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CIDNP-spektroskopische Beobachtung

von (S.T.N)-Radikalkationen mit einer Zwei-
Zentren-Drei-Elektronen-Bindung bei der
Photooxidation von Methionin**

Martin Goez,* Jaroslaw Rozwadowski und
Bronislaw Marciniak

Auf Untersuchungen der photo- und strahlungsinduzier-
ten Oxidationen schwefelhaltiger Aminosiduren wurde be-
trachtliche Miihe verwendet.’! Wesentliche Motivation dieser
Studien waren und sind Vermutungen, da3 die Reaktionen
dieser Proteinbausteine eine wichtige Rolle fiir den ,,Long-
range“-Elektronentransfer durch Zellmembranen 4 und fiir
die oxidative Schidigung von Zellkomponenten ! spielen.

Der Primérschritt der sensibilisierten Photoreaktionen ist
eine photoinduzierte Elektroneniibertragung von der Ami-
nosidure auf den Sensibilisator;!!! die dabei entstehenden
Radikalkationen sind auch frithe Intermediate bei den Puls-
radiolyseexperimenten.?l  Aus UV/Vis-spektroskopischen
Hinweisen wurde geschlossen,!'¢ &2l daf3 sich im Fall von
Methinon Met und verwandten Verbindungen die primér
gebildeten offenkettigen Radikalkationen durch Ausbildung
cyclischer Strukturen Met-(S.:.N) mit einer intramolekularen
Zwei-Zentren-Drei-Elektronen(2z3e)-Bindung zwischen
Schwefel und Stickstoff stabilisieren (Schema 15 ). Obwohl

ND2 NtDz \S .1‘. NDQ
Met-(S*) Met-(N¥) Met-(S.%.N)
a(H) =0 a(HY) ++ a(HY) ++
a(H2) ~0 a(Hz) ~0 a(Hz) ~0
a(H3) ++ a(H}) =~0 a(H3) ++
a(HY) ++ a(HY) =~o a(HY ++
Schema 1.

die (S.*.N)-Spezies allgemein akzeptierte Intermediate dieser
Reaktionen sind, existiert bis heute kein eindeutiger direkter
Strukturbeweis durch Methoden, die auf die Spindichtever-
teilung ansprechen, d.h. magnetische Resonanztechniken.
Einzige Ausnahme ist eine Untersuchung im festen Zustand,
in der bei der Pulsradiolyse von Met in konzentrierten
wifrigen Losungen von Lithiumhalogeniden unterhalb
160 K schlecht aufgeloste ESR-Spektren erhalten wurden,
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die nur eine Aufspaltung durch “N zeigten.”! Wir berichten
hier iiber die erste Beobachtung der vom Methionin ab-
geleiteten (S..N)-Spezies in fliissiger Phase mit magnetischer
Resonanz.

ESR-Spektroskopie an diesen Radikalkationen wird durch
die Tatsache erschwert, dal sie in fliissiger Losung sehr
kurzlebig sind. Messungen chemisch induzierter dynamischer
Kernspinpolarisationen (CIDNP) ¥l sind eine weitere Metho-
de, um die Strukturen und Spindichteverteilungen radikali-
scher Intermediate zu untersuchen, die fiir die vorliegende
Situation maBgeschneidert ist.

Die Polarisationen werden durch ,,Sortieren® der Kern-
spins in Radikalpaaren erzeugt, was seinerseits vom Zusam-
menwirken kernspinabhingiger Interkombination (durch das
Zusammenspiel von Zeeman- und Hyperfeinwechselwirkun-
gen) und elektronenspinselektiver Reaktionen der Paare
(Kéfigrekombination ist im allgemeinen nur im Singulettzu-
stand moglich) herriihrt. Detektiert wird durch Aufnahme des
NMR-Spektrums der diamagnetischen Reaktionsprodukte, in
dem sich die Polarisationen als anomale Linienintensitidten
manifestieren.

Die Effizienz des Spinsortierens ist um so grofier, je grofier
die Hyperfeinkopplungskonstante a; des jeweiligen Protons/
Kerns ist. Daher spiegeln die relativen Polarisationsinten-
sititen der verschiedenen Protonen in den Produkten, das
Polarisationsmuster,”! die relativen Hyperfeinkopplungskon-
stanten in den Radikalen wider. Weil der Aufbau der
Polarisationen nach der Lebenszeit der paramagnetischen
Intermediate (Nanosekunden oder sogar kiirzer) abgeschlos-
sen ist, die Polarisationen aber in den diamagnetischen
Produkten fiir die Spin-Gitter-Relaxationszeit 7 bestehen
bleiben (Sekunden bei Protonen), kann man das Polarisa-
tionsmuster als eingefrorene Signatur der intermedidren
Radikale auffassen. Die CIDNP-Spektroskopie spricht daher
auf schnellere Prozesse an als die ESR-Spektroskopie. Sie ist
dariiber hinaus in gewisser Weise niitzlicher fiir die Charak-
terisierung radikalischer Intermediate, weil das CIDNP-
Spektrum sofort eine Beziehung zwischen einem bestimmten
Wert von a; und einem bestimmten Kern i in den Produkten
herstellt.

CIDNP-Spektren, wie sie bei den Photoreaktionen von
Methionin Met mit 4-Carboxybenzophenon CB in D,0O bei
pH 5.8 und pH 12.2 auftreten, sind in Abbildung 1 gezeigt.
Durch eine spezielle Pulssequenz! wurden die NMR-
Signale aller unreaktiven Molekiile in der Probe eliminiert,
so dal die Spektren nur reine CIDNP-Signale zeigen. Man
sieht, daB H?® und H* von Met, d.h. die dem Schwefel
benachbarten Protonen, in beiden Experimenten starke
Polarisationen tragen, wihrend H', das a-Proton in Hinblick
auf den Stickstoff, bei pH 5.8 unpolarisiert ist, bei pH 12.2
dagegen stark polarisiert. Bezogen auf gleiche Protonenzah-
len (zwei dquivalente Protonen H*® gegen ein Proton H!)
ergibt sich aus der Integration der Signale ein Verhiltnis
P(H'Y): P(H?) der CIDNP-Intensititen von etwa 1.3 im Grenz-
fall hoher pH-Werte. Bei mittlerem pH liegt das Polarisa-
tionsmuster zwischen beiden Extremen. Alle diese CIDNP-
Signale erscheinen in Absorption. H? (6 =1.8-2.0, je nach
pH) ist unpolarisiert. Aufgrund der Deprotonierung der
Aminofunktion bei hoherem pH (der pK,,-Wert von Met in
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Abb. 1. Hintergrundfreie 'H-CIDNP-Spektren (250 MHz) wihrend der
Photoreaktionen von 4-Carboxybenzophenon mit Methionin in D,O bei
pH 5.75 (unten) und pH 12.23 (oben).['”) Nur der interessierende Spektral-
bereich ist dargestellt, und nur die Resonanzen der Methioninprotonen
(vgl. die dariiberstehende Formel) 1) wurden zugeordnet. Die Spektren sind
beziiglich des Tripletts von H® normiert.

D,O wurde durch NMR-Titration zu 9.65+0.09 bestimmt)
verschieben sich die Resonanzfrequenzen der Methioninpro-
tonen, vor allem die von H!, betrichtlich mit dem pH-Wert.
Ein Vergleich mit den NMR-Signalen, die unter Lichtaus-
schluf erhalten wurden, erlaubt jedoch, die angegebene
Zuordnung zweifelsfrei zu treffen.

Der fiir die Polarisationen des Substrates Met relevante
Mechanismus ist in Schema 2 gezeigt. Der Triplettzustand
3CB des Sensibilisators wird durch Elektronentransfer™ von

3CB + Met
3 1
CB*Mett = CB*Met*
Decarboxylierung von MetJ-r,
sekundire Reaktionen CB + Met
andere Produkte
Schema 2.

3
Met geloscht, was ein Triplettradikalpaar CB-Met- ergibt.
Die genaue Lokalisierung der ungepaarten Spindichte im
Radikalkation Met* des Methionins (die drei Moglichkeiten,
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das schwefelzentrierte Radikalkation Met-(S+), das stickstoff-
zentrierte Radikalkation Met-(N?) und die Spezies mit der
273e-Bindung Met-(S.:.N) sind in Schema 15 ¢ dargestellt) ist
fiir den grundlegenden Mechanismus von Schema 2 unerheb-
lich: In jedem Fall ist ein Elektronenriicktransfer nur fiir

1
Singulettpaare CB-Met- moglich, weil die Radikalpaare um
18 kImol ™! energetisch tiefer liegen als 3CB'¢l und die
Triplettenergie der Aminosdure noch hoher ist als die des
Sensibilisators.! ]

Decarboxylierung von Met* liefert schluBendlich andere
Produkte, von denen einige spinpolarisiert sind (vergleiche
die CIDNP-Spektren). Dieser Reaktionsweg kann aber nicht
zu Met zuriickfithren. Daher werden alle Komplikationen, die
auf die vielfiltige sekundidre Chemie'l dieses Systems zu-
riickgehen, vermieden, wenn man nur die Polarisationen der
wiedergebildeten Ausgangsaminosiure Met analysiert.

Ein Vergleich mit Modellverbindungen*fl — S-Methylcy-
stein, welches nur schwefelzentrierte Radikalkationen aus-
bildet, fiir Met-(S%), und Alanin, in dem das Radikalkation
notwendigerweise stickstoffzentriert ist, fiir Met-(N?) — zeigt,
daB die g-Werte von Met-(S%) wie auch von Met-(N7) groBer
sein missen als der g-Wert von CB-. Der g-Wert von Met-
(S..N) (siehe auch Lit.7) muB aufgrund der im Vergleich zu
Met-(N*) stirkeren Spin-Bahn-Kopplung in der schwefelhal-
tigen verbriickten Spezies Met-(S.".N) zwischen den g-Werten
von Met-(S%) und Met-(N?) liegen und ist deshalb auch gréBer
als der von CB- . Fiir jedes der drei vom Methionin abgeleiteten
Radikalkationen miissen die nichtverschwindenden Protonen-
hyperfeinkopplungskonstanten positiv sein, weil sie durch
Hyperkonjugation hervorgerufen werden:!? fiir Met-(S*) und
Met-(N-) wird das durch CIDNP-Experimente!' an den zu-
vor erwidhnten Modellverbindungen bestitigt. Nach der Kap-
tein-Regel ¥ sind die Absorptionssignale, die fiir die Protonen
von Met beobachtet werden, damit konsistent mit dem Reak-
tionsmechanismus von Schema 2 (Triplettvorldufer, u=-+1;
Singulettreaktionsprodukt, e = +1; Ag > 0; positive a-Werte).

Man erwartet eine vollkommen unterschiedliche Vertei-
lung der Protonenhyperfeinkopplungskonstanten in Met-
(SY), Met-(N¥) und Met-(S.*.N)-, wobei groBe Werte von a;
nur fiir jene Protonen auftreten sollten, die dem Radikalzen-
trum bzw. den Radikalzentren benachbart sind, d.h. fiir H?
und H* in Met-(S*), fiir H' in Met-(N*) und sowohl fiir H' als
auch H? und H* in Met-(S.”.N) (vgl. Schema 1). Was Met-(S%)
und Met-(N1) anbelangt, wird dies wiederum durch die
CIDNP-Ergebnisse 'l fiir S-Methylcystein und Alanin gestiitzt.

Das Polarisationsmuster von Met bei pH 5.8 (Abb.1,
unten) ist daher ein klarer Hinweis, daB nur schwefelzen-
trierte Radikalkationen Met-(S-) als Intermediate auftreten.
Dies ist nicht verwunderlich, da unter diesen Bedingungen
(pK,,—pH ~3.9) die Aminofunktion fast vollstindig pro-
toniert vorliegt, so daf} sie nicht als Elektronendonor fun-
gieren kann, weder bei der Loschung noch bei der Ausbildung
einer 2z3e-Bindung. Im Gegensatz dazu konnte das Polarisa-
tionsmuster bei pH 12.2 (obere Kurve in Abb. 1), also etwa
2.7 Einheiten oberhalb pK,,, entweder mit dem parallelen
Auftreten von Met-(S+) wie auch Met-(N*) kompatibel sein,
d.h. mit einer Loschung von 3CB durch Elektronentransfer
sowohl vom Schwefel als auch vom Stickstoff, oder mit einer
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Entstehung dieser Polarisationen in dem Radikalkation Met-
(S.-.N) mit der 2z3e-Bindung. Eine klare Entscheidung
zwischen diesen Alternativen wird jedoch durch den Vergleich
mit S-Methylcystein ermdoglicht, bei welchem der Abstand
zwischen Schwefel und Stickstoff um eine CH,-Einheit kiirzer
ist. Wihrend diese Verkiirzung keinen merklichen Einfluf3 auf
die Redoxpotentiale des Schwefelzentrums und der Amino-
funktion haben kann, weil diese Gruppen immer noch durch
eine gesittigte C,-Kette isoliert sind, macht sie die Aus-
bildung einer (S.*.N)-Spezies unméglich, weil sich dazu ein
viergliedriger Ring bilden miiite. Das Polarisationsmuster in
der Photoreaktion von CB mit S-Methylcystein bei pH-
Werten deutlich oberhalb pK,, der Aminosdure demonstriert
eindeutig, daB die Loschung von 3CB ausschlieBlich durch
Elektronentransfer vom Schwefel erfolgt; Elektronentransfer
vom Stickstoff partizipiert nicht in nachweisbarem MafB.llf
Dieser Befund schlie3t deshalb auch im Methioninsystem
einen Elektronentransfer vom Stickstoff aus. Die Tatsache,
daB die Geschwindigkeitskonstanten fiir die Loschung von
3CB durch Met bei pH 6.8 und pH 11.5 nahezu identisch sind
(2.6 x 10° gegeniiber 2.7 x 10° M~'s~1)['4l untermauert dies
zusétzlich. Das Polarisationsmuster des oberen Spektrums in
Abbildung 1 muf daher auf das Radikal Met-(S..N) des
Methionins mit der 2z3e-Bindung zuriickzufiihren sein.

In unserem hohen Magnetfeld (5.9 T) und bei der ziemlich
groBen Differenz Ag fiir das beteiligte Radikalpaar besteht
ungefihre Proportionalitit zwischen der Polarisationsinten-
sitdt und der Hyperfeinkopplungskonstante.l®! Weiterhin ist
die Annahme verniinftig, daB die Bildung von Met-(S.*.N) aus
dem schwefelzentrierten Radikalkation Met-(S*) — welches
das primédre von Methionin abgeleitete Radikal sein muf,
nachdem im Grundzustand die Wechselwirkung zwischen den
freien Elektronenpaaren am Schwefel und Stickstoff repulsiv
ist — schnell auf der CIDNP-Zeitskala ist, weil diese Reaktion
exergonisch und der geschwindigkeitsbestimmende Schritt
die Zusammendiffusion der miteinander verbundenen Schwe-
fel- und Stickstoffhélften des Molekiils ist. Unter diesen
Bedingungen kann die Verteilung der ungepaarten Spindich-
te o im Radikalkation Met-(S.".N) aus dem Grenzwert des
Verhiiltnisses P(H'): P(H?) der CIDNP-Intensititen bei ho-
hem pH-Wert mit McConnell-Beziehungen abgeschitzt wer-
den.'” Nimmt man das dimere Radikalkation des Tetrahy-
drothiophens (a(H*) =0.93 mT;!" dieser Wert muf3 verdop-
pelt werden, um ein Radikalkation zu beschreiben, bei dem @
auf einem einzigen Schwefelatom lokalisiert ist) und das
Radikalkation des N-Methylpyrrolidins (Mittelwert der Auf-
spaltung durch die Methylen-a-Protonen 4.25 mT)[! als
Modellverbindungen, erhélt man, daf3 in der Spezies Met-
(S.:.N) mit der 2z3e-Bindung ungefihr ein Drittel der
ungepaarten Spindichte vom Schwefel zum Stickstoff ver-
schoben ist (gg:0n=0.64:0.36). Da berechnete Verhiltnis
(05:0n=0.74:0.26) "1 liegt etwas hoher; wie aber die Autoren
von Lit.l hervorhoben, unterschitzt die verwendete STO-
3G*-Methode die Spindichte am Stickstoff.

Eingegangen am 18. September 1997 [Z 10942]
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