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I. Bevezetés és célkitiizések

Az aerob éldlényekben lejatszodd oxidéacios reakciok jo részét valamilyen
oxidoreduktdz enzim katalizalja. Ebbe a csalddba tartoznak a vizsgélataink alapjaul
szolgalo pirokatechin oxidaz (CO), kvercetin 2,3-dioxigenaz (2,3QD), 1H-3-hidroxi-4-
oxokinolin 2,4-dioxigenaz (Qdo) és 1H-3-hidroxi-4-oxokinaldin 2,4-dioxigendz (Hod)
enzimek, amelyek az aromas vegyiletek (orto-difenolok, flavonoidok és kinolon
szarmazékok) oxidativ bomlasi reakcidjat katalizaljak. Az oxidoreduktazok miikodése
soran melléktermékként keletkezo reaktiv oxigén vegyiiletek (Reactive Oxygen Species,
ROS) szamos, betegségekhez vezeté karos folyamat inicidlasaban vesznek részt. Az él16
szervezetek elsddleges védelmi vonalat ezekkel a melléktermékekkel szemben a
szuperoxid dizmutaz enzimek (SOD) képviselik, melyek az elsédleges gydkforras
szuperoxid gyok-anion dizmutécidjat katalizaljak.

Az enzimek mikodési mechanizmusanak kozvetlen vizsgalata bizonyos
esetekben  helyettesithetd  és  kiegészitheté ~a  megfelel6  modellreakciok,
modellvegyiletek tanulmanyozésaval. Ilyen modon egyszerii modellek segitségével is
informéacidhoz juthatunk a természetes enzimek miikodésérol. Az  értekezésben
bemutatott munka a kovetkezo célkitiizések koré csoportosithato:

1. A réztartalmu CO enzimhez kapcsolddva réz-, illetve cinktartalmua, kétmagvu
modellkomplexek megfeleld reakcidinak Gsszehasonlitasan keresztiil célunk volt annak
tisztazasa, hogy az enzimatikus reakcidban van-e szerepe a fém redoxaktivitasanak.

2. A CO enzim szubsztratuma, a pirokatechin az un. polifenolok kdrébe tartozik.
Ezen molekuldk gyodkfogo, illetve antioxidans sajatsdga mar régoéta ismert, s a legujabb
kutatasok alapjan az orto-helyzetli fenolos hidroxilcsoportoknak kdszénhets. TEMPO
(2,2,6,6-tetrametil-1-piperidinil-oxil) szabad gyok jelenlétében dioxigénnel reagaltatva a
3,5-di-terc-butil-pirokatechint (dbcatH) szerettik volna a reakci6 mechanizmusat
vizsgalni, ezzel valaszt kapni arra a kérdésre, hogy minek koszonhetd e szerkezetrész
Kitlintetett szerepe.

3. A 2,3QD enzim korabbi modelljének, a [Cu'(fla)(idpa)]CIO, [idpa = 3,3’-
imino-bisz(N,N-dimetil-propil-amin)] komplexnek katalitikus aktivitasat vizsgalva 3-
hidroxi-flavon (flaH) oxigénezési reakcidjaban célunk volt annak felderitése, hogy a
katalizis soran a termék gyors szubsztratum-termék ligandumcsere soran szabadul-e fel,
vagy a szubsztratum mar korabban bekapcsolodik a ciklusba.



4. A 2,3QD eddigi modellvegyileteiben a szubsztratum aktivalasa utan lépett
reakcioba a dioxigénnel. Egyéb oxidazok és oxigenazok miikodése soran feltételezhetd
dioxigén-komplexek kialakulasa a katalizis soran. Irodalombdl ismert dioxigén-
komplexek és flaH reakciojaban azt szerettiik volna kideriteni, hogy elképzelhet6-e az
enzimatikus reakcio lejatszddasa ilyen aton, és ha igen, betekintést nyerni az
oxigénaktivalas lehetséges mechanizmusaba.

5. Az 1,3-bisz(2-piridil-imino)-izoindolin (indH) rézkomplexében flavonol
helyett 4H-3-hidroxi-2-metil-benzopiran-4-on-t (mcoH) alkalmazva szubsztratumként
célunk annak kideritése volt, hogy a 2-es helyzetli szubsztituenscsere a molekulaban
modositja-e a reakcid kimenetelét és a mcoH alkalmazhatd-e modellvegyuletként.

6. Altalanosan elfogadott elképzelés, hogy az 1H-3-hidroxi-4-oxokinolin 2,4-
dioxigenaz (Qdo) és az 1H-3-hidroxi-4-oxokinaldin 2,4-dioxigenaz (Hod) enzimekben
az oxokinolin szarmazékok oxigénezési reakcidja ionos mechanizmussal jatszodik le.
Ujabb elképzelések szerint a reakcié gyokoés mechanizmussal is végbemehet. lonos
modellreakciok soran korabban sikerrel alkalmazott egyszerti szubsztratumok és 2,2-
difenil-1-pikril-hidrazil szabad gyok (DPPH) reakcidjaban azt szerettiik volna tisztazni,
hogy a gyokds mechanizmus szerepet jatszhat-e az enzimkatalizis soran.

7. A 3-hidroxi-piranon szarmazékok legtobbje nem toxikus és d&tmenetifémekkel
képes stabilis kelatkotés kialakitasara. Ennek alapjan célul tiiztik ki mangan(ll)-

komplexeik eléallitasat és ezek MnSOD utanz6 aktivitasanak vizsgalatat.

1. Alkalmazott kisérleti moédszerek

A levegdre érzékeny anyagokkal végzett preparativ munkat és a Kinetikai
méréseket Schlenk-technika alkalmazasaval, argon atmoszféraban végeztik. Az
alkalmazott old6szereket viz- és dioxigén-mentesitettiik, majd argon atmoszféraban
levego6tol és fénytdl elzarva tartottuk. Az elddllitott komplexek, az elvégzett reakciok
soran kapott termékek és koztitermékek azonositasa soran spektroszkopiai médszereket
(UV-vis, IR, ESR), rontgendiffrakciot, gazkromatografiat, magneses szuszceptibilitas
mérést valamint elemanalizist alkalmaztunk. A Kkinetikai vizsgalatok soran
gazvolumetria, vagy UV-vis spektroszkopia segitségével kdvettiik nyomon a reakcidkat.
A CO modellreakciok soran dbcatH,-t, a 2,3QD modelljeinél flaH-t, illetve mcoH-t, a

Qdo és Hod enzimutanzd reakciok soran 4-kinolon szarmazékokat allitottunk el és



alkalmaztunk szubsztratumként. A SOD utanzd reakcidk soran in situ allitottuk eld a

szuperoxid gyok-aniont.

I11. Uj tudomanyos eredmények

Pirokatechin oxidaz modellek

la Elemi réz, dtbg és idpa reakcidja inert korilmények kozott
[Cu"(dbcat)(idpa)]. komplexet eredményez. Réntgendiffrakciés szerkezetmeghatéarozés
alapjan a réz(ll)-ionok korili donoratomok torzult négyzetes piramisos geometria
szerint helyezkednek el. A DMF-ban végzett ESR vizsgalatok alapjan a
[Cu'"(dbcat)(idpa)]. komplex vegyérték izomerizacié révén [Cu'(dbsqg)(idpa)]. (dbsqH =
3,5-di-terc-butil-szemikinon gyok) komplexszé alakulhat, amelynek az el6bbihez
viszonyitott relativ koncentracidja ~10.

1.b. Cink-perkloréat, dbcatH, és idpa reakcidja soran inert koriilmények kozott a
[Zn(dbcat)(idpa)]. komplexhez jutottunk. A komplex szerkezete IR spektroszkopiai
vizsgalatok alapjan a megfelelé [Cu'(dbcat)(idpa)]. komplex mintajara képzelhetd el. A
komplex inert korilmények kozott ESR inaktiv, dioxigén hatasara azonban intenziv kék
szinli [Zn(dbsq)(idpa)].®* komplex jelenik meg. Az ESR spektrum alapjan a
szemikinonat ligandumok az oxigén atomjaikon keresztil koordinalédnak a cinkhez, az
idpa ligandum viszont csak gyenge kotést létesit vele.

1.c. Elvégeztiik a dbcatH, reakcijat dioxigénnel DMF-ban a [Cu''(dbcat)(idpa)]-»
és a [Zn(dbcat)(idpa)], komplex jelenlétében is. A 3,5-di-terc-butil-1,2-benzokinon
(dtbg) termék mellett mindkét reakcioban H,O, is keletkezett. Részletes kinetikai
vizsgalatok alapjan a rézkatalizalt reakcio brutt6 rendje harom, a cinkkatalizalt reakcioé
2,5. Megallapitottuk, hogy a rézkatalizalt reakcio soran gyors el6egyensulyi 1épésben
vegyérték izomerizécid révén (szemikinonato)réz(l)-komplex alakul ki. A szemikinonét
komplex kétmagvu peroxo komplex kialakulasa soran aktivalja a molekularis oxigént. A
sebességmeghatarozd lépésben a peroxo komplex hidrogénatomot von el a
szubsztratumtdl. Erre utal a dbcatD,-nel végzett reakcid sordn mért kinetikus
izotopeffektus (kKcurey = 2,31). A reaktansok aktivalasa tehat a réz koordinacios dvezetén
belll torténik. A cinkkatalizalt reakcio soran a katalizatorra kapott %2-es részrend alapjan
feltételezziik, hogy a dimer komplex csak kis mértékben disszocial. A keletkezd

monomer forma dioxigénnel (szemikinonato)cink-komplexszé és szabad szuperoxid



gyok-anionna reagal, amelyet 2,2'-bisz(4-nitrofenil)-5,5'"-difenil-3,3'-(3,3'-dimetoxi-4,4'-
difenilén)-ditetrazolium-klorid  (NBT) segitségével sikeriilt kimutatnunk. A
sebességmeghataroz6 Iépésben a szubsztratum fenolos O-H kotése a jelenlévd
szuperoxid gyOk-anion hatdsara homolitikusan felhasad. Ezt a jelent6s kinetikus
izotopeffektus is alatdmasztja (kznyey = 4,35). A cinkkatalizis soran tehat a cinkion
bazicitasa jatssza a kulcsszerepet, a reakcio a koordinacios dvezetén kivil jatszadik le.
Megallapitottuk, hogy csak a rézkomplex alkalmas CO funkcionélis modellezésére és az
enzimutanzo reakcidban a réz redoxaktivitdsa meghatarozo szerepet jatszik.

2. Vizsgaltuk dbcatH, reakcidjat dioxigénnel TEMPO szabad gyok jelenlétében,
metanol olddészerben. A reakcié terméke dtbg és H,O,. A Kkinetikai vizsgalatok
eredményeképpen trimolekulds sebességi egyenlethez jutottunk. Eléegyensulyi
hidrogénatom transzfer Iépés soran a TEMPO-bol és a dbcatH,-bdl TEMPOH ¢és dbsqH
keletkezik (kinetikus izotopeffektus). A sebességmeghatarozd lépésben a dbsqH
dioxigénnel alkil-peroxo-vegyiletet képez. Erre enged kovetkeztetni a dioxigén egyes
részrendje. Asszociativ mechanizmusra utal tovibba az aktivalasi entropia nagy negativ
értéke is (-84 + 32 J mol™ K™) és az, hogy NBT-dal nem tudtunk szabad szuperoxidot
kimutatni. Vizsgaltuk a reakcié olddszerfliggését és megallapitottuk, hogy szén-
tetrakloridban a reakcio joval lassabban jatszodik le. Ennek alapjan feltételezziik, hogy a
metanol oxigénatomja nemcsak a dbcatH, fenolos OH-csoportjaval, hanem a dbsqH
hidroxilcsoportjaval is hidrogénhidat képez. EI6bbi gétolja a szubsztratum és a TEMPO
kozotti hidrogénatom atmeneti l1épést, utdbbi noveli a dbsgH dioxigénnel szembeni

reaktivitasat. A reakcio sebességét tehat a két hatas egyuttesen szabja meg.

Kvercetin 2,3-dioxigenaz modellek

3. A korabban azonositott szerkezetli [Cu'(fla)(idpa)]ClOs komplex aktiv
katalizatornak bizonyult flaH oxigénezési reakcidjaban, melynek soran O-benzoil-
szalicilsavat (O-bsH) és CO-t kaptunk termékkent DMF olddszerben. Az elvégzett
kinetikai mérések alapjan a katalitikus reakcié bimolekulas sebességi egyenlet szerint
jatszodik le, a szubsztratum kiindulasi koncentracidja nem befolyasolja a reakcio
sebességét. A katalizis egy ciklusara feltételezett mechanizmus megfelel a
[Cu"(fla)(idpa)]CIO, autoxidacids reakcibjara javasoltakkal. Ezt tamasztja ala az
autoxidacios és a katalitikus reakcidra szamitott sebességi allandok jo egyezése.

Megallapitottuk, hogy a szubsztratumnak nincs szerepe a katalitikus ciklusban és csupan



a ciklus végén, gyors cserereakcié soran szoritja ki a gyengébben koordinal6dé O-bsH-t
a komplexbdl.

4. Eléallitottunk két, irodalombdl ismert réz-dioxigén komplexet [Cuy(1-0),(Bz-
TAC)3](ClO4), (Bz-TAC = 1,4,7-tribenzil-1,4,7-triaza-ciklononan) és [Cu(u-r*:1*-
0,)(iPr-TAC),]J(CIOg),  (iPr-TAC = 1,4,7-tri-izopropil-1,4,7-triaza-ciklononan)
osszetétellel, melyeknek flaH-lal inert kdriilmények kozott lejatszodéd reakcidja CHLClo-
ban Gj, [Cu"(fla)(iPr-TAC)]CIO, és [Cu" (fla)(Bz-TAC)]CIO, dsszetételii vegyiiletekhez
vezetett. A termékek szerkezetét spektroszkopiai mddszerekkel azonositottuk, a Bz-
TAC ligandummal képzett komplex esetében a rontgendiffrakcios vizsgalat alapjan a
réz kordli donoratomok torzult négyzetes piramisos geometria szerint helyezkednek el.
A flavonolat komplexek DMF oldészerben végzett autoxidacids reakcidja [Cu'(O-
bs)(Bz-TAC)]CIO,, illetve [Cu'(O-bs)(iPr-TAC)]CIO, terméket eredményez. A
rontgendiffrakcios szerkezetmeghatarozas alapjan mindkét komplex centruma torzult
négyzetes piramis geometridval irhatd le. Az autoxidacios reakciok sebességi allandoi
egy nagysagrenddel kisebbek a [Cu"(fla)(idpa)]ClIO4 komplexénél, mechanizmusuk —
feltételezéslink szerint — megegyezik az utdbbiéval. Bizonyitottuk, hogy sem a dioxo-,
sem a peroxo-diréz komplex és flaH reakciojaban nem képzddik enzimatikus termék. A
megfeleld flavonolato-komplexek viszont alkalmasnak bizonyultak az enzimatikus
reakcio modellezésére. Igy arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy az enzim esetében is a
koordinativ kotéssel aktivalt szubsztratum reagél a jelenlévé dioxigénnel.

5. Réz(I)-dimetoxid, indH és mcoH reakcidjaban inert korlilmények kozott
[Cu"(ind)(mco)] komplexet kaptunk termékként. A komplex szerkezetét egyebek
mellett rontgendiffrakcid segitségével azonositottuk. A réz korili koordinaciés szféra
geometriaja torzult négyzetes piramis poliéderrel jellemezhetd. A komplex autoxidacios
reakci6ja [Cu'(asp)(ind)] (aspH = acetil-szalicilsav) Ssszetételii terméket szolgaltat,
melyet szilard forméban IR spektroszkopiaval, illetve hidrolizalt termekeit GC
segitségével azonositottuk. A [Cu'(sal)(ind)(H-0)] (salH = szalicilsav) szekunder
terméket dimetoxi-réz(II), indH és salH reakciojaban is eloallitottuk, szerkezetét
rontgendiffrakciéval azonositottuk, aminek alapjan a koordinaciés Ovezet torzult
négyzetes piramisos geometriaval irhato le. Vizsgalataink alapjan a mcoH alkalmazhat6
szubsztratumként a kvercetin  2,3-dioxigenaz enzim modellreakciéi soran, a
termékodsszetétel alapjan a reakcié mechanizmusa megegyezik a flavonolat komplexek

esetében javasolttal.



Qdo és Hod modellek

6. A kofaktor nélkili dioxigenaz enzimek modellreakciéiként DPPH szabad
gyokot és oxokinolin szarmazékokat (PhQuinH = 1H-2-fenil-3-hidroxi-4-oxokinolin, N-
MePhQuinH = N-metil-2-metil-3-hidroxi-4(1H)-oxokinolin, 2-MeQuinH = 1H-2-metil-
3-hidroxi-4-oxokinolin), illetve flaH-t reagaltattunk acetonitrilben. A reakcidk soran az
enzimatikus Utnak megfelelé gytriihasadt termékeket kaptuk (GC-MS). Az N-
MePhQuinH esetében részletes kinetikai vizsgalatokat végeztiink, aminek
eredményeképpen bimolekulds sebességi egyenlethez jutottunk. Méréseink alapjan a
reakciosebesség fliggetlen a dioxigén koncentraciéjatol. Ennek alapjan a
sebességmeghatarozo 1épésben a DPPH és a megfeleld szubsztratum kozotti
hidrogénatom atmeneti reakcioban DPPH, és a megfeleld gyokos intermedierek
keletkeznek. Kisérleteink azt bizonyitjak, hogy az eddig feltételezett ionos mechanizmus

mellett a gydkds mechanizmus is szerepet jatszhat az enzimkatalizisben.

MnSOD utanz6 vegyuletek

7. Kiilonb6z6 3-hidroxi-piranon szarmazékok (etmalH = 4H-2-etil-3-hidroxi-
piran-4-on, flaH, hmcpH = 2-hidroxi-3-metil-2-ciklopentén-1-on, kojH = 4H-5-hidroxi-
2-(hidroximetil)-pirdn-4-on, malH = 4H-2-metil-3-hidroxi-pirdn-4-on, quercH =
3,3’,4’,5,7-pentahidroxi-flavon, vagy kvercetin) és mangan(ll)-perklorat reakcidjaban
inert koriilmények kozott a megfeleld [Mn(L)2] (LH = etmalH, flaH, hmcpH, kojH,
malH, quercH) komplexeket sikeriilt eldallitanunk, melyeket spektroszkopiai
modszerekkel azonositottunk. A [Mn(fla)2(py)2] komplexet egykristaly forméajaban is
eléallitottuk. A rontgendiffrakcios vizsgalat alapjan a komplex oktaéderes geometriaval
irhato le és a flavonolato-ligandumok egymashoz képest transz-helyzetben talalhatok.
Indirekt modszerekkel (xantin/xantin oxidaz és riboflavin/metionin rendszer) vizsgaltuk
az eldallitott vegylletek MnSOD utanzo aktivitasat. A szamitott ksop sebességi allandok
kozott a két mobdszer esetében nagysagrendi eltérést tapasztaltunk, ami azzal
magyarazhat6, hogy a teljes MnSOD aktivitds nem rendelhetd egyértelmiien a bevitt
[Mn(L)2] komplexekhez, feltételezhetben vegyesligandumti komplexek is képzddnek,
illetve a komplex disszocial. Ezt tdmasztja ala az is, hogy kisebb pH értéknél mértiink
nagyobb aktivitast, ahol a [Mn(L).] stabilitasa kisebb, igy a képz8d6 egyéb vegyiiletek,

illetve a nagyobb aktivitast mutaté mangan(ll)-ion nagyobb aranyban van jelen.



IV. A tudoméanyos eredmények jelentésége

Az értekezésben bemutatott munka alapkutatas jellegli, igy az eredmények
els@sorban tudomanyos ismereteink bovitését szolgaljak. Az egyes oxidaz és dioxigenaz
enzimekhez kapcsolodd vizsgalataink amellett, hogy kozelebb visznek minket az
enzimek hatdasmechanizmusanak megértéséhez, preparativ szempontbol is jelentoséggel
birnak, mint igen nagy kemoszelektivitasi homogénkatalitikus eljarasok. A MnSOD
utdnzé vegylletek jelentdségét az adja, hogy a kelatképzoként hasznalt vegyiiletek
viszonylag nagy mennyiségben kerillnek az emberi szervezetbe, igy a mangannal

képzett komplexeik ilyen jellegii hatdsanak felderitése indokolt.
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|. Introduction and objectives

Oxidation reactions are usualy catalyzed by oxidoreductase enzymes in aerob
organisms. Catechol oxidase (CO), quercetin 2,3-dioxygenase (2,3QD), 1H-3-hydroxy-
4-oxoquinoline 2,4-dioxygenase (Qdo) and 1H-3-hydroxy-4-oxoquinadine 2,4-
dioxygenase (Hod) belong to this group of enzymes that catalyze the oxidative decay of
stable compounds (ortho-diphenols, flavonoids and quinolone derivatives) during the
aromatic biodegradation. Our studies have relevance to these enzymes. Oxidoreductases
produce also reactive oxygen species (ROS) as byproduct which initiate several harmful
processes and enhance the formation of diseases. Superoxide dismutases (SOD), which
catalyze the dismutation reaction of superoxide anion, the primary radical source, are the
first defense line against ROS.

The investigation of enzymatic functions can give information about their made
of action by studying of model reactions and model complexes. Along that spectral and
mechanistic information can be gathered about the matural enzymes. The present work
can be structured according to the following aims:

1. In terms of the copper containing CO enzyme our aim was to elucidate the
role of the redox activity of the copper ion during the enzymeatic reaction by comparison
of the corresponding model reactions of dimeric copper and zinc complexes.

2. Catechol, the substrate for the CO enzyme, is a polyphenol. Although spin
trapping and antioxidant properties of these molecules are known for a long time only
latest studies cleared up that the ortho-phenolic hydroxyl groups are responsible for this
behavior. Our aim was to react dioxygen and 3,5-di-tert-butylcatechol (dbcatH,) in the
presence of the free radical 2,2,6,6-tetramethyl-1-piperidinyloxide (TEMPO) in order to
study the reactivity of our substrate with O, mediated by free radicals.

3. In relation to the 2,3QD enzyme our goal was to clarify the substrate-product
exchange mechanism by investigating the catalytic oxygenation reaction of 3-
hydroxyflavone (flaH) in the presence of the model complex [Cu''(fla)(idpa)] ClO, [idpa
= 3,3’-imino-bis (N,N-dimethylpropylamine)].

4. In the 2,3QD maodel reactions that has been performed until now, the activated
substrate reacted with dioxygen. In the of other oxidases and dioxygenases the
formation of dioxygen complexes can be assumed. Our object was to prepare known

dioxygen complexes and react them with flaH in order to clarify this possible pathway.
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5. By using 4H-3-hydroxy-2-methyl-benzopyran-4-on (mcoH) instead of flaH in
the copper(ll) complex of 1,3-bis(2-pyridylimino)-isoindoline (indH) we aimed to
elucidate the effect of the substituent in the substrate on the outcome of the reaction.

6. Generdly held opinion is that the oxygenation of oxoquinolines in Qdo and
Hod dioxygenase enzymes takes place by an ionic mechanism. Recently the idea of a
possible radical pathway has come up. In the reaction of 2,2-diphenyl-1-pycrylhydrazyl
free radical (DPPH) and previously used model substrates we wished to prove this
assumption.

7. Most of the 3-hydroxypyranone derivatives are able to form stable chelate ring
with transition metals. We aimed to prepare new manganese(ll) complexes using 3-

hydroxypyranones as ligands and determine their SOD-like activity.
[1. Experimental methods

Preparative work with air-sensitive materials and kinetic measurements were
performed using standard Schlenk-technique under argon atmosphere. Solvents were
dried and distilled under argon atmosphere according to standard procedures. Severa
separation and analytica methods (GLC, UV-Vis, IR, MS, EPR, magnetic
susceptibility, elemental anayses) were used to separate and characterize the
intermediates and products. Gas volumetry or electron spectroscopy was used for
monitoring the conversion of the substrates at the kinetic measurements. For the CO
model reactions dbcatH,, for the 2,3QD model reactions flaH and mcoH, and for the
Qdo and Hod biomimetic reaction 4-quinolon derivatives were used as substrates. Along

SOD mimic assays the superoxide anion has been produced in situ.
[11. New scientific results
Models for catechol oxidase
1.a. Reaction of Cu°, 3,5-di-tert-butyl-1,2-benzoquinone (dtbg) and idpa results
in [Cu'"(dbcat)(idpa)].. On the basis of X-ray diffraction experiments the coordination

sphere around the copper(ll) ion is distorted square pyramidal. EPR spectroscopic
investigations showed that the[Cu''(dbcat)(idpa)], complex transforms into a
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[Cu'(dbsg)(idpa)] 2 (dbsqH = 3,5-di-tert-butyl semiquinone) form by valence tautomerism
with a concentration of 10 relative to copper(l1) species.

1.b. The reaction of zinc perchlorate, dbcatH, and idpa gives [Zn(dbcat)(idpa)].
under inert atmosphere. The structure of the zinc complex can be described as the same
of the copper complex on the basis of the IR spectroscopic studies. [Zn(dbcat)(idpa)].

was found to be EPR silent under Ar atmosphere, but in the reaction with dioxygen or

under air gives dark blue EPR-active [Zn(dbsa)(idpa)]3 . By reason of the EPR results
semiquinonate ligand is coordinated to the zinc ion with its phenolic oxygen atoms
while the N-donor idpaligand is only weakly coordinated.

1.c. Cataytic reaction of dbcatH, with dioxygen has been performed in the
presence of [Cu'(dbcat)(idpa)], or [Zn(dbcat)(idpa)], complex in DMF solvent.
Reactions gave dtbg and H,O, as final products. On the basis of particular kinetic
investigations the copper-catalyzed reaction has an overall kinetic order of three, in the
zinc-catalyzed reaction this value is 2.5. In the copper-catalyzed reaction copper(l)
semiquinonate is formed in the first step. This intermediate is able to activate molecular
oxygen and forms a (peroxo)dicopper species which abstracts one atom of hydrogen
from the substrate in the rate-determining step. The measured kinetic isotope effect
(Keugrety = 2.31) supports this assumption. Activation of the reactants takes place in the
coordination sphere of the copper, consequently. Whereas the dimer zinc-complex
dissociates into monomers only in alow rate that is supported by the 0.5 partial order for
the catalyst in the rate equation. The monomeric form reacts with dioxygen to result in a
zinc semiquinonate complex and free superoxide anion which has been proved with the
positive  2,2'-bis(4-nitrophenyl)-5,5-diphenyl-3,3-(3,3-dimethoxy-4,4’-diphenylene)-
ditetrasolium chloride (NBT) test. Homolytic dissociation of the phenolic O-H bond of
the substrate takes place in the rate-determining step due to the presence of the free
superoxide anion. This is supported by the significant kinetic isotope effect (kznrey =
4.35). It can be ascertained that only the basicity of the zinc ions plays a role in the
catalytic cycle. To sum up, it can be stated, that only the copper-containing system can
be regarded as an appropriate CO model due to the redoxactive property of copper.

2. Reaction between dbcatH, and dioxygen in the presence of TEMPO gave dtbqg
and H,0; asfinal products. Detailed kinetic measurements led to an equation where first
order dependence has been found for al reactants. In the first step of the catalytic
reaction H-atom transfer from the substrate to the TEMPO free radical gives dbsgH and
TEMPOH and the low kinetic isotope effect excludes the H-atom transfer to be the rate-
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limiting step. The rate-determining step was found to be the reaction of semiquinone
intermediate and dioxygen which provides an akylperoxo species that has been proved
by the first order dependence of dioxygen. Associative mechanism is supported by the
large negative value of the activation entropy (-84 J mol™ K™) and by the negative NBT
test for the free superoxide anion. Solvent dependence of the reaction has also been
investigated. In CCl, the reaction showed much lower rate than in MeOH which alows
us to draw the consequence that the oxygen atom of the methanol molecule is bound
with hydrogen bond to the catechol and to the semiquinone intermediate either. Former
inhibits the H-atom transfer reaction whereas the second enhances the reactivity of

semiquinone against dioxygen. Rate of the reaction is determined by these two effects.

Models for quercetin 2,3-dioxygenase

3. The previously characterized [Cu'(fla)(idpa)]CIO, was found to be active
catalyst in the catalytic oxygenation reaction of flaH where O-benzoylsalicylic acid (O-
bsH) and CO were formed as products in DMF solution. Performed kinetic
investigations resulted in a bimolecular rate equation, moreover the substrate
concentration unaffected the reaction rate. Mechanism of the catal ytic cycle corresponds
to the previously suggested one for the autoxidation of [Cu'(fla)(idpa)]ClO,. Similar
rate constants for the catalytic and autoxidation reactions support these results. Substrate
has been established to push out the product O-bsH from the complex only in the
closing step of the cycle.

4. Two types of dicopper dioxygen complexes — namely [Cuy(u-O)x(Bz-
TAC)2](Cl04), and [Cux(ter?: P-02)(iPr-TAC)2](ClO,), (Bz-TAC = 1,4,7-triaza-1,4,7-
tribenzylcyclononane and iPr-TAC = 1,4,7-triaza-1,4,7-tri-isopropylcyclononane) — has
been prepared according to literature data. Reaction of the complexes and flaH resulted
the corresponding [Cu(fla)(Bz-TAC)]CIO, and [Cu(fla)(iPr-TAC)]CIO, complexes
under argon atmosphere. X-ray structural analysis showed a distorted square pyramidal
geometry around the copper center in the case of Bz-TAC ligand. Autoxidation of
flavonolate complexes in DMF resulted in the corresponding O-bsH in good yield. X-
ray diffraction studies revealed distorted square pyramidal geometry around the copper
center with both ligands. Rate constants for the reactions are one order of magnitude
lower than it was found in the case of [Cu'(fla)(idpa)]Cl1O,. Hence enzymatic product is

formed only in the reaction of flavonolate complexes with dioxygen, the consequence
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can be drawn, that in the enzymatic system the coordinated substrate is able to react
with the molecular oxygen.

5. [Cu"(ind)(mco)] has been synthesized in the reaction of mcoH and indH with
dimethoxy copper(ll). The structure of [Cu'(ind)(mco)] has been identified as a
distorted square pyramid by X-ray diffraction. Autoxidation of the complex provided
[Cu"(asp)(ind)] (aspH = acetylsalicylic acid) as product which has been characterized
with IR spectroscopy in solid state. Its hydrolyzed derivatives has also been identified
using GC. The secondary product [Cu'(ind)(sal)(H-0)] (salH = salicylic acid) complex
(distorted square pyramidal geometry, X-ray diffraction) has been prepared in the
reaction of dimethoxy copper(ll), indH and salicylic acid, too. The low molecular
weight mcoH has been found to be an appropriate model substrate for 2,3QD model
reactions which is supported by the identified enzyme-like products.

Qdo and Hod models

6. Functional model reactions of cofactorless dioxygenases have been performed
in MeCN using DPPH free radical and oxoquinoline derivatives (PhQuinH = 1H-2-
phenyl-3-hydroxy-4-oxoquinoline, N-MePhQuinH = N-methyl-2-methyl-3-hydroxy-
4(1H)-oxoquinoline, 2-MeQuinH = 1H-2-methyl-3-hydroxy-4-oxoquinoline) or flaH as
model substrates. In the reactions enzyme-like ring-cleaved products have been
identified (GC-MS). In the case of N-MePhQuinH detailed kinetic measurements
resulted in a bimolecular rate equation. Dioxygen concentration has no effect on the
reaction rate so the rate-determining H-atom transfer reaction from the substrate to the
free radicad must precede the fast reaction between dioxygen and reactive radica
intermediates. Our studies prove that a possible radical pathway may take part in the

enzymatic process by the so far presumed ionic mechanism.

MnSOD mimic complexes

7. We succeeded to synthesize and characterize new manganese(ll) complexes
using 3-hydroxypyranone derivatives (etmalH = 4H-2-ethyl-3-hydroxypyran-4-on, flaH,
hmcpH = 2-hydroxy-3-methyl-2-cyclopentene-1-on, kojH = 4H-5-hydroxy-2-
(hydroxymethyl)-pyran-4-on, malH = 4H-2-methyl-3-hydroxypyran-4-on, quercH =

3,3’,4°,5,7-pentahydroxyflavon, or quercetin) and manganese(ll) perchlorate. On the
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basis of crystallographic analysis of the octahedra [Mn''(fla)x(py)s] complex the
flavonolate ligands occupy the equatoria positions. Superoxide dismutating activity of
the manganese species has been determined utilizing indirect methods (xanthin / xanthin
oxidase and riboflavin / methionin superoxide generating system). Observed ksop
constants showed one order of magnitude difference depending on the applied method
that can be explained by the partial dissociation of the precursor [Mn'(L),] (LH:
etmaH, flaH, hmcpH, kojH, malH, quercH) and by the formation of some mixed ligand
complexes. Higher activity has been measured at lower pH, where the [Mn'(L),]
complexes have lower stability so it isvery likely that free manganese and mixed ligand

species appear in higher concentration.

V. Importance of theresults

The outlined work can be regarded as a basic research and contributes to our
scientific knowledge. Investigations on oxidase and dioxygenase model reactions help
us to understand some aspects of the enzymatic function. However, the reactions have
preparative importance as well, as very chemosel ective, homogenous catal ytic methods.
Significance of the MnSOD mimicking complexes is based on the natural, non-toxic

chelating agents used which get to the human body in arelatively high quantity.
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