaction kinetics, that has
afforded useful insights into the mechanism of dioxygen
activation and substrate oxidation by diiron centers, is also
included in this paper.

Synthetic diiron complexes are often investigated as structural
models of active centers in the title enzymes. They are proved to
have the potential to catalyze the oxidation of alkanes, alcohols,
sulfides in the presence of atmospheric dioxygen, or various
peroxides. Highly reactive, short lived oxygen-species have been
identified as responsible particles for most biochemical
transformations. Typical forms of these intermediates can be
described by the following general structures: Fe(ui-O,)Fe';
Fe"(u-0)(u-0,)Fe"™,  Fe(u-OH)(u-0,)Fe™,  Fe™(u-OR)
(u-0,)Fe", Fe"(u-OR)(1-0,CR’)(u-0,)Fe™. Early results in
this subject showed that high valent oxidation states of oxo-,
peroxo complexes could be maintained only at extreme
conditions (-40-60°C, specific organic solvents). Fortunately,
advances in ligand design and synthesis have improved the
lifespan. By fine tuning bi-, tri- and tetradentate N-donor ligands
the iron-oxygen species have become observable and identifiable
by all spectroscopic methods at room temperature as well.
Oxygen donor ligands (carboxylates, alcohols) are less favored,
however they are widespread in enzymes. In models, the electron
rich N-donor environment has the advantage of flexible electron
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adjustment in the iron centered N-Fe-O system. Both organic
and inorganic peroxides are suitable for synthesis. Usually, a
precursor complex (in the form of a mononuclear Fe) is
converted to an oxo-bridged Fe™ complex. The bridge moiety
strongly determines reactivity. By analyzing literature data it
can be concluded that in peroxodiiron(III) complexes reactivity
depends on the Fe-Fe distance that is naturally regulated by the
corresponding bridge ligand. Concerning the extremes: highest
Fe-Fe distance (4,01 A) was observed in a double
carboxylate-bridged
[Fez(HB(3,5-iPrsz)3)2)(11-02)(u-02CCH2C6H5)2] complex.
The shortest Fe-Fe distance was generated by a m-O bridge.
Generally, protonation of oxo-bridges and alkylation increase
bond distance. The sequence is as follows: Fe''(u-0)(u-0,)Fe'™
< Fe(u-OR)(u-0,CR)(u-0,)Fe™ < Fe(u-OH)(n0,)Fe™.
Various values of Raman n(O-O) vibrations can confirm the
differences in bond distances, furthermore articles often include
theoretical quantum chemical calculations in order to support
experimental — data.  Mossbauer  spectroscopy,  X-ray
crystallography and EXAFS are widely used for the same
purpose. Peroxodiiron(III) complexes are considered good
structural models by adequately mimicking the coordination
sphere in the active center of the corresponding enzyme.

In contrast with the above strategy functional modelling
requires chemical approach. There is less focus on structural
similarity. Mostly, the formation and self-decay of
peroxo-complexes is investigated. As an example, the
[(BnBQA)Fe"(u-OH),Fe"(BnBQA)]*"  complex can be
mentioned here. The reaction of this precursor state with
dioxygen results in a [Fey(u-O)(u-0,)(BnBQA)(CH;CN),**

form that can be transformed into an unstable
[Fea(u-OH)(1-0,)(BnBQA)(CH3CN),J*" with stoichiometric
amount of acid (HCIO, v. HNOs). The active species was
identified as a mixed-valent [Fe"™",(n-0)(BnBQA)]*" complex
responsible for oxidation in functional R2 enzyme mimicking
reactions.

The reactivity of active intermediates is often tested by small
organic substrates (thioanisole, benzyl alcohol) in oxygen atom
transfer (OAT), or hydrogen atom transfer (HAT) reactions.
Characteristic changes in UV-Vis spectra can be followed by
time-based measurements as is was done with
[Fe"(IndH)(MeCN);](ClOy),. Hammett constants, calculated by
the use of para-substituted substrates, revealed the short
presence of an Fe'VO intermediate involved in the oxidation.
Labelled, non-radioactive heavy-atoms (D, '*0) have been
successfully applied for the determination of kinetic isotope
effect (KIE). The KIFE value is an important information on the
nature of the rate-limiting step in the mechanism. During the
oxidation of benzyl alcohol (K/E=9.1) -catalyzed by
[Fey(u-0)(u-0,)(IndH),]*" hydrogen atom transfer happens in
the rate-limiting step. Thioanisole oxidation catalyzed by the
same intermediate has been found to be a direct oxygen transfer
reaction determined by the correlation between redox potentials
and rate constants.

The final aim of reaction kinetics is the discovery of an exact
enzyme mechanism. Based on the results summarized in this
article, an explicit challenge for the future is the design of new
catalysts that are able to use dioxygen or peroxides for efficient
and selective oxidation reactions that can be exploited in both
pharmacology and several industrial area.
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