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1. Bevezetés

A Dbiokatalizatorként rk6ds enzimek fontos funkcidkat latnak el azé él
szervezetekben, elengedhetetlenek az élethez. &tduk ismert és a tudomany
fejlédésével egyre nagyobb mértékben deril fény ponmesepgiikre, az Aaltaluk
katalizalt reakciokra és az enzimek szerkezetére.

Az enzimek egyik csoportja, az oxigenazok, kulcgfesagu szerepet jatszanak
az anyagcsere kulonb®Zolyamataiban. A dioxigenaz enzimek a molekuléaxsgén
beépllését katalizaljak valamilyen szerves szulsatrba, igy fontosak az aromas
vegyuletek anyagcseréjében, a szenfiyazyagok lebontasaban és vizoldhat6é alifas
vegylletekké valé atalakitasaban.

Az oxigén nélkulozhetetlen az élethez, de nehézémeg, mi is a pontos
szerepe a bioldgidban és a kémiaban. Manapsag szaetalloenzim ismert, melyek
kapcsolatba hozhatok az oxigénnel [1]. Ezek az neekiaz aktiv centrumuknak
koszonheaten képesek megkdtni az oxigént és beépiteni vajasaebsztratumba.

Az enzimek kutatasaval kapcsolatban az egyik legkabb terilet a nativ
enzimek vizsgélatan kivil a mesterséges enzimutdegylletek dlallitdsa, ezek
szerkezetének pontos leirdsa és reakcioik tanulozaisp kilonbdz kortlmeények
kozott. Az ilyen vegyuleteken keresztil modelledketn szervezetben lejatsz6déd
természetes folyamatok és kilonBémalitikai modszerekkel vizsgalhaté az enzimek
szerkezete, az aktiv centrum tulajdonsdgai és ammehk altal katalizalt reakciok
mechanizmusa, kinetikaja, valamint jol azonositkadeakcidtermekek is.

A dolgozatban bemutatasra kerithunka is e tertlethez Il4itik. Vizsgalataink
kozéppontjdban a pirokatechin dioxigendz enzimek deti@iként eballitott
vaskomplexek allnak, melyek egy adott ligandumaiaa tartozé nitrogéndonor
kelatképsdket tartalmaznak. Bemutatjuk dioxigénezési reakeihi a reakciok
kinetik4jat, a keletkgztermékeket, valamint a komplex vegytiletek szernétzss redox
tulajdonsagait.

2. Irodalmi attekintés

2.1. Enzimek, enzimreakciok

Az enzimek az él szervezetben lejatsz6dd anabolikus @péts katabolikus
(lebonto) folyamatokat katalizaljak. Ahogy az Ossiatalizator, az enzimek is csak
olyan folyamatok lejatszodasat segitik,ehmelyek 6nmaguktdl is végbemennének az
elé szervezet adta korilmeények kozott, csak lényegisebb sebességgel.

Fontos, hogy az enzimek a reakciok soran bealldddimamikai egyensulyi
allapotokat nem valtoztatjak meg, csak az aktivaddergiat csokkentve siettetik az
egyensulyi allapot elérését.

Az enzimreakciok megértéséhez szikséges tiszt&mny alapfogalmat. Az
enzimreakcioban atalakulé molekulat szubsztrdtumnekezzik. A koenzim egy
reakciopartner molekula, melynek jelenléte egyednereakciokhoz nélkilozhetetlen,
és a reakcidkban maga is éatalakul. A koenzim vbipanem Kkatalizdtor, emiatt
helyesebb koszubsztratumnak nevezni. A reakciolticksiometrikus mennyiségben
kell jelen lennie, vagy regeneralni kell.

Az enzimet alkotd bonyolult fehérjemolekula aminasarendje és térbeli
szerkezete révén olyan molekulafellilet jon létraely alakja és toltésmintazata miatt
mas molekuldk (szubsztratum, koenzim) megkotésémek a kdthely vagy aktiv
centrum léte folytan (1. 4bra). Az itt meghdd szubsztratum molekula atalakul, és
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termék formajaban tavozik a felUlétr A kiindulasi anyagok koncentracidja igen kicsi.
Az enzimek megkotik ezeket a kis koncentraciobdenjdévs vegyileteket, ilyen
maodon novelik a molekulak taldlkozasanak esélyémegkotdés az aktiv centrumon
szelektiv: csak bizonyos molekula vagy bizonyosudip molekulak kd&@tdnek meg
(specifitas). Ezt az aktiv hely sztérikus és elmkiltus sajatsagai biztositjak.

szubsztratum , N eetermé
az enzimnek megvaltozik végtermekek
az alakja, amint
a szubsztratum megkotodik
( ak;iv centrum

a szubsztratum enzim-szubsztratum enzim-végtermék a végtermékek

belép az enzim komplex komplex elhagyjak az enzim
aktiv centrumaba aktiv centrumat

1. abra. Az enzimniikdés folyamata.

Az enzimreakciokat a kovetkéztéenyesdk befolyasoljak: pH, émérseklet,
szubsztratum-, enzim- és a kulonbadazhibitor vegylletek koncentracidja.

Az enzimek aminosavakbél épiinek fel, molekulatditked,2x10- 5x1F
Dalton-ig valtozhat [2]. Az enzimek egy része egyzZehérje, ami dnmagéban is
képes katalizatorként #kodni (egyszdr enzimek), mas résziknek viszont sziiksége
van valamilyen kiegés#itanyagra (0sszetett enzimek). A kiegdsziinyag lehet
valamilyen szerves vegydulet, fémion vagy nem fehéeymészét csoport (példaul a
NAD® és NADP molekuldkban). Amennyiben d&en kobdik az enzimhez,
prosztetikus csoportnak nevezzik. Gyakori azonbagy egy szerves vegyilet csak
lazan kapcsolddik, és kdnnyen levalik a fehéftjéezeket a szakirodalom koenzimnek
nevezi. A koenzimek elterjedtek adélagban, ugyanis a nem fehérje természész
tobbféle fehérjéhez is képes kapcsolodni, igy télebénzim alkotdjava vélhat.

Az enzimek reakcidspecifikus katalizatorok, csak/félg biokémiai reakciot
katalizalnak. Ezt figyelembe véve, 6 csoportba batok [3]:

» Hidrolazok. Fehérjék peptidkdtésének, poliszaclriglikozidkotésének,
zsirok és foszfatok észterkdtésének hasitasaidéadjak.

» Oxidoreduktazok. Redoxireakciokat katalizalnak, yakl soran elektronok
vagy hidrogénatom kerul at egyik molekularol a rkisi

» Transzferazok. Egy meghatarozott atomcsoport &vitatalizaljak egyik
molekulérol a masikra.

+ lzomerazok. Atrendéirléses reakciokat katalizalnak.

e Liadzok. A szubsztratum egy adott csoportjanak eligédsat segitik él nem
hidrolitikus modon.

» Ligazok. Két molekulat kapcsolnak ¢ssze.

A fémiont vagy fémionokat tartalmazo6 enzimeket égportba sorolhatjuk. Az
elss csoportba tartoz6 metalloenzimek esetében a félm@pul az enzimmolekulaba,
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amennyiben a fémiont kiszakitjuk az enzithta metalloenzim elvesziti aktivitasat. A
masodik csoportba tartoz6 fémionok altal aktivalzimeknél egyensuly all fenn az
enzim és fémion, valamint a fémion altal aktivalzien k6zott. A fém agy valaszthato
el a fehérjéil, hogy az nem vesziti el teljes aktivitdsat. A atleenzimek kozott
talalunk olyan tulajdonsaguakat, amelyek az oxigéapulését katalizaljak kulonki®z
szubsztratumokba, ezek az oxigenaz enzimek. A kéxikben részletesebben ezékr
lesz sz@, mivel munkank egy, az ebbe az osztagiazth enzimhez kapcsolodik.

2.2. Oxigenaz enzimek
Az élb szervezetekben lényeges szerep jut azon metaiioekazek, melyek
képesek kolcsbnhatasba Iépni a dioxigénnel (1atal). Biolégiai rendszerekben a

dioxigén leggyakoribb reakcidpartnere a vas ésridabban a mangan és a vanadium.

1.tAblazat. Oxigénnel kélcsdnhaté metalloproteinek [1].

Hem Fe Nem hem Fe Cu Mn és V
Dioxigén hemoglobin, hemeritrin, h _
: ) : L emocianin
transzport mioglobin miohemeritrin
tirozinaz,
szekunder amin terin-figg dopaminB-
Monooxigenazok monooxigenaz, Do b9 hidroxilaz,
2 hidroxildzok ' .
NO szintaz fenilalanin
hidroxilaz
triptofan 2,3- pirokatechin
Dioxigenazok dioxigenaz, dioxigenazok, kvercetiniz pirokatechin
9 prosztaglandin H arén dioxigenaz (Mn)
szintetaz dioxigenazok
Oxidazok citokrémc ribonukleotid galaktéz oxidaz, ribonukleotid
oxidaz reduktaz amin oxidaz reduktaz (Mn)
Peroxidazok és katalaz, c!':jo,krom bMp katala;(,jy
katalazok _ Cperoxidaz, rémperoxidaz,
lignin peroxidaz Mn peroxidaz
Szuperoxid Fe SOD Cu-Zn SOD Mn SOD
dizmutdzok

Az oxigenazok két csoportja ismert: a monooxigekRagés a dioxigenazok.
El6bbiek esetében egy oxigénatom épul be a szubgmniratl), mig utdbbiaknal két
oxigénatom keril ugyanazon (2) vagy két kulortbdzszubsztratumba (3).
Monooxigenaz enzimeknél sziikség van elektron éomprdonor vegyiletekre, melyek
a molekularis oxigén aktivalasara szolgéalnak [4].

S+0,+e+H _— _» SO+ HO0 (1)
S+0, —» SO, 2)
S+S+0, ——» SO+S0 3)

Az oxigenadzokat mas gondolatmenet alapjan felasizth hem és nem hem
tartalmi enzimekre. A hem enzimekben a vastartaskiiv centrumot porfirin és
axidlis ligandumok kotik meg. Az axidlis ligandumbétarozzak meg az enzimfunkciét
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és leggyakoribb képvisék a kulonb6s aminosavlancok (hisztidin, tirozin, cisztein). A
nem hem enzimekben a vasat kiléribézamu hisztidin, tirozin, cisztein és karboxilat
lancok kotik meg. A hem oxigenazok alagest siknégyzetes szerkezetével szemben itt
cserélhat monodentat ligandumokrol beszélhetiink. Ebbe a ariog sorolhatdék a
pirokatechin 1,2-dioxigenazok is [5].

2.3. Dioxigenaz enzimek

A dioxigenaz enzimek a molekularis oxigén beémiilésitalizaljak valamilyen
szerves szubsztratumba (2)-(3). A dioxigénezédiciél kozeé tartozik a keis kotés
hasitasa és a peroxidképzés. A dettotes hasitdsanak fipusai az aromas és indol
gyirik deciklizalasa. Ezek az aromasok két szomszédoxcifis csoporttal
rendelkeznek, mely leggyakrabban két hidroxilcsbp@pirokatechineknél), de
eléfordulhatnak mas funkciok is. Az aromas ugy kétféleképpen hasadhat,
beszélhetink intradiol és extradiol hasitasrol (abra). Ezekkel analog
szubsztratumokat, mint a szubsztitualt pirokateskeh, mas enzimek oxigéneznek. Az
enzimatikus oxigénezés egyik jellebig a szubsztratum specifikussag, de szamos
enzim mutat katalitikus aktivitast kulonféle szuibdtumokkal szemben [4].

A legtbébb dioxigenaz aktiv centrumaban vasat lada, de elfordulnak
réztartalmuak is (pl. kvercetindz). Tobbséguk a reraimek kdzé sorolhatd. A hem
enzimekben a porfirin a 4 ekvatorialis koordinadnadyet foglalja el, axialis ligandum
pedig hisztidin (N koordin&cio), cisztein (S koaréicio) vagy tirozin (O koordin&cio)
lehet. Nem hem enzimeknél elengedhetetlen, hogdnmakorul az 6sszes ligandumot
azonositsuk. A vastartalml enzimek altaldban 5aip/\6-0s koordinacidjuak, a vasat
tirozin (fenolat kotés) és/vagy hisztidin - (imidazdtotés) lancok kotik. A
molekulaspektroszkopia kulonbdreriletei, az NMR, ESR, Raman, MCD és a rontgen
abszorpcid, lehéve teszik az aktiv centrumok és az intermedieredrkezetének
viszonylag pontos leirasat [4].

Kettés kotést hasitd dioxigenazok

1. Intradiol hasadas

R R
y OH _
2 | 0, /\/\COZH
[ ——
A o K/COzH

2. Extradiol hasadas

OH

R R
~_ _OH y
K\/I - Q/ECOZH
_—

3. Egyéb ketisskotés-hasadas



Rl

3 CH,CZ--R? R
R 3 OCH,Cz--R?
NH R 2
Iﬁl NHCHO

Peroxidképz dioxigenazok
HOO

— — 02 \ —
(CH2)7C02H —_— (CH2)7C02H

Egyéb dioxigenazok
1. Aromasok dihidroxilezése
R

NADH + 0,

A
-

H+

2. a-ketokarbonsav fliggh oxigénezés

S-H + 0, + R-CO-CO,H —— S-OH + RCO,H + CO,

S = szubsztratum

3. Vegyes dioxigénezés

CO,H COH
/ 0, /
HSHZC;-H — > HOZSH2C‘--H
NH, NH,

2. abra. Az enzimatikus dioxigénezés néhany tipusa [4].
2.4. Pirokatechin dioxigenazok

A pirokatechin dioxigendz enzimek fontos szerepdszanak a kulonbéz
aromas Osszetélk anyagcseréjében. Az aromas vegylleteket dioxjgémlétében az
aromas giri felnyitdsaval alifassé alakitjak, tehat lebongakzennyaef anyagokat. A
4. abran lathato, hogy a kulonlgomono- és dioxigenazok szamos aromas vegyuletet
pirokatechinné hidroxilalnak, melyeket a pirokaiectioxigenazok katalitikusan alifas
savva oxigéenezik. A kapcsolédd szomszédos dihitheoportok az aromas i
aktivalasara szolgalnak. A Fetartalmi enzimek ¢éként az intradiol oxigénezést
katalizaljak, mely soran a C1-C2 kotés hasad el §5Fé"* tartalmi enzimek pedig
inkdbb az extradiol oxigénezést segitik, edhol a C2-C3 (4) vagy a C1-C6 (6) kotés
szinik meg. Ez a figyelemre méltd szelektivitasi kofitkivalo példaja a biologiai
rendszerekben lejatsz6do, nagyszelektivitdsu kitadireakcioknak [4]. A pirokatechin



dioxigenazoknal a szubsztratum-specifikussag égzeteldivitas elésorban az aktiv
centrum szerkezet#tés oxidacios allapotatdl fugg (3. abra).

Tyr
® @ o PN s
ol

| o) N—FeH
H,0 Fel
\ /\>J
N | His
S S f
HNant/ H

His
(@ (b)

3. abra. Az intradiol (a) és az extradiol dioxigenaz (bjialcentrumd6, 7].

CHO

Proximalis extradiol R CO,H
> | P “4)
OH
. R
3 Intradiol =z CO,H
5 \ > COH ®
OH A 2
Disztalis extradiol R X OH
> | (6)
COH

CHO

4. abra. Intradiol és extradiol hasitas [4].
2.4.1. Intradiol dioxigenazok

Az intradiol hasitast vé@z oxigendzok a pirokatechinek oxigénezését
katalizaljadk, melynek sordn molekularis oxigén k& a szubsztrdtumba észcisz
mukonsav keletkezik. Ezen tipushoz tartozik a @teghin 1,2-dioxigenaz (1,2-CTD),
a protokatechuat 3,4-dioxigenaz (3,4-PCD) és aokliookatechin dioxigendz (CCD).
Az 1,2-CTD enzim katalizalta oxigén inzerciotstor 1955-ben tisztaztak [8, 9], és
azota is szamos 1,2-CTD enzimet izolaltak mikrooigausokbdl [10]. Koézulik
mindegyik vasat tartalmaz egyetlen kofaktorként, onrdman a kilonbdz
mikroorganizmus torzsekb izolalt enzimek eltér szerkezdtek [11-13]. Ezek az
eltéresek nehézségeket okoznak a katalizatorok keszstenek és a reakciok
mechanizmusénak felderitésében.

Az 1,2-CTD nemcsak a pirokatechint oxigénezi, manehany szubsztitualt
pirokatechint is. Mérésekkel bizonyitottdk, hogy reaktivitasi sorrend az R-
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pirokatechinek esetében a kovetdezppen alakul: R = H > 4-Me >> 4-F > 3-Me > 4-
Cl > 3-OH. Lathatdo hogy a 4-es helyen szubsztityatbkatechinek reaktivitasa
nagyobb, mint a 3-as helyen szubsztitualtaké. A 4zZarmazék relative magas
aktivitasdt Dorn és Knackmuss magyarazta [14]. Auai és extradiol reakciok
termékeit el8ként Fujiwara tanulmanyozta 3-as helyettesfitgisokatechinek esetében
[15], késbb pedig a kuldonbdzkapcsolddd csoportok pontos hataséara is fénytetierk
[16].

Az 1,2-CTD enzimet etként Hayaishi kulonitette el d@seudomonas
fluorescensnevi mikroorganizmusbol [8, 10], késb mas dllényekldl is sikerilt
hasonlé enzimeket nyerriP$¢eudomonas arvilla, Brevibacterium fuscum, Pseahas
putida). Az intradiol dioxigénezési reakcid6 mechanizmusékan tanulmanyoztak, a
kutatdsok soran kiderult, hogy a szubsztratum egyfogandumként koordinalédik a
vashoz és elvesziti mindkét protonjat. A deprotpnéliektronban gazdag részecske
vegyérték-izomerizacio révén szemikinonatovasfiteimedierré alakulhat. A gyokos
szénatom a triplett dioxigénnel peroxidvegyiletépdz, majd vélhéen egy trioxa-
metallocikluson keresztll jutunk a termékhez (5raflf17]. A regioszelektivitast
(vagyis az intradiol hasitast) a vegyéerték-izonmamia biztositja.

@

) .. HO
CO, E-Fe’"
CV OH
J

O 3+ .
E-Fe’"-OH Z 00 EFS -0
. COO" >

X
o
/ OH
O @
3+
@O\ Felll OH E-Fe* -0
00

o

E-Fe?'—0

5. 4bra. Intradiol dioxigénezési mechanizmus (E = enzim)|[1
2.4.2. Extradiol dioxigenazok

Az extradiol-hasitd enzimek gyakoribbak mint azradiol dioxigenazok,
azonban az oxidalé anyagokra valé érzékenységikafolkevésbé stabilisak. Ebbe a



csoportba tartozik a pirokatechin 2,3-dioxigenaB{@TD), melyet 1961-ben Kojima
fedezett fel [18]. Az enzim aktiv centruméban eggyispinszamu Béion talalhato.

Ebben az esetben is végeztek aktivitas vizsgaatolszubsztitualt
pirokatechinekkel, és a kovetkegorrendet figyelték meg: R=H ~ 4-Me > 3-Me > 4-Cl|
> 3-OH > 4-CHO >> 4-N@J[19].

A dioxigénezési reakcid mechanizmusat déet tébb elképzelés is sziletett, Shu
szerint, az @ ami a F&-hoz kapcsolédik, nukleofil szuperoxid gyokké alakés
megtamadja a dyi kis elektronériisédi oldalat, mégpedig az oxigént hordozo6

szénatom melletti szénen (6. agr20).

2H,0 HB
00, l o - ‘/ = /(6\1|: o
. Fe ¢
1,07 W 4 \ <o/ ¥
™ OH o -
i : | cuo
H
2H,0 O
B\
|
\\\O W\

WO |
FeII
gof N
0,

B\
Ili BH
.\\\O I R\ /f\o I R\
Felll \FeH
K4 (l).\ - i (l).\
/ 7
0 0

6. 4bra. 2,3-CTD altal katalizalt extradiol gytihasitag20].

Arciero és Lipscomb a 4,5-PCD altal katalizalt eéngzést irta 1§21]. A PCA
(protokatechuat sav) kétfogu kapcsolddasa utarxiggio a vascentrumhoz Kitik. Az
aromas gigric és a koordinalt oxigén molekula k6zott megvalospedcialis elektron
transzfer lehéivé teszi az ionos reakciét az anionos oxigén éatiartos aromas gyi
5. szénatomja kozott (7.4bra).
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7. abra.4,5-PCD katalizalta extradiol oxigéneZ2g].

2.5. Enzimmodellek

A legtdbb enzim nehezen hozzaféthés kevés vizsgalatra nyujt leséget,
mivel tiszta formaban val6 elkulonitésik nehéz data Pontos hatasmechanizmusuk
felderitése részletes kinetikai vizsgalatokat igdmy, amelyhez tdbb és pontosabb
mérésre lenne szikség. Az enzimek megismerésébsrerfiezet és a funkcidé a
legfontosabb paraméterek. Ezek szorosan 0Osszef8ggtsagok, hiszen az enzim
funkciojat el$sorban az aktiv centrum szerkezete, elektronikusz&sikus viszonyai
befolyasoljak. A szerkezet és a funkcid megismergséérdekében keéd céla
enzimmodellek (8. abra) megalkotasa szikseges, ekigdy az enzimvizsgalatok
nehézségei kikiiszobo ot

reaktivitis, komplex és/vagy

~ e 1 - l— - - £
funkcio mechanizmus szubsztratum
vizsgilat reakeigja

aktiv| hely modellek <
\ — szerkezeti atmenetiféem
analizis komplexek
8. abra. Enzimmodellek és szerepik.

A szerkezeti modellek esetében legfontosabb azgy hgeometriai és
elektronikus tulajdonsdgaik minél jobban hasontidda az aktiv helyéhez.
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Metalloenzimek esetében, a nagymérdehérjemolekulat szerves ligandumokkal
helyettesitik, eb#l kifolyblag standard korilmények kozott spektrasaiailag
vizsgalhatok. A kialakulé komplex altaldban tul tslis, hogy az enzimatikushoz
hasonlo6 reakciot katalizalja.

A funkciondlis modellek esetében a leglényegesdiigy minél nagyobb
szelektivitds mellett képezzék az enzimreakcio ékeit, tehat az enzim funkcidjat
utdnozzak. Ez lehetséges ugy, hogy csak a komplegstik reakcidba, maskor a
modellt katalizatorként alkalmazzuk a szubsztratnegfeleb reakcidjaban. Ezek utan
a mechanizmus felderittiekinetikai vizsgalatok alkalmazaséaval.

2.6. Vastartalmu dioxigenaz enzimmodellek

Munkank soran vastartalmu dioxigenaz utanzé enzidetieket allitottunk &l
€s vizsgaltunk. Szamos kutatas iranyul erre a dadgjl az évek soran kilonkitz
ligandumokkal valtozatos modelleket allitottalé,einelyekben gyakori a 3 nitrogén
donoratom motivum (9. 4bra).

=z N/ﬁ
| H
~ N N-H
Ld Ph
=z N/\
| H
Lf CH,4
{ OH
=N N A _N . N~
L

(\o‘ on €
N

OH
X N X I/\ AN
| | CT Y
=N Li N A N U N A

u. /[ \_m
SN N H3C\ (\OH SLCHs
SRS e
LK L

9. &bra. A modellekben alkalmazott ligandumok [22, 23].
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A 9. abran lathaté ligandumokkal képzett [FBCIs] (m = a, b, d, e, f)
komplexek szerkezetét és CTD utanzé aktivitasatzisgaltak. Az B, L°, L9 L® és L
tartalmi vegytletek eseténkg, = kopd[O,] ertékeket nézvél,N-dimetil-formamidban
(DMF) a kovetke# trend adédott: Fe@)®" > Fe(L%)* > Fe(l)* > Fe(L%*" > Fe(l)**
(2. tablazat). A termékdsszetételt tekintve a mnleHdeltdbbsége 1,2-CTD utanzé
aktivitast mutat [22].

2. tablazat. Az [Fe(L™)Cl3] (m = a, b, d, e, f) komplexekkel végzett oxigésiz
reakciok kinetikai adatai [22].

Komplex ko> (10°M™ s%)

[Fe(L%)Cl3] 1,7+0,3
[Fe(L))Cl4] 120+ 0,2
[Fe(L%Clq] 1,3+ 0,2
[Fe(LCl4] 0,5+0,2
[Fe(LYCly] 2,8+ 0,1

A [Fe(l’)Cl3] (p = a, b, k) komplexek reakciésebességét tekivizes fazisban,
a sorrend méasképpen alakul: F&{l> Fe(L?)* > Fe(®)**, ez annak készontethogy
a[Fe(LY)Cls] esetében a kisebb ligandum kevésbé, niiged’)Cls] vegyiiletnél a két
nagy térkitoltég benzimidazolil ligandum sokkal inkabb gatolja ailsgztratum és a
dioxigén kapcsoldédasat. A végzett mérések alapjan 1& abran lathatd
reakciomechanizmust javasoltak [Be(L")Cls] (p = a, b, k) komplexekkel végzett
dioxigénezési reakcioki23].

‘Bu ‘Bu
N
ﬁ/,, ACl DBCat> 6 I|\I NS /ITI ~Ox
Felll . Felll —_ . Fell
N/I (1 oldészer N'l \O
OH, Bu
Bu
O
Extradiol  Alkenil migracié Fem Acil migracid _Intradiol
hasitass ~  hasitas

10. abra.Javasolt intra- és extradiol dioxigénezési mechans gFe(L)Cl3] (p = a, b,
k) komplexek esetén [23].

2.7. Az altalunk felhasznalt ligandumok és jellemziik

A modellvegytletek éallitasahoz haromfogu izoindolin-vazas ligandumokat
hasznaltunk fel (11. dbra), melyek egy része maeit [24, 25], mas resziket pedig
Gjonnan Allitottak &l a kutatocsoportban. Az alkalmazott ligandumokiéenezé a
merev szerkezet €s a planaritas, igy donoratonggik sikban helyezkednek el. A
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vizsgalatok soran azért hasznaltunk tébb liganduankdomplexek éallitasahoz, mert
kordbbi szuperoxid dizmutdz modelljeinkben ezeki&khangolhat6 volt a fém redox
potencialja, amelynek |ényeges hatasa lehet aivéakta. Ugyanakkor a ligandumok
szerkezete nagyon hasonlo, konnyéraiithatok, szerves olddszerekben oldhatok és az
ML komplexekben elméletileg még 3 szabad koordigbiely talalhaté az oxigén és a
3,5-diterc-butil-pirokatechin (DBCatk) szadmara.

L'H:
: 1,3isZ2’-(1-metil-benzimidazolil)-imino)-izoindolin
L3H:
L H:
L°H:
L°H:

H;C
HN N ST N
)QN )§ N ):I\>
N N N
/i / i
NH NH NH
\ \ \
N N
/N = N - N
H,C
L'H L°H L°H
H;C
S = S
\
\ N/ N )§ N
N N
/i / i
NH NH NH
\ \ \
N N N N N N
N B T
— — S
H;C
L*H L°H L°H

1,3bisZ2’-benzimidazolil-imino)-izoindolin
1,3-bisz2'-tiazolil-imino)-izoindolin
1,3-bisA2’-piridil-imino)-izoindolin
1,3-bisZ2’-(4-metil-piridil)-imino)-izoindolin
1,3-bisz(2’-benztiazolil-imino)-izoindolin

11. &bra.A modellvegyiletekhez alkalmazott ligandumok.
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2.8. A [Fe(LNCI;] (n = 1-6) komplexek eballitasa

Prekurzor komlexekként a [FeliCl;] (n = 1-6) vegyileteket alkalmaztuk,
melyeklbl a DBCatH a CI ligandumokat kdnnyen kiszoritja bazis jelenlétéhemyis
igy eljuthatunk a kivant CTD modellekhez. A kiindsil komplexek eéallitasakor
FeCk6H,O metanolos oldatahoz hozzaadtuk a medfdighndumot argon alatt, majd
70 °C-on refluxaltuk 6 oran at (7). A keletkiezsapadékot srtik, hideg metanollal
mostuk és vakuummal szaritottuk.

MeOH

Fe'lCl;6H,0 + HL® ——— »  [Fe''(LM)ClY (7)
Liganldum Komplex
L 1
L2 2
L3 3
L 4
L° 5
L6 6

2.9. A [Fe(L"Cl,] komplexek szerkezetének azonositasa

A 2.8. fejezetben bemutatott komplexeket korabban nagyrészt jellemezték.
Ugyan szorosan nem kapcsolddik a dolgozat témajateza fenti komplexek egyes
tulajdonsagait meghataroztuk (FT-IR, UV-Vis és CWpgy 6sszehasonlithassuk az
elsallitando [Fe(")(DBCat)] komplexekével (a spektroszképiai adatokaKisérleti
részben felsoroltuk).

Az 1 komplex esetében az IR spektrumon jél lathatok566 és 1509 crhnél
jelentked efSteljes v(C=N) savok, melyek az *H ligandum deprotonalt, anionos
formajanak jelenlétére utalnak, ugyanis a protonddutralis 'H ligandum (szabad
ligandum) esetében ezen savok 1660-1600 tartomanyban jelentkeznének. A 3389
cm’-nél megfigyelhet kisebbv(NH) sav a benzimidazol NH csoportjanak rezgékéb
adodik.

A tdbbi komplex IR spektruman megfigyelte{Ar-H) savok 3044 és 3094 ¢m
! kozott jelentkeznek. 2 és5 komplexek esetében kevésbé intenzi@Hs) savok
figyelnek meg 2936 és 2919 ¢hmél, melyek a metil csoporttdl szarmaznak, utalva
annak jelenlétére a benzimidazol, illetve a piridigiiratkon. Az 1 komplexhez
hasonléan, a tobbi vegyilet esetében is azonodkthat koordinalt indolinato-
ligandumokv(C=N) rezgései az 1600-1500 ¢nmartoméanyban, melyek a ligandumok
deprotonalt formainak jelenlétére utalnak.

A 2 komplex UV-Vis spektruman a szabad ligandumsauskl (Ama,=478, 447,
420 nm) eltolédasa DMF oldoszert hasznalva ~15+0ankisebb energiak felé. Ez a
voros eltolédas jelzi, hogy a ligandum deprotoratmaban koordinaldédik a fémhez.
Ugyanez a batokrom eltolédas kisebb-nagyobb méetekbllemz a tobbi komplex
savjaira is.

A 3 komplex szerkezetét rontgendiffrakcios modszesreteghatarozték [26]. A
vizsgalat eredményeit a 3. tablazat tartalmazzairdgenszerkezetet (12. abra) tekintve
lathatd, hogy a komplex egymagvu, torzult trigosdipiramis szerkezigt A kdzponti
vasionhoz a haromfogu izoindolinato-ligandum niégtomjain keresztil kapcsolodik,
melyek egy sikban helyezkednek el, a tovabbi keakialis helyet pedig a két klorid
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ligandum tolti be. A rontgenszerkezékbtehat jol lathatd a tipikus FeNegység
geometriaja és jellendzkodtéstavolsagai (3. tablazat). Ezek kdzvetettgargresek am

situ elsallitott [Fe(L")(DBCat)] komplexekre is.

3. tablazat. A 3 komplex fontosabb kotéstavolsagai és kotésszogei.

Kotés Kotéshossz (A)
Fel-N1 2,019(2)
Fel-N3 2,094(2)
Fel-N5 2,095(2)
Fel-Cl1 2,2216(8)
Fel-CI2 2,2344(8)

Kotés Kotésszog (°)

N1-Fel-N3 86,01(9)
N1-Fel-N5 86,10(9)
N1-Fel-Cl1 171,29(9)
Cl1-Fel-Cl2 115,47(4)
N1-Fel-CI2 127,11(7)
N3—-Fel-N5 171,29(9)

Cl2

ci

S3

12. &bra.A 3 komplex rontgenszerkezete.

3. Célkitiizések

Munkank célja olyan vastartalmu pirokatechin di@xigz enzimutanzé komplex
vegylletek elallitdsa és vizsgalata volt, melyek édsrban funkcidjukat tekintve jol
modellezik az enzim aktiv centrumat. Ennek megbelela 2.8. fejezetben ismertetett
haromfogu ligandumokkal és vas kozponti atommalde#es 3,5-diterc-butil-
pirokatechinat komplexeket szerettiink volndaéiitani. A ligandumok kivalasztasanal
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szem ebtt tartottuk, hogy az egyes szarmazékok komplexkégajatsaga hasonld
legyen, emellett a komplexben kotott fémion redapatsagat megvaltoztassak. Ezaltal
elkilonithed a ligandumok kulonbdz sajatsagainak (elektronikus, sztérikus, gyenge
kolcsbnhatasok) hatdsa a komplex reaktivitdsaraaftmd célulitztik ki az eballitott
vegyuletek oxigénezeési reakcioinak vizsgalatatkeekinetikai mérések elvégzését és
a reakciotermékek azonositasat.

4. Eredmények és értékelésik
4.1. A [Fe(L")(DBCat)] komplexek eballitisa és UV-Vis spektroszkopiai jellemzése
A pirokatechin dioxigenaz enzim modelljeként a [E¥DBCat)] vegyuleteket

vizsgaltuk, melyek az ES komplexet utanozzak. Ertiemulasképpen dFe(L")Cl,]
vegyiletekhez DMF-ben adtunk DBCattHes trietil-amint (E4N) (8).

[Fe(L™)Cl,) + DBCatH, + 2Et;N [Fe(L™)(DBCat)| + 2Et;NHCI (8)
Lt 7
L? 8
L3 9
L 10
L> 11
L® 12
2,5 4
2
R
215
(3]
=
8 [Fe(L")(DBCat)]
< ,
[Fe(LY)Cl,]
0,5
0 T 1
470 570 670 770 870 970 1070 1170
Hulldmhossz (nm)

13. abra.Az 1 komplex esetében a [Fej(DBCat)] komplex kialakulasa Bt
hozzdadasa mellett (lags = 3,411).

A Et;N deprotonélja a DBCatH és az igy keletkézDBCaf™ kiszoritja a Cl
ionokat a[Fe(L"Cl,] komplextsl. A (8) reakcid jol kovethét UV-Vis spektroszkopiai
modszerrel [23], ugyanis @12 komplexek 790-980 nm kozott jellegzetes elnyelést
mutatnak. A [Fe(t)(DBCat)] komplex kialakuldsa jol lathaté a 13. &fr ahol BN
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fokozatos (2 ekvivalensig) hozzaadasa mellett myggfhet a 828 nm-nél jelentkéz
sav abszorbanciajanak novekedése. A széles saveiknomaa a7-12 sorrendjében a
kovetked: 828, 828, 790, 860, 860, 980 nm. Ez a bazis lamdsara megjelérsav a
vas(lll) pirokatechinat komplexének ligandum-fénttégatviteli (LMCT) atmenetéhez
rendelhet [23]. A dioxigénezési reakciok soran az LMCT sav fokogan elinik, igy
a reakcio nyomonkovetésére alkalmas.

4.2.[Fe(LMCl,] és [Fe(L")(DBCat)] komplexek elektrokémiai vizsgalata

A komplexek elektrokémiai sajatsagainak felderittessgos a redoxi reakciok
vizsgalatdban. A redoxatmenetek meghatarozasarikusik voltammetriat (CV)
alkalmaztunk. Felvettiik a [FE(ICI,] és [Fe(L")(DBCat)] komplexek voltammogramjat
1 mmol koncentracié mellett (14. és 15. abra), Bskealapjan megallapitottuk a
redoxpotencial értékeket DMF oldoszerben (4. t&i)azargon atmoszféra alatt. Az
inert munkaelektréd (Uveges szén elektréd, GCH) Edls elektrod (Pt) kdzé kapcsolt
folyamatosan valtoz6é potencial fliggvényében abtakoh meért aramot (14. és 15.
abra). A haromelektrédos konfiguracioban a refaesiektrod Ag/AgCl (3 M KCI)
volt. A nagy elektrolit koncentracié miatt, amelyetrabutil-ammadnium perklorattal (c
= 0,1 mol/dni) biztositottunk, elektronatadaskor, tehat oxidaa@gy redukcié esetén
pozitiv vagy negativ aramcsucs méthenivel a keletkezett aram a munkaelektrédon
lezajlo elektrokémiai folyamatokhoz kéthet

[ 10 1A

-1,0 -0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2 04 0,6 0,8 1,0
Evs. Ag+/Ag (V)

14. abra.[Fe(L"Cl,] komplexek CV diagramjai. (R komplex voltammogramija a
rosszabb oldhatdésag miatt mutat kisebb dramcsu)soka

A kloridkomplexek esetében elmondhatd, hogy csal,a2 és 3 komplexek
mutatnak reverzibilis viselkedést. Ez & 1Hee** redoxatmenethez rendeltieedukciés
€s oxidaciés éaramcsucsok kozel megef§yamgysagabdl és a csucsszeparaciod
ferrocénével megegyézertékeldl allapithatd meg. A4 és 5 komplexek oldataban
ugyanakkor irreverzibilis atmenetek méidiet(E.s). Ez arra utal, hogy oldatban
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(legalabbis a kisérleti korilmények kdzoétt) szamddell a klorid ligandum spontan,
vagy a vascentrum redukcioja altal indukalt disgamidjaval.

A CV méréseket ugy is elvégeztik, hogy a komplekatdhoz egy ekvivalens
DBCatH,-t és 4 ekvivalens Bll-t adtunk a komplexképeés teljessé tétele érdekében.
A mért voltammogramokat a 15. abran tuntettik fdl. mar mindegyik atmenet
irreverzibilis. Az aramcsucsok hozzarendelését e atmenetekhez neheziti, hogy
ebben az esetben a fém mellett a DBTatrubsztratum is redoxaktiv, ugyanis
oxid4cidja sordn DBSQ gytk-anionna alakulhat. A dioxigénnel szembenktigaas
szempontjabol az oxidacios potencialok nagysagamaakjelendsége, a tovabbiakban
ezeket vesszik figyelembe.

[10pA :: ]
ﬂ—ﬂ R
% s

—10
g—ﬂ -4
—2

—

-1,0 -0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Evs. Ag*/Ag (V)

15. abra.[Fe(L")(DBCat)] komplexek CV diagramijai.

4. tablazat.[Fe(L")Cl,] és [Fe(L")(DBCat)] komplexek redox potencial értékeiAlg-
re vonatkoztatva.

Komplex on1 (mV) onz (mV) Ered1 (mV) Eredz (mV)

1 197 80
2 229 128
3 302 221
4 272 -233
5 251 15 -355
7 305 95 -300
8 324 -317 -483
9 432 -310
10 439 -312
11 432 -295
12 400 -99 -305
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A 9-12 komplexek esetében két Iépben torténik a komplexek oxidacidja. Az
el (Eox) a FE" - Fe* atmenethez rendelliet mig a masodik Houxo) a
[Fe"(L)(DBCat)] - [F€"(L)Y(DBSQ)]* szubsztratum oxidaciéhoz kothet (It
megjegyezzilk, hogy amennyiben a dioxigénezés smdn a vascentrumhoz kédik
elss |épésben, az nem eredményezirflasitast. Ennek okat az o6sszefoglalasban
bévebben magyarazzuk. igy &g értéke a dioxigendz utanzé aktivitas szempontjabol
nem mérvado.) A7 és 8 komplexek CV-jén ezzel szemben csak egy oxidacios
aramcsucs van jeleltdyo), joval negativabb potencialnal. A kittcsucs hianyanak oka
ugyan nem magyarazhatd egyértédm, az azonban bizonyos, hogy az elektron
elvételéhez sziikséges kisebb energia (vagyis jethbkalo képesség)dekjelzi utdbbi
két komplex varhatéan nagyobb reaktivitasaf-A2 komplexek esetében két [épbsn
torténik a komplexek oxidacidja. Az 6l§Eo) a Fé* - Fe* atmenethez rendelldet
mig a masodik Ho) a [Fé'(L)(DBCat)] - [Fe"(L)(DBSQ)]* szubsztratum
oxidaciohoz kothét (Itt megjegyzziik, hogy amennyiben a dioxigénes#an az @a
vascentrumhoz kétlik elsy Iépésben, az nem eredményefrfipasitast. Ennek okéat az
osszefoglalasban éliebben magyarazzuk. igy &, €értéke a dioxigenaz utanzé
aktivitas szempontjdbdl nem mérvado.y £s8 komplexek CV-jén ezzel szemben csak
egy oxidacios aramcsucs van jel&Ryf), joval negativabb potencialnal. A kigtcsucs
hianyanak oka ugyan nem magyarazhaté egyéigimaz azonban bizonyos, hogy az
elektron elvételéhez szikséges kisebb energia iwappb redukald képesség)
elérejelzi utdbbi két komplex varhatéan nagyobb reatésat.

4.3. A [Fe(L")Cl;] és [Fe(l")(DBCat)] komplexek dioxigénezési reakcidinak
kinetikai vizsgalata

Az in situ korilmények kozott éhllitott [Fe(L")(DBCat)] komplexek
dioxigenaz utanzo aktivitasat, azok dioxigénezésikeioin keresztil vizsgaltuk. A
méréseket DMF-ben, 60 °C-on végeztik, szubsztréumRBCatH-t, bazisként pedig
EtN-t  alkalmaztunk. A dioxigénezési reakcid olmli valtozasat UV-Vis
spektroszkdpiai madszerrel kévettik, melyre a [Bg@BCat)] vegylletekre jellendz
abszorpciés sav intenzitdsanak valtozasa adott téedget. Ha ugyanis a
[Fe(L")(DBCat)] komplex pirokatechinat ligandumaigihasadt termékké alakul, az
LMCT séav eltinik. A 16. abran a7 komplex megfelél reakci6jahoz tartozo
spektrumsorozatot abrazoltuk. Amint lathato a 828es sav 80 perc alatt teljesen
eltinik (16. (a) abra), ami a reakcio teljes lejatszdda utal. A8-12 komplexek
esetében a megfetelLMCT sé&vok cstkkenése kulonkbzsebességgel torténik (17.
abra). A8 komplex esetében csapadékkezst tapasztaltunk, ezért a reakciot csak 28
percig tudtuk kovetni.
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0,0025
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16. abra. Tipikus dioxigénezési reakciot kigéspektroszkopiai valtozasok a
leghagyobb vizsgalt komplexkoncentracion (a). A([EDBCat)] komplex
dioxigénezeési reakcioja, koncentracié ai fidggvenyében (b).
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17. abra. A 7-12komplexek esetében a koncentracio @fidjgvényében abrazolva.

Mielétt részletes kinetikai vizsgalatokba kezdtink, axdjénezési reakciok
termékeinek azonositasa céljabdl a reakcidkat ramyoennyiséf komplexszel is
elvégeztik, majd az azonositast GC-MS modszerjathuk végre. A vizsgalatokbdl
kiderilt, hogy minden esetben intradiétdrmékhez jutottunk (5. tablazat).
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5. tabldzat. A dioxigénezési reakciok sordn azonositott terrkéRé-os aranya,
retencios ideje (RT) és m/z értéke. A termékekikimjait a 18. abran tuntettik fel.

Komplex Intradiol Extradiol Egyéb JerlJ:;

7 A (10%, 25,0, 236) ~ , ..
B (24%, 25.8, 281) EHQ’ o2 583)) F (~1%, 16,3, 156) 98%
C (63%, 28,5, 309) »

8 A -

D -

B (15%, 25,5, 281) ¢ ., F (2%, 16,5, 156) 98%
C (80%, 28,4, 309) E (3% 21,5, 208)

9 A (<1%, 25,1) .
B (54%, 25,4, 281) Eg’(y/;’ 295 ggg; F (4%, 16,3, 156) 83%
C (35%, 28,4, 309) A

10 A (<1%, 25,1
3553%, 25,9? 281) EiQ(V 213,208 F (3%, 16,6, 156) 72%
C (34%, 28,5, 309) 0 £

11 A (1%, 25,2, 236) .
B (48%, 25,8, 281) E((g(y/;" gg”g' ggg; F (1%, 16,7, 156) 93%
C (33%, 28,5, 309) P e

12 A (<1%, 25,0, 236) - /0
B (40%., 25,4, 281) 2 (8%, 20,7, 208) £ 50, 167 156) 93%

C (48%, 28.4, 309) F (1%, 21.3)

A termékek azonositasa utan UV-Vis spektroszkopiaiddszerrel
reakciokinetikai vizsgélatokat végeztink. A reakeith60 °C-on, leved jelenlétében,
DMF oldészerben vizsgaltukkdmplex = 0,5x10° és %10° mol/dnT tartomanyban. A
vizsgalt reakciok a kovetkézltalanos sebességi egyenlettel irhatok le:

d[Fe]
dt

= kops[Fe]™[0,]" ©)

ahol [Fg a komplex-,[O;] a dioxigénkoncentracid,,s pedig a megfigyelt sebességi
allandd. Az egyes komplexek esetében a kezdetciesdbességeket hataroztuk meg
kulonbo® kiindulasi koncentraciok mellett (19. abra). Az WAk spektrofotométerrel
kapott abszorbancia vs.ddspektrumokbdl koncentracié vs.éidiggvényeket kapunk,
melyek meredekségét, valamint a komplex és kOncentraciokat és részrendeket
ismerve akgps értéekek meghatarozhatdk (6. tadblazat). A 19. @apjan mindegyik
komplex esetében elmondhatd, hogy m = 1.
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18. abra.Dioxigénezési reakcié termékei: 3,5tdrc-butil-1-oxaciklohepta-3,5-dién-
2,7-dion (A), 3,5-diterc-butil-5-(karboximetil)-2-furanon (B), 3,5-derc-butil-1,6-
bisz-(N,N-dimetil-amino)-1,6-dion-2,4-hexadién (C), 3,5tdr¢-butil-2-piron (D), 4,6-
di-terc-butil-2-piron (E) és 3erc-butil-furan-2,5-dion (F) [23].

6. tablazat. Az 1-6 komplexek k &tlagértékei 60°C-on 1,24 x 10° mol/dn?
dioxigénkoncentracié mellett.
kétla

(10°M*sh

24,6 0,16

23,6+ 0,25

5,02+ 0,60

2,90+ 0,17

3,19+ 0,32

8,36+ 0,00

Komplex

OO, WN -

22



7,00E-07 -
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19. abra. A kezdeti reakciésebességek-42 komplex esetében (-d[Fel/d
koncentracioé fuggvenyében).

A 7 komplex esetében mértik a reakcig-fggését is gazbekevereses
mobdszerrel. Gazburettat alkalmazva, kilordb@z koncentracidkat beallitva végeztik
el a dioxigénezeési reakciokat és UV-Vis spektroprkiomodszerrel kévettik nyomon.
A kapott eredmények érvényesek a tobbi komplexré isontokra egyenes illesztiéet
amibsl kdvetkezik, hogy a reakcio részrendje dioxigémégve n = 1 (20. abra). (A2
komplexre a részletes kinetikai vizsgalatok foly#maa vannak.)

3,00E-06

2,50E-06

2,00E-06

1,50E-06

-d[Fe]/dt

1,00E-06

5,00E-07

0,00E+00 T T T T T T 1
0] 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,006 0,007

[0,] (mol/dm?)

20. abra.Oxigénfliggés @ komplex esetében (koncentraciéheli valtozasa az ©
koncentracioé fuggvenyében).

A kinetikai sebességi egyenlet (9) tehat az alédnonaban irhato f6l mindegyik
komplexre (10):
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d[Fe]
dt

= kype [Fel[0] {10

Ezutan vizsgaltuk a reakciok mérseklet-fliggesét ugy, hogy kulonboz
hémérsékleteket és a legnagyobb komplexkoncentrg2idt0® mol/dnt) alkalmaztuk
DMF oldbszerben és levégjelenlétében. A7-11 komplexek esetén a kulonkibz
reakciokinetikai paramétereket (7. tablazat) az hémius- és Eyring-egyenletek
segitségével hataroztuk meg:

E

kops = Ae R - Ink,p,s = —% +InA (12)

k __ AHT  AST kg
I?l;— _E_I_T—I_In? 261
ahol A a preexponencidlis tényeE, az aktivalasi energia, R az univerzalis gazallando
T az abszolut mérséklet AH” az aktivalasi entalpia\S™ az aktivalasi entropidks a
Boltzmann-allandoh pedig a Planck-allandd. K sebességi allanddk a (9) egyenlet
alapjan itt is meghatarozhaték. Azklnés Ink/T) értékeket abrdzolva az 1/T
fuggvényében a kapott pontokra egyenes illes@th@l. abra). Az egyenesek
meredekségéih €s tengelymetszetéba (11) és (12) egyenletek segitségével kapjuk az
aktivalasi paramétereket az egyes komplexek esetébe
A termékek ismeretében elmondhatd, hogy a dioxip@siereakciok soran
nagyon jo szelektivitassal (81-97%) mindig az idibh gyirihasitasbdl szarmazoé
vegylletek keletkeznek. Ennek figyelembevételéval & kinetikai meéréseink
eredményei alapjan a 22. abran lathat6 mechaniavasptot tehetjtk.

2,89E-03 2,93E-03 2,97E-03 3,01E-03 3,05E-03
_6 1 1 1 |
6,5 -
7 4
*7
7,5 -
E me
= -8 9
e
- -8,5 \ <10
11
9
9,5 -
10 -
1/T(K?)

21. abra.A 7-11komplexek esetében az In(k/T) értékek 1/T fuggedeyn.
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7. tablazat. Az 7-11 komplexek aktivalasi paraméterei.

Komplex  AE;(kJ/mol) AH?(kJ/mol)  AS* (J/mol)

7 51,9+ 3,3 49,1+ 3,3 -110+ 1
8 61,9+ 7,3 59,1+ 7,3 -82+ 3
9 52,9+ 4.3 50,1+ 4,3 -120+ 2
10 66,8+ 0,3 64,0+ 0,3 -84+ 0
11 68,3+ 3,5 65,5 3,5 -78+ 1

Az in situ elallitott [F€" (L™ (DBCat)] komplexek jellegzetes LMCT elnyelési
savja a lathatd/kdzeli infra tartomanyban a szubsnn kétfogu kdtdésére utal
[27,28]. Az intradiol hasitast végznzim esetében altalanosan elfogadott feltételezés
hogy a vas(ll)ion szerepe a szubsztrat-molekutavalidsa, amelynek soran a vas(lll)
pirokatechinat komplex vegyérték-izomerizacio réeémas(ll) szemikinonat formaval
tart egyensulyt [29]. llyen mdodon a komplexekbentokd szubsztratum partalan
elektronra tesz szert és a triplett allapotu diéritel valo reakcidja spin-megengedetté
valik. Az altalunk a modellvegylletekre javasoltta@nos mechanizmus 8|s
eléegyensulyi lépése is ekilk1). A vas(ll) izomerben I& szemikinonat a kdvetkéz
lépésben megkodt egy dioxigén molekulat, melynekéméegy alkilperoxil gyok
intermedier alakul kiky). Ez egyben a reakcio leglassabb, sebesség-memttatéapése
is. Erre a (10) egyenlet alapjan lehet kovetkekteiazen abban mind a dioxigén, mind
pedig a komplex részrendje egy. Vagyis mindkét téeak a lassu Iépést megzien,
részt vesz az aktiv komplex kialakitasaban. A pergyok ezutan egy trioxa-
metallociklussa alakul, amelynek gyors Criegeeratedidése [29] biztositia a
mukonsav termék kialakulasat. A GC-MS vizsgéalatbkkanutatott, mukonsavbol
szarmaz6 termékekA( B és C) mar a primer termék atrendelgsével és/vagy az
oldészerként hasznaliN,N-dimetil-formamiddal val6 reakci6éjanak kdvetkeztébe
alakulnak ki. A csupan néhany szazaléknyi mennyisgdkeletke& extradiol termékek
(D, E és F) nyilvanvalban mas mechanizmus szerint vezékhde, de ennek
magyarazata tulmutat e dolgozat keretein. Az egy@splexeket 0sszehasonlitva
emlitést érdemel, hogy a lassabb megfigyelt reaktiésségek esetében (kisébh
ertékek) nagyobb meértékben keletkeznek extradiohé&ek. Az egyes komplexekre
mért Kops értékek ldmérséklet-fliggéséb meghatarozott aktivalasi entrépiak nagy
negativ értékei alatamasztjak a 22. abran javaasdizociativ mechanizmust. Az
aktivalasi entalpiakban mutatkoz6 novékwrend a 7-12 komplex sorozatban,
dsszhangban all a sebességi egytitthatok aranykiserssével.

A javasolt mechanizmusbdl a (13) sebességi egyealsithat le, amely a (11)
kinetikai sebességi egyenlettel j6 egyezést mbtetsns = (kiko)/K 1.

_ _d[Fe]
dt

kk
= — [Fel[og]
1 (13)

Egyrészt tehat az @gyensuly vas(ll) forma felé tolédasa kedvez acigalak,
masrészt ak, nodvekedése, vagyis a vas(ll) forma minél nagyolektivitasa
dioxigénnel szemben. Varhat6, hogy utdbbira a kempkdox potencialja jeletd
hatast gyakorol. A komplexek voltammogramjain (&bra) azE,. atmenete hozhat6
osszefliggésbe a koordinalt DBEatligandum DBSQ gyok-anionnd vald
oxidaciojaval.

25



N N
0 S W o_ 3 w
\ s kl z \ il
Felll— N —_— Fe" —N
1117 O/ \ k-l 1117 O/ \
N N

—>» —» —>» Termékek

22. abra. A modellkomplexek intradiol dioxigénezési reakaigk altalunk javasolt
mechanizmusa.

Ha a komplexben kotott szubsztratum kénnyebben attxédd Eox. kisebb),
akkor nagyobb reakciésebességre szamithatunk. Agpslrértékeket az Eoy
fuggvéenyében abrazolva jO regresszidval negativedeséti egyenes illeszthéta
pontokra, amelynek meredeksége alapjan kas sebességi egyitthatd a
komplexsorozatban 6todrészére csokken 100 mV-axrpdtencialnévekedés hataséara
(dIn(kopd/dE = -(1,6 = 0,2)/100 mV). Ez az elektronikus hatégirthet tehat a
legmeghatarozobbnak a reakciosebesség szempontjabdl

26



_1 -
7
15 - "
_2 _
N 2,5 1
=
= R?=0,9562
_3 -
-3,5 - 10 .
11
_4 T T T T 1
250 300 350 400 450 500
onz (mV vs. Ag+/Ag)

23. abra. A reakcidsebesség W9 fliggése a vaskomplexek redox potencialjatol.
5. Osszefoglalas

A pirokatechin dioxigendz enzim modelljekémt situ korilmények kozott
[Fe(L")(DBCat)] komplexeket allitottunk &) kiindulasképpen pedig §Fe(L")Cly]
vegyuleteket alkalmaztuk prekurzorként. A42 vegyiletek szerkezetét UV-Vis és IR
spektroszkopiai médszerekkel, redox tulajdonsagaiealig ciklikus voltammetriaval
vizsgéltuk. A 7-12 komplexek dioxigendz utdnzo6 aktivitasdt azok djériezeési
reakcioin  keresztlil hataroztuk meg a reakciOkietikfelderitésével. A
rekaciotermékeket gazkromatogréafias és tomegspaktréas modszerrel azonositottuk,
eredményeink alapjan javaslatot tettink a reakcob@eizmusra. Tovabba fényt
deritettiink arra, hogy a ligandumok nagymértékbefolipasoljdk a dioxigénezési
reakcid mechanizmuséat és egyben a kelétkermékeket is. Korabban vizsgalt
haromfogl facialis fac) és meridionalis rhen, valamint négyfogl ligandumokat
tartalmazé komplexek esetén kidertlt, hogy haromfdgcialis ligandum esetén a
DBCatH, dioxigénezése sordn 97 %-ban az extradiol terméjdionalis ligandum
esetén 20 %-ban intradiol termék és 78 %-ban adaaxaktivitashoz kothéen kinon,
mig négyfogu ligandum esetén 84-98 %-ban intragiohék keletkezik (24. abra) [30].
Facialis ligandum jelenlétében a dioxigénnek varetisége a vashoz koordinalodni,
majd tdmadni a komplexben kotott szemikinont, amirasliol hasitashoz vezet.
Meridionalis ligandumnal (esetlinkben is), a diorigéason tortéh megkotdéseével
kedvedtlen geometria alakul ki a trioxametallociklus kikitasara, hiszen a dioxigén
nagyon tavol kertl a szemikinonat gyok-aniontolérezautooxidacié jatszodhat le.
Esetlinkben azonban kinon terméket nem tudtunk EmutUgyanakkor a dioxigén
molekula a vas helyett a szemikinonathoz is kagchwt. Ilyen médon intradiol termek
keletkezik. Modellkomplexeink dioxigénezése soragynszelektivitassal ez a reakcidut
valoésul meg. Négyfogu ligandum esetében nincs feelgioxigén vashoz tortén
koordin4cidjara, tehat szintén intradiol hasitdsgynevégbe. Az elektrokémiai
méréseink, valamint az egyes komplexekdn) értekének cstkkenése az oxidacios
potencial ndvekedésével azt bizonyitja, hogy a #imatt szemikinon redukalé erejének
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novekedése pozitiv hatassal van a reakciosebessddgieden eredménylnk
dsszhangban van tehét az altalunk javasolt meanaisizal.

Haromfogu ligandumok Négyfogi ligandumok
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24. abra. A kulonb6z harom- és négyfogu ligandumok hatasa a dioxigéneze
mechanizmusra [30].
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6. Kisérleti rész

Az inert kisérleteket levégés nedvesség kizarasaval végeztik. Az argon gazt
foszfor-pentoxid-os és blaugéles rendszeren s#aito valamint szén-dioxid és
oxigénmentesitetttk (KOH és DEOXO Kkatalizator). A&lhfsznalt olddszereket
tisztitottuk és argon alatt taroltuk.

A miiszeres vizsgalatokhoz alkalmazott készulékek:

Thermo Nicolet Avatar 330 FT-IR,
Agilent 8453 diédasoros UV-Vis spektrofotométer
VoltaLab 10 potentiosztat VoltaMaster 4 szoftverrel

A ligandumok és komplexek d@llitasahoz felhaszndlt kiinduldsi anyagok
kereskedelmi termékek voltak, a preparativ munlartak szerint tortént.

[Fe" (LY)Cl,] eléallitasa

Bemértiink 1,081 g (0,004 mol) FeBH,0-ot és 1,504 g (0,004 mol)'H-t,
majd feloldottuk 30 ml MeOH-ban. Ezutdn golyoétdt csatlakoztattunk a Schlenk-
edényhez és az argon alatti oldatot 6 6ran keres@ttC-on refluxaltuk. A refluxalas
utan a csapadékos oldatot Uvdgém sZirtiik, a csapadékot hideg metanollal mostuk és
vakuummal szaritottuk, barna siziterméket kaptunk. Hozam: 1,442 g (71,7 %).
UV-Vis (DMF): 259,0 nm (log = 4,238), 296,0 nm (lag= 4,032), 359,0 nm (leg=
4,164), 425,0 nm (lag= 4,162), 449,0 nm (lag= 4,139).

IR (KBr): 3389 (gy) ¢(NH)), 3269 (gy), 3068 (gy), 1651 (gy), 1628 (k}9B (e), 1556
() (C=N)), 1513 (k), 1509 (e)»(C=N)), 1441 (k), 1426 (e), 1348 (gy), 1319 (k),
1286 (gy), 1184 (gy), 1094 (k), 1038 (k), 760 (k43 (k), 700 (k), 642 (gy), 610 (gy),
563 (gy), 524 (gy) c.

A tovabbi komplexeket a fentivel megegganodon allitottuk €.
[Fe'" (L)CI,] elsallitasa

Kiindulasi anyagok: 1,081 g (0,004 mol) Fg&H,O és 1,616 g (0,004 mol)
L?H. Hozam: 1,469 g (69,2 %). UV-Vis (DMF): 262,0 r(foge = 4,192), 269,0 nm
(loge = 4,139), 354,0 nm (leg= 4,084), 377,0 nm (leg= 4,076), 427,0 nm (lag=
4,124).IR (KBr): 3052 (gy)W(Ar-H)), 3023 (gy), 2936 (gy){CHs)), 1628 (k), 1615
(k), 1553 (e) ¢(C=N)), 1504 (k), 1477 (k), 1448 (k), 1400 (k), B3(x), 1294 (k), 1178
(k), 1153 (gy), 1049 (e), 950 (gy), 894 (gy), 78y)( 741 (e), 704 (k), 686 (gy), 656
(9y), 546 (), 471 (gy), 460 (gy) ¢

[Fe'' (L3)Cl,] eléallitasa

Kiindulasi anyagok: 1,081 g (0,004 mol) Fg&H,O és 1,240 g (0,004 mol)
L®H. Hozam: 1,148 g (65,7 %). UV-Vis (DMF): 289,0 r(foge = 4,053), 407,0 nm
(loge = 4,057), 436,0 nm (leg= 4,078), 463,0 nm (leg= 4,051). IR (KBr): 3427 (k),
3094 (gy) ((Ar-H)), 2922 (gy), 2664 (gy), 1607 (gy), 1583 (455 (k), 1514 (e)
(v(C=N)), 1481 (k), 1459 (gy), 1364 (gy), 1310 (g¥r32 (k), 1207 (gy), 1150 (gy),
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11011 (k), 1065 (k), 907 (gy), 875 (k), 810 (gy)A47@@y), 712 (k), 637 (gy), 621 (gy)
cm-.

[Fe'" (LYCl,] elsallitasa

Kiindulasi anyagok: 1,081 g (0,004 mol) Fg6H,O és 1,192 g (0,004 mol)
L*H. Hozam: 1,155 g (67,9 %). UV-Vis (DMF): 277,0 riioge = 4,391), 330,0 nm
(loge = 4,196), 343,0 nm (leg= 4,179), 365,0 nm (lag= 4,161), 386,0 nm (lag=
4,208). IR (KBr): 3052 (gy)(Ar-H)), 1630 (gy), 1601 (gy), 1577 (e)(C=N)), 1551
(k), 1530 (e) ¢(C=N)), 1467 (e), 1430 (k), 1356 (k), 1292 (k), 82&), 1246 (k), 1183
(k), 1149 (k), 1091 (gy), 1049 (e), 1006 (k), 882 75 (e), 710 (k), 694 (k), 642 (gy),
533 (gy), 514 (k) cm.

[Fe" (L°)Cl,] eléallitasa

Kiindulasi anyagok: 1,081 g (0,004 mol) Fg6H,O és 1,308 g (0,004 mol)
L°H. Hozam: 0,869 g (47,9 %). UV-Vis (DMF): 278,0 rloge = 4,091), 296,0 nm
(loge = 4,085), 331,0 nm (leg= 4,057), 368,0 nm (leg= 4,056), 387,0 nm (lag=
4,119). IR (KBr): 3044 (gy)W(Ar-H)), 2919 (gy) ¢(CHz)), 1649 (gy), 1638 (gy), 1611
(k), 1580 (e) ¢(C=N)), 1522 (e){(C=N)), 1471 (e), 1403 (k), 1353 (k), 1294 (k), I27
(e), 1234 (k), 1173 (k), 1087 (k), 1043 (e), 10RE 038 (k), 889 (k), 817 (k), 777 (K),
751 (k), 712 (e), 698 (k), 548 (gy), 521 (k), 463 ¢m™.

[Fe'" (LO)CI,] elsallitasa

Kiindulasi anyagok: 1,081 g (0,004 mol) Fg&H,O és 1,642 g (0,004 mol)
L°H. Hozam: 0,869 g (47,9 %). UV-Vis (DMF): 369,0 r(foge = 4,088), 389,0 nm
(loge = 4,026), 420,0 nm (lag= 4,017), 445,0 nm (leg= 4,161), 474,0 nm (lag=
4,208), 508,0 nm (lag= 4,006). IR (KBr): 3434 (gy), 3234 (gy), 3053 Jdy(Ar-H)),
1635 (k), 1616 (e), 1590 (ky(C=N)), 1530 (k) ¢((C=N)), 1474 (k), 1456 (k), 1424 (Kk),
1380 (gy), 1312 (k), 1296 (k), 1254 (k), 1213 )62 (k), 1093 (k), 1033 (e), 914 (k),
844 (gy), 804 (gy), 783 (k), 754 (e), 722 (k), 18 667 (gy), 641 (gy), 578 (gy), 465
(gy), 441 (k) cnit,

A dioxigénezeési reakciok kinetikai és gazkromatogiéas vizsgalata

A kinetikai mérések soran éldépésben egy kétnyakua gémblombikhoz golyos
hiitét csatlakoztattunk, bemértik a@z6 komplexek egyikét és a szubsztratumként
szolgalé DBCathtt (0,5x10°-2x10° mol/dnt koncentraciéban), oldészerként pedig 30
cm® DMF-et alkalmaztunk leveg jelenlétében. Az oldatot allandd keverés mellett
olajfurdével adott Bmérsékleten tartottuk (55-70°C, +1°C) és hozzaddtuh
ekvivalens EiN-t szeptumon keresztil. A mintavételezést 5 péeeen végeztik
fecskend segitségével (Mna ~ 0,1 cm). A reakciét UV-Vis spektrofotométerrel
kovettik, a meérésekhez 0,1 cm-es uUthosszu kvardiéivalkalmaztunk. A reakcio
dioxigén flggését gazbekeveréses modszerrel mayéizkirettat alkalmazva. A kivant
0sszetétél gazkeveréket manométerrel 0sszekotott gazburétiiatasitottuk a reakcid
soran.

A dioxigénezési reakciét nagyobb mennyisé&pmplexszel (0,1 mmol) is
elvégeztik ugyanilyen korilmények kozott a realaridiékek azonositadsa miatt. A 48
6ras reakcidid végeztével az 5 chDMF-ben 16 reakcidelegyhez eldépésben 5 cin
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10%-0s HSOs-at adtunk, fél orat kevertettiik, majd elvalasztsér segitségéevel 3x10
cm® dietil-éterrel extrah&ltuk a termékeket. Az étefésist CaCl-dal szaritottuk,
sZirtiik, majd bepéroltuk. Az elegyhez 1 trdietil-étert adva, abbél 1,0l mintat
vettliink és elvégeztik annak gazkromatografids mégimasat. A gazkromatografias
mérések minden esetben azonos mérési paraméterékitasaval torténtek, a
kromatogrammok csucsaihoz tartoz6 komponensek a#dsa GC-MS technikaval

tortént.
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8. Flggelék

1.tAblazat. Az 1 komplex kinetikai adataF€l, a kiindulasi komplexkoncentracio).

.. o Fdo ©) -(d[F€/dt Kobs

Kisérlet T (°C) (1[0'3‘Eﬂ M) (1%32]|v|) ((1(§7ﬁ/| 3-13 (10t MY
1 60 2,00 124  611+016 2,46 0,06
2 60 1,50 124  435+023 2,34 0,12
3 60 1,00 124  307+023 2,48 0,19
4 60 0,75 124  2,44+008 2,62+ 0,09
5 60 0,50 124  1,48+007 2,39 0,11
2,47+ 0,04

6 55 2,00 119  412+1,16 1,73 0,49
7 60 2,00 124  611+0,16 2,46 0,06
8 65 2,00 128  7,75+020 3,04 0,08
9 70 2,00 1,31  10,67+0,07 4,07 0,03
10 60 2,00 124  636+012 2,56t 0,05
11 60 2,00 3,10 12,49+ 0,40 2,01 0,06
12 60 2,00 6,20 2494+122 2,01 0,10

2.tablazat. A 2 komplex kinetikai adata{lgl,a kiindulasi komplexkoncentracio).

.. o Fdo ©) -(d[F€/dt Kobs

Kisérlet T (°C) (1[0'3‘Eﬂ M) (1%32]|v|) ((1(g7q|v|s'1)) (10t M Y
1 60 2,00 124  522t047 210,19
2 60 1,50 124  446+031 2,40:0,17
3 60 1,00 124  294+013 2370,11
4 60 0,75 124  2,20+0,03 2,37 0,04
5 60 0,50 124  1,59+0,14 2,56t 0,23
2,37+ 0,03

6 55 2,00 1,19  3,50+0,15 1,47 0,06
7 60 2,00 124  522+047 2110,19
8 65 2,00 128 6,54+ 0,24 257 0,0
9 70 2,00 131 10,91+ 0,46 4,16t 0,17

3.tablazat. A 3 komplex kinetikai adatajF€l,a kiinduldsi komplexkoncentracio).

‘. o F @) -(d[F¢o/dt Kobs

Kisérlet T (°C) (1[or361 M) (1%‘32]|v|) ((:L(g'gql\/ls'l)) (102 M s
1 60 2,00 124  135%0,63 545 0,25

2 60 1,50 124  946+0,15 5,08 0,08

3 60 1,00 124  666+0,77 537 0,62

4 60 0,75 124  411+050 4,42 0,54

5 60 0,50 124 2974029 4,79 0,47
5,10+ 0,01
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O o0o~N®»

55
60
65
70

2,00
2,00
2,00
2,00

1,19
1,24
1,28
1,31

8,97+ 0,05
13,5+ 0,63
18,3+ 0,60
23,1+ 1,55

3,74 0,02
5,45+ 0,25
7,1A# 0,23
8,81+ 0,59

4.tablazat. A 4 komplex kinetikai adatajF€l,a kiinduldsi komplexkoncentracio).

.z ° Fdo ©) -(d[F o/dt kobs

Kisérlet T (°C) (1[or361 M) (1%‘32]|v|) ((:L(g'gql\/ls'l)) (102 M sY)
1 60 2,00 124 677+014 2,73 0,06
2 60 1,50 124  510+015 2,74:0,08
3 60 1,00 124  3,69+0090 2,98 073
4 60 0,75 124  275+027 2,96 0,29
5 60 0,50 1,24 1.90+029 3,07 047
2,74+ 0,03

6 55 2,00 1,19  448+014 1,88 0,06
7 60 2,00 124  677+014 2,73 0,06
8 65 2,00 1,28  988+025 3,87 0.10
9 70 2,00 131  14,4+002 551 0,01

5.tablazat. Az 5 komplex kinetikai adatajk€g,a kiindulasi komplexkoncentracio).

» . Fd, 05 (d[Fe/dt Kob
Kisérlet T (°C) (1[0'Sq M) (1E1r3 }\/I) ((1(g8?]v|s'1)) (102 M1 Y
1 60 2,00 1,24 7,87+025 317 0,10
2 60 1,50 1,24 635064 3,41 0,34
3 60 1,00 1,24  356+0,33 2,87 027
4 60 0,75 1,24 2.97+0,08  3,20- 0,09
5 60 0,50 124  2,03:+024 3,28 0,39
3,18+ 0,04
6 55 2,00 1,19  555+0,38 2,33 0,16
7 60 2,00 1,24 787025 3.17% 0,10
8 65 2,00 1,28 11,8100 4,63 0,39
9 70 2,00 131  182+036 693 0,14

6.tablazat. A 6 komplex kinetikai adataflFgo,a kiindulasi komplexkoncentracio).

o o [Felo [O] -(d[F€lu/dt) Kobs
Kisérlet T (°C) 10°M)  (10°M)  (107Ms?) (102M1s?
1 60 2,00 124  2,07+019 836 0,77
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