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Oxidoreduktaz enzimek bioutanzo reakcioinak vizsgalata
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1. Bevezetés

Mind a kémia, mind a bioldgia teriiletén régdta kutatjak mar
a metalloenzimek altal katalizalt reakciok mechanizmusat.
A szervezetbdl nehéz, bonyolult eljarassal lehet kinyerni az
enzimeket, amelyek tisztasaga sem mindig kielégité. Az ak-
tiv centrum szerkezete a legtobb esetben még nem ismert,
ezen problémak kikiiszobolésére a szintetikus modellezés
egy jol bevalt modszer. Az enzimmodellek alapvetéen két
csoportba sorolhatok: szerkezeti- és miikédési (funkciona-
lis) modellek [1]. A szerkezeti modellek az aktiv centrum
térbeli szerkezetének megismerését segitik eld a modellek
¢és az enzimek spektroszkopiai adatainak &sszehasonlita-
saval. A miikddési modellek segitik az enzimkatalizalt re-
akciok mechanizmusanak megértését és lehetové teszik a
mesterséges katalitikus rendszerek kidolgozasat.

2. Egymagvu vastartalmu modellek

Az egy- és kétmagvu nem-hem vastartalmi enzimek legna-
gyobb ¢s legvaltozatosabb csaladjat alkotjak az o-ketosavat
(a-KG) koszubsztratumként tartalmazoé enzimek, amelyek
aktiv centrumai az 1. Abran lathatoak. Ezen enzimek sza-
mos atalakitast képesek elvégezni, pl.: hidroxilezést, desza-
turdciot, epimerizaciot, heterociklusos gytiriképzodést és
gyuriikapcsolast, epoxidaciot, endoperoxid képzddést, va-
lamint halogénezést. Ezek az enzimek szerepet jatszanak
szamos fontos biologiai folyamatban is: a sejtek oxigénérzé-
kelésében [2],a DNS és az RNS javitasaban [3], epigenetikai
szabalyozas soran a hiszton demetilezésében [4], kiilonb6zd
fehérjék aminosav oldallancainak poszttranszlaciés modo-
sitasaban [2; 5; 6] és antibiotikumok bioszintézisében [7].
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1. Abra. Vastartalmu enzimek reaktiv intermedierjei

A vastartalmi o-KG-fiiggd enzimek leggyakrabban a
szubsztratumok C-H kotésének hidroxilezését katalizaljak
(2. Abra). Ilyen enzimek a TauD (taurin-dioxigenaz) (1) és
a P,H (prolil-4-hidroxilaz) (2), amelyek intermolekularis
dioxigenazok, mivel a vizsgalatok soran a jelzett '*O, oxigé-
natomjai két kiilonbozé termékben jelennek meg. A TauD

a taurin szulfonatcsoport melletti szénatomjanak hidroxile-
z¢si reakcidjat katalizalja. A hidroxilezett termék aminoa-
cetaldehidre és szulfitra bomlik.

A TauD (1) az els6é egymagvu, nem-hem vastartalmi en-
zim, amelyben azonositottak az oxovas(IV) (TauD-J) inter-
mediert [8]. Mdssbauer spektroszkopiaval megallapitottak,
hogy az intermedier nagyspinszamu (S = 2), 0,30 mms*
izomereltolodassal és 0,90 mms! kvadrupol-felhasadassal
rendelkezik [9]. Az EXAFS mérés alapjan a Fe-O kotésta-
volsag 1,62 A [10]. Deuteralt taurinnal végzett megfigyelé-
sek alapjan kimutattak, hogy a taurin Cl-es szénatomjarol
hasad le a H, amit a kinetikus izotop effektus (KI/E) érté-
ke ~50 [9; 11] is egyértelmiien alatdmaszt. A P,H (2) en-
zim esetében is kimutattak az oxovas(IV) intermediert, és
meghataroztak a Mdssbauer paramétereit (izomereltolodas:
0,30 mms™', kvadrupol-felhasadas: 0,82 mms™) és a K/E ér-
téket (~60), amelyek nagyon hasonléak a TauD-J interme-
dierjére kapott értékekhez [12]. A két kiillonb6z6 szubszt-
ratummal rendelkezd enzim kozotti feltiind hasonlosag azt
sugallja, hogy az a-KG-fiiggd hidroxilazokra ugyanaz a
mechanizmus jellemzo.
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A klavaminat szintaz (CAS) (7) és a carbapenem szintaz
(CarC) olyan vastartalmu a- KG-fiiggd enzimek amelyek
CAS katalizal még hidroxilezést és heterocﬂ(lusos gylri-
képzddést, mig a CarC epimerizaciot is [13]. A timin hid-
roxilaz (TH) (3) a nukleinsavak metabolizmusat katalizald
vastartalmu o-KG-fiiggd enzim [14]. Az a-KG-fliggd enzi-
mek reaktivitasa sokoldalu, ezért nagyon valtozatos oxida-
cios reakciokra képesek.

A 4-hidroxifenilpiruvat-dioxigenaz (HPP) (4) enzim altal
katalizalt reakcioban az o-keto-karboxilat oxidativ dekar-
boxilezését a fenilgylirti hidroxilez6dése kiséri, valamint
egy l,2-alkil-vandorlas, mig a 4-hidroximandelat-szintaz
(HMS) (5) enzim altal katalizalt reakciokban echelyett a
benzilhelyzetli C-atom hidroxilezédése jatszodik le [15]. A
ndvényekben az etilén bioszintézisének az utolso 1épése az
l-amino-ciklopropan-1-karbonsav (ACCH) gyfirthasitasi
reakcidja, melyet az ACC oxidaz enzim katalizal (6) [15; 16;

17; 18].
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3. Abra. Az eléallitott komplexek oxovas(IV) intermedierjei

Az egymagvu nem-hem vastartalmi enzimek modellezé-
sére a kovetkez6 prekurzor komplexeket és oxovas(IV) in-
termediereket (3. Abra) allitottuk el6: [Fe''(N4Py)(CH,CN)]
(ClO,), (N4Py = N,N-bisz(2-piridil-metil)-bisz(2-piridil)-

metil-amin) (1), [Fe"(N4Py*)(CH,CN)](Cl0,), (N4Py* =
N, N-bisz(2-piridil-metil)-N-bisz(2-piridil)-metil-amin) (2),
[FeM(O)(N4Py)** (3), [Fe(O)(N4Py*)]*" (4).

A komplexek hatékonysagat, reaktivitasat vizsgaltuk oxi-
génatom transzfer (OAT) [19] és hidrogénatom transzfer
(HAT) [20,21] reakciokban (4. Abra), valamint a kiralis
vaskomplexszel enantioszelektiv reakciokat dolgoztunk
ki. Tioanizol szarmazékok oxidacidja soran magas enanti-
omerfelesleg (ee) értékeket sikeriilt elérniink (64-96 %) [22],
ciklohexanon szarmazékok Baeyer-Villiger oxidacidja so-
ran 30-45 %-os [23], etilbenzol oxidacidja soran 13-33 %-os
[24], mig sztirol szarmazékok oxidacioja soran 8-12%-os ee
értékeket értlink el [25]. (1. Tablazat) Az altalunk tanul-
manyozott Fe(IV)oxo és Mn(IV)oxo tartalmii komplexek
képesek a H,0, oxigénné és vizzé torténd diszproporciona-
l6dasi reakciodjara, igy azok a nem-hem Fe-tartalmu katalaz
enzim modelljeinek is tekinthetdk [26-28].
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4. Abra. Oxovas(IV) komplexekkel vizsglt reakciok

katalizator oxidaloszer szubsztratum ee % Hivatkozas
1# (S)-(+H)-2 PhIO 4-metoxi-tioanizol 95 [22]
28 (R)-(-)-2 PhIO 4-metoxi-tioanizol 96 [22]
3 (S)-(+)-4 4-metoxi-tioanizol 84 [22]
42 (R)-(-)-4 4-metoxi-tioanizol 87 [22]
50 (R)-(-)-4 sztirol 8 [25]
6° (R)-(-)-4 4-klor-sztirol 12 [25]
7° (R)-(-)-4 4-metil-ciklohexanon 30 [23]
8° (R)-(-)-4 4-tercbutil-ciklohexanon 39 [23]
9¢ (R)-(-)-2 mCPBA etilbenzol 13,4 [24]
10¢ (R)-(-)-2 H,0, etilbenzol 12,1 [24]
11° (R)-(-)-2 TBHP etilbenzol 14,4 [24]
12¢ (R)-(-)-4 etilbenzol 33 [24]

[katalizator],= 6,45 x 10 M, [szubsztratum],;= 6,45 x 10" M, acetonitril oldoszerben.
135°C-on elvégzett reakciok. 25°C-on elvégzett reakcidk.c 0 °C-on elvégzett reakciok.

1. Tablazat. OAT és HAT reakciok soran elért ee értékek
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3. Flavonoidok

A flavonoidok kis molekulatomegii, polifenolos fitokémiai
anyagok. A novények masodlagos anyagceseréjébol szar-
maznak és fontos szerepet jatszanak kiilonb6zd bioldgiai
folyamatokban. Részt vesznek a novények szinének kialaki-
tasaban, UV-védelemben, novényvédelemben, fajok kdzotti
kolcsonhatasban. Széles spektrumu biologiai aktivitasuk
miatt szintéziseik a gydgyszervegyészek és a bioszerves
kémikusok fontos céljava valtak (5. Abra) [29].

A flavonok bioszintézisének egyik legfontosabb 1épése a
flavanonok oxidacidja hem és nem-hem vasfiiggd enzimek-
kel. A magas vegyértékli oxovas (IV) intermedierek mind
a hem, mind a nem-hem enzimekben kulcsfontossagu oxi-
dansok, pl: citokrém P450 [30], a flavon-szintaz II (FSII)
[31-35], pterin-fiiggd fenilalanin-hidroxilaz [36] és a-keto-
sav-fiiggd dioxigenazok (taurin-dioxigenaz, TauD) [37-39]
¢és flavon-szintaz I, FS 1 [40-43].
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5. Abra. Flavonok biologiai aktivitasa. [29]
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A flavanonok bioszintézisét a ndvényekben két kiillonb6z6
flavon szintaz katalizalja, amelyek teljesen kiilonb6z6 aktiv
helyekkel és eltérd katalitikus mechanizmusokkal rendel-
keznek [40,44,45] (6. Abra). Az FSI- Fe''/2-oxoglutaratfiigg
dioxigenaz hidroxilezés nélkiil, hidrogén elvonassal, majd
2,3-deszaturacioval képzi a flavont.

Az FSII-citokrom P450-fliggé monooxigenaz katalizalja a
feltételezett 2 hidroxi- ﬂavanon kialakulésat, majd a dehid-
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6. Abra. Flavanon oxidéacioja hem (FS II) és nem-hem (FS I) flavon
szintazzal

Mivel a flavanon egy kiralis molekula, ezért a racém flava-
nonok kinetikai rezolvalasa is elvégezhetd kiralis vastartal-
mu katalizatorokkal és oxovas(IV) intermedierekkel.

Sztdochiometrikus és katalitikus flavanon oxidacios reak-
cidkat elemeztiink spektroszkopiailag jol jellemzett nem-
hem Fe(II) és Mn(II) komplexekkel, illetve oxovas(IV) és
oxomangan(IV) intermedierekkel (7. Abra) [46]: [FeV(O)
(Bn-TPEN)]** (8) (Bn-TPEN = N-benzil-N,N’,N -trisz(2-
piridilmetil)-1,2-diaminoetan) [47; 48], [Fe™(O)(CDA-
BPA*)]** (13), (CDA-BPA = N,N,N’,N’- tetrakisz-(2-pi-
ridilmetil)-ciklohexandiamin)  [Mn"™v(O)(N4Py*)]**  (6)
[27], [Mn™Y(O)(Bn-TPEN)]** (10) [49], [Fe'(Bn-TPEN)
(CH,CN)I** (7), [Fe"(CDA-BQA*)]** (11) (CDA-BQA =
N,N,N’,N -tetrakisz-(2-kinolilmetil)-ciklohexandiamin),
[Fe"(CDA-BPA*)** (12) [50], [Mn"(N4Py*)(CH,CN)]*" (5)
[27], [Mn"(Bn-TPEN)(CH,CN)] * (9) [49].
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7. Abra. Oxovas(IV) és oxomangan(IV) komplexek és a vas(Il) és
mangan(Il) prekurzor komplexeik. [40]
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Az N4Py-tipust vas komplexek funkcionalis flavon szintaz
modellnek tekinthet('ik mivel képesek a ﬂavanon 2, 3 desza—
képzddésén keresztiil. Megprobaltuk ndvelni a katalitikus
aktivitast TPEN-tipusu ligandumok alkalmazasaval és vizs-
galtuk a fém-kofaktor szerepét és hatdsat vas- ¢s mangan
komplexekkel ugyanazon ligandumkerettel. Osszehasonlitva
a [Fe™(O)(Bn-TPEN)* (8) ¢és [Mn"V(O)(Bn-TPEN)]** (10)
komplexek reakcidjat flavanonnal ugyanazon koériilmények
kozott, 3,5-szer gyorsabban jatszodott le a reakcio a [Fe'V(O)
(Bn-TPEN)** komplexszel. Az oxovas (IV) komplexek rela-
tiv reaktivitasa: [Fe'(O)(CDA-BPA*)|** (12)> [Fe™V(O)(Bn-
TPEN)F (8)> [Fe™(O)(N4Py)* (2) > [Fe(O)(N4Py*)* (4)
Osszhangban van a katalitikus eredményeinkkel, és azt mu-
tatja, hogy a ciklohexan-diamin, mint kiralis elem hozzaada-
sa a katalitikus aktivitas névekedéséhez vezet [27].

4. Kétmagvu vastartalmi modellek

A nem-hem divastartalmu enzimek nagyon valtozatos ké-
miai reakciok lejatszodasaért feleldsek. Ezen enzimek cso-
portjaba tartoznak a ribonukleotid reduktaz (RNR-R2), a
sztearil-ACP A’ deszaturaz, az oldhaté metan-monooxigen-
az (SMMO), a human deoxihipuszin hidroxilaz (hDOHH), a
hemeritrin (Hr) és az aldehid deformilaz oxigenaz (cADO),
amelyek aktiv centrumat a 8. Abran tiintettiik fel.
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8. Abra. Divas(II) tartalmu enzimek aktiv centruma

A ribonukleotid reduktaz a DNS bioszintézisének a kulcs-
fontossagu lépését katalizalja, a ribonukleotidok dezoxiribo-
nukleotidda alakitasat [50]. A sztearil-ACP A° deszaturaz egy
cisz kettds kotés kialakitasaért felel a sztearil ACP 9-es és 10-
es szénatomja kozott, mellyel oleoil-ACP-t eredményez [52].
A metadn-monooxigenaz a metan metanolla torténd szelektiv
oxidaciojat katalizalja a metanotrdf baktériumokban [53]. A
human deoxihipuszin hidroxilaz a hipuszin bioszintézisében
vesz részt ¢s fontos szerepe van a sejtosztodasban, ezért 4j
antitumor terapiak kidolgozasat is elésegitheti az enzim al-
tal katalizalt folyamatok megértése [54]. A hemeritrin az O,
felvételében és szallitasaban jatszik kulcs szerepet [55]. Az
aldehid deformilaz oxigendz a hosszu alifas szénlancok bio-
szintézisét végzi a novényekben, rovarokban és egyes bakté-
riumokban [56]. Ezen enzimek redukalt forméja dioxigénnel
metastabilis intermediereket képez [51]: Hr enzim esetén egy
Fe'"'(u-O,R)(u-O)FeOOH  szerkezetii peroxidhoz jutunk,

az R2, A°, sSMMO és hDOHH enzimek esetén pedig egy
Fe'"'(u-0,)Fe' szerkezetl peroxidot kapunk.

Az irodalombdl eddig megismert peroxo-divas(IIl) komp-
lexek nagyon valtozatos szerkezettel irhatok le: Fe'(u-0O,)
Fell, Fe'"(u-O)(p—Oz)Fe"', Fe'"(u-OH)(p-Oz)Fe”‘, Fell(p-
OR)(pn-O,)Fe™, Fe(u-OR)(u-OCR’)(u-O,)Fe'™'. Fe!' pre-
kurzor és hidrogén peroxid reakcidja soran Fe''(u-O,)Fe'
Osszetétell szerkezetet kaphatunk.

Munkank soran relativ stabil peroxo-divas(III) komplexeket
allitottunk eld a 9. Abran szerepld ligandumokbdl és az enzim-
reakciok soran feltételezett intermedierek szerepét tisztaztuk.
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9. Abra. Peroxo-divas(I1l) komplexek el6allitisahoz hasznalt
ligandumok

Két peroxo addukt [Fe,(u-O,)(PBI),(CH,CN),J*!, ¢és
[Fe,(n-0,)(Me-PBI),(CH,CN),]*, (PBI = 2-(2"-piridil)ben-
zimidazol Me-PBI= 2-(2'-piridil)-N-metilbenzimidazol) re-
aktivitasat figyeltik meg H,0,-dal katalaz modellként [57]
és kiilonbozo fenolokkal funkcionalis RNR-R2 modellként.
A kinetikai és reakciomechanizmus vizsgalatok, valamint
az elméleti szamitasok kozvetlen bizonyitékot szolgaltat-
tak arra, hogy a (u-1,2-peroxo)-divas(I11) koztitermék részt
vesz az O-H aktivacios folyamatban alacsony spinil oxo-
vas(I'V) intermedier képz6dése révén [58].

A korabban kozolt peroxo-adduktok ([Fe™,(u-0,)(p-1,2-0,)
(MeBzim-Py),(CH,CN),]** MeBzim-Py = 2-(2’-piri-
dil)-N-metilbenzimidazol ~ [59],  [Fe",(n-O)(p-1,2-0,)
(IndH), (CH,CN),]* (IndH = 1,3-bisz (2- piridil-imino)
izoindolin) [60]) reaktivitasat tanulmanyoztuk nukleofil
(pl. alkil- és aril-alkil-aldehidek deformilezése) és elektrofil
(pl. fenolok, H,0O, oxidacidja) sztdchiometrikus reakciok-
ban (10. Abra), mint RNR-R2, cADO ¢és katalaz enzimek
modelljeit (2. Tablazat). Részletes kinetikai és reakciome-
chanizmus vizsgalatok alapjan tovabbi bizonyitékokat talal-
tunk a peroxo intermedierek ambifil viselkedésére, amelyet
a divastartalmt oxidoreduktaz enzimekre javasolnak.
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10. Abra. A [Fe',(u-0)(u-1,2-0,)(IndH),(CH,CN),]*" elektrofil (fenol
oxidacio) és nukleofil (aldehid deformilezés) reakcioja.
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szubsztratum komplex K, AH? AS? AG* Hivatkozas
[M s 1] [kJmol] [Jmol'K"] [kJmol™]
trimetil-acetaldehid 1 2,96+0,15 21+1 —163+3 69+2 [54]
ciklohexan-karboxaldehid 1 2,34+0,10 27+1 —14445 69+3 [54]
ciklohexan-karboxaldehid 2 0,192 67 —-18 72 [53]
benzaldehid 1 2,39+0,06 28+1 —138+3 69+2 [54]
benzaldehid 2 0,59 42 —98 71 [53]
fenilacetaldehid 1 0,95+0,06 18+1 —181£2 7241 [54]
fenilacetaldehid 2 0,04 52 —87 77 [53]
propionaldehid 1 0,77+0,03 29+2 —145+6 72+4 [54]
propionaldehid 2 0,074 52 -92 78 [53]
2-fenil-propionaldehid 1 0,68+0,04 2541 —162+5 73£2 [54]
2-fenil-propionaldehid 2 0,002 72 —34 82 [53]
2,6-di-terc-butilfenol 1 0,40+0,01 2744 —175+14 79+8 [54]
2,6-di-terc-butilfenol 2 64 —-108 96 [53]

@ Acetonitrilben, 10°C-on.

2. Tablazat. A kapott reakcidosebességi allando értékek és a szamitott aktivalasi paraméterek a peroxo-vas(I1I) komplexek
aldehidekkel és fenolokkal torténd reakcidja soran.

A [Fe'"(TBA),(CH,SO,),] (TBA = 2-(4-tiazolil) benzi-
midazol) komplexbdl hidrogén-peroxiddal képeztik a
[Fe",(u-O,)(TBA),(CH,CN),], komplexet, amely az oxi-
doreduktaz enzimek katalitikus ciklusa soran keletkezett
peroxo divas intermedierek funkcionalis modellje [61].
A komplex spektroszkopiai tulajdonsagai Gsszhangban
vannak az N-donor ligandumokkal képzett komplexek tu-
lajdonsagaival. Ez a komplex elektrofil és nukleofil reak-
tivitast is mutat az O-H kotések (H,O,, fenolok) oxidacio-
jaban, az aldehidek deformilezésében és a DMA oxidativ
N-demetilezésében elektrofil C-H aktivalason keresztiil.

Osszefoglalas

Az egymagvu, nem-hem, vastartalmu enzimek modelle-
zésére eldallitottunk két Fe(I) komplexet és oxovas(IV)
komplexeiket, amelyek reaktivitasat vizsgaltuk OAT és
HAT reakciokban. A kiralis komplexszel enantioszelek-
tiv reakciokban magas ee értékeket értiink el. Az altalunk
készitett N4Py-tipusii vas komplexek funkcionalis flavon
szintaz modellnek tekinthetdk. Az oxovas (IV) komplexek
relativ reaktivitasat meghataroztuk: [Fe!'V(O)(CDA-BPA*)]*
(12)> [Fe™(O)(Bn-TPEN)P** (8)> [Fe™(O)(N4Py)I** (2) >
[Fe™V(O)(N4Py*)]** (4). Majd az oxovas(IV) komplexek
mintjara oxomangan(IV) intermedierekkel is tanulma-
nyoztuk flavanon sztdchiometrikus és katalitikus oxidacios
reakciojat. Végiil relativ stabil peroxo-divas(I1l) komplexe-
ket allitottunk eld, amelyekbdl képzett peroxo intermedie-
rek reaktivitasat analizaltuk H,O,-dal katalaz modellként,
kiilonb6z6 fenolokkal funkcionalis RNR R2 modellként és
kiilonboz6 aldehidekkel funkcionalis cADO modellként.
Részletes kinetikai vizsgalatok alapjan bizonyitékokat ta-
laltunk a peroxo intermedierek ambifil viselkedésére, tehat
elektrofil és nukleofil reaktivitast is mutatnak.
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Investigation of biomimetic reactions of oxidoreductase enzymes

The mechanism of reactions catalyzed by metalloenzymes has
been long studied in chemistry and biology. Enzymes, the puri-
ty of which is not always satisfactory, can be recovered from the
body by a difficult, complicated process. The structure of the ac-
tive site is not yet known in most cases, and synthetic modeling is
a well-established method to overcome these problems. Enzyme
models can basically be divided into two groups: structural and
functional models [1]. Structural models facilitate the understand-
ing of the spatial structure of the active site by comparing the
spectroscopic data of the models and the enzymes. Functional
models help to understand the mechanism of enzyme-catalyzed
reactions and allow the development of artificial catalytic systems.

The largest and most diverse family of mononuclear non-heme
iron-containing enzymes (Figure 1) are those ones that contain
an o-keto acid as a cosubstrate. These enzymes can perform a
number of transformations, such as hydroxylation, desaturation,
epimerization, heterocyclic ring formation and ring coupling,
epoxidation, and halogenation. These enzymes also play a role
in a number of important biological processes: cellular oxygen
sensing [2], DNA and RNA repair [3], histone demethylation dur-
ing epigenetic regulation [4], and posttranslational modification
of amino acid side chains of various proteins [2; 5; 6] and in the
biosynthesis of antibiotics [7].

To model mononuclear non-heme iron-containing enzymes, the
following complexes and oxoiron(IV) intermediates (Figure 4)
were prepared: [Fe"(N4Py)(CH,CN)](ClO,), (N4Py = N,N-bis
(2-pyridyl(methyl)bis(2-pyridyl)methylamine) (1), [Fe''(N4Py*)
(CH,CN)] (ClO,), (N4Py* = N,N-bis(2-pyridylmethyl))N-bis(2-
pyridyl) methylamine) (2), [Fe"V(O)(N4Py)]** (3), [Fe'™(O)
(N4Py*)]** (4). The efficiency and reactivity of the complexes were
investigated in oxygen atom transfer (OAT) and hydrogen atom
transfer (HAT) reactions, and we tried to develop enantioselective
reactions with the chiral iron complex. During the oxidation of
thioanisole derivatives we achieved high enantioselectivity values
64-96% [19], during the oxidation of cyclohexanone derivatives
30-45% [20], during the oxidation of ethylbenzene 13-33% [21],
and during the oxidation of styrene derivatives 8 —12% ee values
were achieved [22] (Table 1).

Flavonoids are low molecular weight polyphenolic phytochemi-
cal materials. They are derived from the secondary metabolism of
plants and play an important role in various biological processes.
They are involved in the color formation of plants, UV protection,
plant protection, and interactions between species. Due to their
broad-spectrum biological activity, their syntheses have become
an important target for pharmaceutical chemists and bioorganic
chemists [23]. One of the most important steps in the biosynthesis
of flavones is the oxidation of flavanones by heme and non-heme

iron-dependent enzymes. The high valence oxoiron(IV) interme-
diates are key oxidants in both heme and non-heme enzymes, e.g.,
cytochrome P450 [24], flavone synthase I (FSII) [25; 26; 27; 28;
29], pterin-dependent phenylalanine hydroxylase [30] and a-keto
acid-dependent dioxygenases (taurine dioxygenase, TauD [31-33]
and flavone synthase I, FS I [34-37]. Stoichiometric and catalytic
flavanone oxidation reactions were studied with spectroscopical-
ly well-characterized non-heme oxoiron (IV) intermediates and
oxomanganese (IV) intermediates [40]. [Fe'V(O)(Bn-TPEN)]*
(8) [41; 42], [Fe"V(O)(CDA-BPA)]** (11), [Mn"Y(O)(N4Py*)]** (6)
[43], [Mn"Y(O)(Bn-TPEN)]** (10) [44] and their prekursor com-
plexes, [Fe''(Bn-TPEN) (CH,CN)J** (7), [Fe"(CDA-BQA*)]** (11),
[Fe"(CDA-BPA*)]* (12) [45], [Mn"(N4Py*)(CH,CN)]** (5) [43],
[Mn" (Bn-TPEN)(CH,CN)] >* (9) (Figure 7) [44]. N4Py-type iron
complexes can be considered as a functional flavone synthase
model because of their ability to perform 2,3-desaturation of
flavanone through the formation of a 2-hydroxy-flavanone inter-
mediate. We tried to increase the catalytic activity using TPEN-
type ligands and investigated the role and effect of the metal
cofactor with iron and manganese complexes with the same li-
gand framework. Relative reactivity of oxoiron(IV) complexes:
[Fe'V(O)(CDA-BPA*)]* (12)> [Fe'(O) (Bn-TPEN)]** (8)> [Fe'V(O)
N4Py)]** (2)> [Fe'V(O) (N4Py*)] 2* (4), which is in agreement with
our catalytic results and shows that the addition of cyclohexanedi-
amine leads to an increase in catalytic activity [40].

Non-heme diiron-containing enzymes are responsible for a wide
variety of chemical reactions. These enzymes include ribonu-
cleotide reductase (RNR R2), stearyl-ACP A9-desaturase, sol-
uble methane monooxygenase (sSMMO), human deoxyhypusine
hydroxylase (hDOHH), hemeritrine (Hr), and cyanobacterial
aldehyde deformylase oxygenase (Figure 8). The reactivity of
two peroxo adducts [Fe,(u-O,)(PBI),(CH,CN),]**and [Fe,(n-O,)
(Me-PBI), (CH,CN),]**(PBI= 2-(2-pyridyl)benzimidazole Me-
PBI = 2-(2'-pyridyl)-N-methylbenzimidazole) was investigat-
ed with H,O, as a catalase model and with different phenols as
a functional RNR R2 model. Kinetic, mechanical, and compu-
tational studies provided direct evidence that the (u-1,2-per-
oxo)-diiron(IIl) intermediate is involved in the O-H activation
process through the formation of a low-spin oxoiron (IV) spe-
cies [52]. The reactivity of previously reported peroxo adducts
([Fe",(n-0,)(p-1,2-0,) (MeBzim-Py),(CH,CN),]** MeBzim-Py =
2-(2’-pyridyl)-N-methylbenzimidazole [53], [Fe",(u-O)(n-1,2-0,)
(IndH), (CH,CN),]* (IndH = 1,3-bis(2-pyridyl-imino)isoindo-
line) [54]) were studied in nucleophilic (e.g., deformylation of
alkyl and arylalkyl aldehydes) and electrophilic (e.g., oxidation
of phenols) stoichiometric reactions as models of RNR-R2 and
cADO enzymes (Table 2). Based on detailed kinetic and me-
chanical studies, we found further evidence for the ambiphilic
behavior of peroxo intermediates. We report the formation of the
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peroxo-diiron(IIl) species [Fe',(u-0,)(TBA),(CH,CN),]*" from
the N-heterocyclic ligand, 2-(4-thiazolyl)benzimidazole ligand
(TBA) (Figure 9) [55]. This complex shows electrophilic and nu-
cleophilic reactivity in the oxidation of O—H bonds (H,O,, phe-
nols), aldehyde deformylation, and oxidative N-demethylation of
DMA via electrophilic C—H activation. The broad range of re-
activity makes the complex a good functional model for diiron
oxidoreductase enzymes.

In summary: To model mononuclear, non-heme, iron-contain-
ing enzymes, we prepared two Fe (II) complexes and their ox-
oiron(IV) complexes, the reactivity of which was investigated in
OAT and HAT reactions. High ee values were obtained in enanti-
oselective reactions with the chiral complex. The N4Py-type iron

complexes produced by us can be considered as a functional flav-
on synthase model. The relative reactivity of oxoiron(IV) com-
plexes was determined: [Fe'V(O)(CDA-BPA*)]** (12)> [Fe'Y(O)
(Bn-TPEN)]*" (8)> [Fe(O)(N4Py)I*" (2) > [FeV(O)(N4Py*)]*" (4).
Then, the stoichiometric and catalytic oxidation reactions of fla-
vanone were also studied with oxomanganese (IV) intermediates
for the sample of oxoiron (IV) complexes. Finally, relatively sta-
ble peroxo-diiron (III) complexes were prepared, from which the
reactivity of peroxo intermediates formed was investigated with
H,O, as a catalase model, with different phenols as functional
RNR R2 model, and with different aldehydes as functional cADO
model. Based on detailed kinetic studies, we found evidence for
the ambiphilous behavior of peroxo intermediates, so they also
show electrophilic and nucleophilic reactivity.
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