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Die biologische Wirksamkeit von Stickstoffmonoxid (NO) als
sekunddrem Messenger, z. B. im kardiovaskuldren System, ist
seit langerem bekannt. Zum aktiven Transport von NO dient
die Nitrosierung von Cysteinresten des Oxyhdmoglobins; aus
den so gebildeten S-Nitrosothiolen (RSNO) kann das NO
enzymatisch wieder freigesetzt werden. Daher sind S-Nitro-
sothiole dhnlich wie NO wirkungsvolle gefiflerweiternde
Mittel (Vasodilatoren), sind aber auch ebenso toxisch.!* Se-
Nitrososelenole (RSeNO) sind bisher nicht bekannt, aber es
gibt Hinweise auf Schnittstellen zwischen den biologischen
Zyklen von NO und Selenoproteinen.! So sind Selenopro-
teine wirkungsvolle Reduktionsmittel fiir Peroxynitrit,” und
S-Nitrosothiole konnen als Substrate von mammalen Seleno-
enzymen fungieren (Glutathionperoxidasen, GPx und Thio-
redoxinreduktasen, TrxR)."'” Es ist noch nicht geklirt, ob
und wie die Selenocystein-Einheiten (Sec) in den aktiven
Zentren von TrxR und GPx bei der enzymatischen Freiset-
zung von NO aus S-Nitrosothiolen mitwirken. Nach Wang
et al.' wird wihrend der katalytischen In-vitro-Zersetzung
von S-nitrosiertem Glutathion (GSNO) durch GPx und durch
Bis(4-chlorphenyl)diselenid die NO-Freisetzung durch
Selenole ausgelost. Wir halten es fiir moglich, dass die
Schliisselschritte dieser Katalyse eine Selenol-Nitrosierung
und eine anschlieBende Se-Nitrososelenol-Homolyse sind,
eine in der Selenoproteinchemie bisher nicht bekannte
Reaktionssequenz. Diese Hypothese haben wir durch
Modellreaktionen zur Nitrosierung verschiedener Selenole
und Thiole tiberpriift. Um moglichst langlebige Se-Nitrosose-
lenole zu erhalten, wihlten wir als Modellsubstrate Selenole
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von — normalerweise unbestdndigen — kovalenten Selen-Iod-
Bindungen bewéhrt hatten: Selenole mit der Fihigkeit zu
intramolekularer Koordination"' oder mit sterisch
anspruchsvollen Substituenten.!'*'¥
2-(4,4-Dimethyl-2-oxazolin-2-yl)phenylthiol (1a), dessen
Oxazolinylgruppe iiber das N3-Atom intramolekular koor-
dinieren kann, reagiert mit tert-Butylnitrit bei Temperaturen
iiber —20°C zum roten S-Nitrosothiol 1b, das in Losung
NMR-spektroskopisch charakterisiert werden kann. Bei
Raumtemperatur zerféllt es zu NO und dem Disulfid 1c
[GL. (1)]. Das entsprechende Selenol 2a gibt mit Nitrosie-

CHg
o CH; Me;Si
=N .
REH = TsiEH = Messl\/c—EH
EH Me3Si

REH + BuON=0 —2%, [REN=0} — '4,R,E, +NO (1)
E=S:1a 1b 1c
E=Se: 2a 2b 2¢

rungsreagentien (tert-Butylnitrit oder NOCI) hingegen schon
bei —78°C augenblicklich tiefrote Losungen, die jedoch bei
dieser Temperatur innerhalb von 1-2 h braunlich gelb werden
und NO abgeben, wobei das bestindige Diselenid 2 ¢ entsteht.
Deutlich besténdiger als 1b und 2b sind die Trisylverbindun-
gen 3b und 4b [GL. (2), (3), Tsi = (Me;Si);C].

TsiSH + rBuON=0 —2*°%, TsiSN=0 2)
3a 3b

TsiSeH + BuON=0 £,
4a
{TsiSeN=0} — !/, Tsi,Se, + NO + Tsi,Se;
4b 4c 4d

Das Selenol 4a wird durch tert-Butylnitrit schon bei
—78°C sofort angegriffen; das bei —78°C relativ stabile
tiefrote Produkt der Nitrosierung von 4a weist im IR-
Spektrum die fiir das Se-Nitrososelenol 4b erwartete Bande
der N=0O-Schwingung bei 1459 cm™' auf. Die Nitrosierung
verlduft analog, wenn bei —78°C statt 4a das Lithiumderivat
LiSeTsi eingesetzt wird;[>!% auch bei Zugabe von 4a (20°C,
THF) zu festem NaNO, firbt sich die Losung augenblicklich
rot. Bei Temperaturen iiber —78°C zersetzt sich das rote
Produkt langsam; das Entweichen von NO aus der Reak-
tionslosung nach der Nitrosierung des Selenols 4a kann
massenspektrometrisch (durch statische Headspace-MS)
nachgewiesen werden." Wihrend der Zersetzung sind
keine "’Se-NMR-Signale zu beobachten, und die '"H-NMR-
Signale sind stark verbreitert; dies hédngt offenbar mit der
Anwesenheit paramagnetischer Spezies zusammen. In-situ-
ESR-Messungen bei Umsetzungen von 4a mit tert-Butylnitrit
zeigen, dass wenige Minuten nach dem Zusammengeben der
Reagentien ein selenzentriertes Radikal (5) auftritt.
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Das Aufspaltungsmuster von 5 kann ndherungsweise
modelliert werden, wenn zur Simulation fiir Selen a("’Se) =
30 G und fiir zwei Stickstoffatome a(N)=7.6 G vorgegeben
werden (Abbildung 1)."%'I Der Valenzzustand von Selen in 5

3450 3500 3550

B/IG —=

3400

Abbildung 1. ESR-Signal der Spezies 5; Simulation (oben) und experi-
mentelles Spektrum (unten).

wire dann dhnlich zu dem in [C{H,N,SeW(CO);], " dem
{W(CO)s}-Komplex des cyclischen Radikalanions C¢H,N,Se*~
(Abbildung 2). Nach etwa 20 min bei Raumtemperatur ver-
schwindet das ESR-Signal von 5, und ein breiteres, lang-
lebigeres Signal aus einem Quintett (4H) von Tripletts (1N)
eines Dialkylnitroxids (RCH,),NO" entsteht: a(**N)=15.2 G,
a('H)=10.5 G. Zum Vergleich: Diethylnitroxid hat a(**N) =
16.7 G und a("H) = 11.2 G."! Mit Isopentylnitrit anstelle von
tert-Butylnitrit entsteht ein dhnliches Folgeradikal. Als End-
produkte der Zerfallsreaktion konnten das Diselenid 4¢, das
Triselenid 4d, Trisylmethan (TsiH) und geringe Mengen eines
schwerloslichen Materials, in dem C, H, N und Se nachge-
wiesen wurden, isoliert werden. Anders als das Selenol 4a
wird das entsprechende Thiol 3a von fert-Butylnitrit und

ESR: g = 2.005
a(N) = 6.4 G (Lit. [18a])

Abbildung 2. Struktur und ESR-Daten eines Radikals mit einer N-Se-N-
Konnektivitat."*
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Isopentylnitrit bei —78 °C nicht angegriffen — erst bei 5-10°C
fithrt die Nitrosierung zum relativ bestdndigen S-Nitrosothiol
3b [GL. (3)].

Auch ein Konkurrenzexperiment belegt, dass 4a gegen
Alkylnitrite wesentlich reaktiver ist als 3a: Die Zugabe von
tert-Butylnitrit zu einer Mischung aus 3a und 4a sowie dem
Diselenid 4¢ (etwa gleich starke ’Se-NMR-Signale) fiihrt
sofort zu einer intensiven Rotfarbung, und die Losung zeigt
keine Signale im 7’Se-NMR-Spektrum mehr. Erst nach
langerer Reaktionszeit tritt wieder das Signal von 4c¢ auf,
spéater erscheinen auch Signale von kleinen Mengen an 4d. Es
lassen sich keine typischen Zerfallsprodukte von 3b im
Produktgemisch detektieren. Ein Kontrollexperiment zeigt,
dass keine Reaktion von fert-Butylnitrit mit reinem Diselenid
4c¢ zu beobachten ist (unverindertes ’Se-NMR-Signal von
4c¢).

Unsere Befunde lassen darauf schlieen, dass primér
erzeugtes Nitrososelenol 4b unter homolytischer Se-N-Spal-
tung zerfillt. Die Entstehung des ungewohnlichen selen-
zentrierten Radikals 5 (vermutete Zusammensetzung
TsiSe(NO),") lasst sich als reversible Anlagerung von frei-
gesetztem NO an noch vorhandenes Nitrososelenol 4b oder
als Anlagerung von zwei NO-Molekiilen an ein Selenylradi-
kal verstehen. Da die Isolierung von reinem 4b nicht gelang,
suchten wir nach einer fiir Nitrososelenole charakteristischen
Folgereaktion zu einem stabilen Derivat. Eine geeignete
Abfangreaktion fiir kurzlebiges 4b ist die 1,4-Addition an 2,3-
Dimethylbutadien. Das analoge Nitrosothiol 3b addiert sich
an 2,3-Dimethylbutadien unter Bildung eines a,f-ungesittig-
ten Oxims 6, das die Trisylthiogruppe in 6-Position enthilt
[GL (4)].

TsiS
=
——NOH

6

Nach der entsprechenden Reaktion von Ph;CSNO mit
2,3-Dimethylbutadien hatten Motherwell und Mitarbeiter ein
E/Z-Isomerengemisch erhalten, in dem das E-Isomer iiber-
wiegt.'”! Von 6 fanden wir NMR-spektroskopisch nur ein
Isomer; die Festkorperstruktur belegt eine E-Konfiguration
von 6.7 Die Verbindung kristallisiert in der Raumgruppe P1
mit zwei unabhingigen Molekiilen, die iiber H-Briicken
verbunden sind (Abbildung 3). Beide Molekiile sind einander
sehr dhnlich (z.B. beziiglich der gestreckten Konformation (s-
trans) an C11-C12-C13-C14-N).

Die charakteristische '*C-NMR-Verschiebung der Oxim-
funktion von 6 (6 =149 ppm) sollte den Nachweis geringer
Mengen der entsprechenden Selenverbindung 7, auch in
Stoffgemischen, erleichtern. Tatséchlich lassen sich durch
Zugabe von 2,3-Dimethylbutadien zu der roten Losung von
nitrosiertem 4a aus dem Reaktionsgemisch nach chromato-
graphischer Abtrennung der Zerfallsprodukte von 4b/5 [siehe
Gl. (3)] nachweisbare Mengen 6-Selenooxim 7 isolieren
[GL. (5)]. Das Massenspektrum des d-Selenooxims 7 ist
analog zu dem von 6. NMR-Spektren (vollstindige Zuord-
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Abbildung 3. Struktur von 6 im Kristall; ausgewahlte Bindungslingen [A] und -winkel [°] (Werte fiir beide unabhingigen Molekiile): S-C11
1.8321(12), 1.8337(12), S-C10 1.8541(12), 1.8577(12), O-N 1.4086(14), 1.4117(13), N-C14 1.2794(16), 1.2800(16), C11-C12 1.5075(17),
1.5094(17), C12-C13 1.3505(17), 1.3513(17), C13-C14 1.4561(17), 1.4570(17); C11-5-C10 109.30(6), 108.44(6), C13-C12-C11 121.19(11),
121.73(11), C13-C12-C15 125.01(12), 125.29(11), C12-C13-C16 122.87(12), 123.68(11), C14-N-O 111.21(10), 111.25(10).

TsiSe TsiSe =NOH
4b + >—< - K + _>=(
=—NOH

®)

(E)-T (2)-7

+ NO+ 4c + 4d

nung mit 'H/C-2D-Techniken) zeigen, dass 7 als Isomeren-
gemisch (E/Z ca. 1:1) entsteht.

Unsere Nitrosierungsexperimente belegen, dass Selenole
wie 2a und 4a mit Nitrosierungsreagentien deutlich rascher
reagieren als vergleichbare Thiole wie 1a und 3a. Die bei der
Se-Nitrosierung entstehenden Nitrososelenderivate sind
kurzlebiger und setzen wesentlich schneller NO frei als
entsprechende S-Nitrosothiole.”” Unser Vorschlag fiir die
Reaktionssequenz Selenol-Nitrosierung mit anschlieBender
Se-NO-Homolyse sollte Anlass zu Untersuchungen der
moglichen Wechselwirkungen von Selenoproteinen® mit
Nitrosierungsreagentien geben.!'%

Experimentelles
1b: Eine Losung von 0.3 g (1.46 mmol) 1a in 5 mL n-Pentan wurde
bei —20°C mit 1.5 mL (14.6 mmol) fert-Butylnitrit versetzt. Im *C-
NMR-Spektrum wurde kein Signal eines quartdren Kohlenstoffatoms
beobachtet, da es vom Losungsmittelsignal tiberdeckt wird. Die IR-
und UV-spektroskopischen Messungen wurden mit Reaktionslosung
durchgefiihrt. 1b: "TH-NMR (C¢D): 6 =1.19 (s, CH3), 3.63 (s, OCH,);
6.84-6.79 (m, 2Hy,,), 7.94-8.00 ppm (m, 2H,,), *C-NMR (C,Dy): 6 =
28.5 (s, CCH3;), 69.0 (s, CCH;), 78.4 (s, OCH,), 125.3 (s, CH), 126.2 (s,
CH), 126.4 (s, q.) 130.1 (s, CH), 131.3 (s, CH), 160.5 ppm (s, C=N);
UV/Vis (n-Pentan, 20°C) A (Ige): 218 (2.89), 304 nm (2.28); IR (Film,
n-Pentan): 7 = 1648 (st), 1467 (m), 1364 (m), 1353 (m), 1314 (m), 1189
(m,), 1135 (m), 1080 (m), 1042 (m), 1033 (st), 965 (st), 770 (m), 736
(m), 698 (m), 683 (m), 651 cm™" (m).

2b: Eine Losung von 0.27 (1.06 mmol) 2a in 5 mL THF wurde bei
—78°C mit 0.11 mL (1.06 mmol) tert-Butylnitrit versetzt, die Losung
firbte sich sofort rot. Es wurden ”’Se-NMR-Tieftemperaturmessun-
gen (—78°C) der Reaktionslosung durchgefiihrt, bei denen kein
Signal beobachtet wurde. Als Reaktionsprodukt wurde bei Raum-
temperatur das Diselenid 2¢!"¥ identifiziert. ”’Se-NMR (THF/
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[Dg]THF): 6 =434 ppm (Lit. [11a]: 6 =454.8 ppm (CDCl,)). Fiir die
ESR-spektroskopische Messung wurde die Umsetzung in n-Pentan
durchgefiihrt und die Reaktionslosung sofort bei Raumtemperatur
vermessen. ESR (n-Pentan): g=2.005, a(N)=15.4 G (1N), a(HB) =
10.1 G (4H, das gleiche Quintett-von-Tripletts-Muster wie fiir das
sekundire Radikal nach Nitrosierung von 4a).

3b: Eine Losung von 1g (3.79 mmol) des frisch sublimierten
Thiols 3a in 5 mL n-Pentan wurde bei Raumtemperatur mit 0.64 mL
(35.87 mmol) tert-Butylnitrit versetzt, wobei sich die Losung sofort
rotgriin fiarbte, und 30 min geriihrt. AnschlieBend wurden die
fliichtigen Bestandteile im Vakuum entfernt. 3b wurde als griiner
Feststoff erhalten, 0.99 g (89 %), Schmp. 81-82°C. 'H-NMR (C¢Dy):
0=0.14 ppm (s, CH;); *C-NMR (C(Dy): 6 =1.5 (Si(CH;);), 3.4 ppm
(CSiy); ¥Si{'H}-NMR (C¢Ds): 6 =3.1 ppm; MS (CI/Isobutan): m/z =
294 ([M+H]*); UV/Vis (n-Pentan, 20°C) A (Ige): 210 (3.74); 236
(3.41);264 (3.00); 364 (2.84); 564 (1.14); 608 nm (1.09). IR (KBr): 7=
612 (sst), 621 (sst), 652 (m), 677 (m), 720 (m), 803 (m), 821 (m), 853
(m), 1021 (m), 1098 (m), 1261 (m), 1412 (sst). 2902 (m), 2961 cm™
(m). C,H,N,S-Analyse (% ): ber. fiir C,,H,;NOSSi; (293): C 40.96, H
9.22, N 4.78, S 10.92; gef.: C 40.83, H 8.94, N 4.26, S 10.67.

4b: Eine Losung von 0.62 g (2.0 mmol) des Selenols4ain 5 mL n-
Pentan wurde bei —78°C mit 0.29 mL (2.0 mmol) rBuONO versetzt.
Die Reaktionslosung firbte sich sofort rot. Im ”’Se-NMR-Experiment
wurde kein Signal beobachtet. Nach 30 min wurden die fliichtigen
Bestandteile im Olpumpenvakuum entfernt, es blieb ein rotes Ol
zuriick. IR: 7 =1621 (s), 1459 (st), 1368 (st), 1255 (st), 1099 (m), 1024
(m), 954 (s), 836 (st), 680 (m), 615 cm™ (s).

MS: Die Reaktionslosung wurde in ein trockenes, mit Argon
befiilltes Headspace-Gléschen tiberfiihrt und 1 h bei Raumtempera-
tur aufbewahrt. Durch das Septum des Glaschens wurde eine
Gasprobe entnommen und durch GC/MS NO neben Resten von
Luft nachgewiesen (m/z =28 (100, [N,]*), 30 (45, [NOJ*), 32 (15,
[0.]7).

ESR (n-Pentan): Die Reaktionslgsung wurde unter Inertgas in
ein ESR-Rohrchen iberfithrt und sofort bei Raumtemperatur
vermessen. Erste radikalische Spezies 5: g=2.011 (Quintett, Simula-
tion mit a(N)=7.6 G (2N) und a(Se) =30 G); zweite radikalische
Spezies: g=2.005 (Quintett von Tripletts, a(N)=152G (1N),
a(HP)=10.5 G (4H)).

"Se-NMR (C,D;) nach Zersetzung von 4b: 6 =635 (4d), 552
(4d), 482, 396 (4a), 332 ppm; 'H-NMR (C,Dy): 6 =0.37, 0.32, 0.29,
0.13 ppm; IR (KBr): #=1259 (st), 1098 (s), 1014 (s), 849 (st), 678 (s),
651 (2), 602 cm™ (s).

6: Eine Mischung von 1.1g (3.8 mmol) 3b und 2mL 23-
Dimethylbuta-1,3-dien wurde 3 d geriihrt, wobei sich die Mischung
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gelb firbte. Durch Entfernen der fliichtigen Bestandteile im Olpum-
penvakuum wurde ein gelbes Ol erhalten. Aus dem in n-Pentan
aufgenommenen Ol fallen 1 g (72%) eines farblosen Feststoffs aus,
der aus n-Pentan umkristallisiert wurde (Schmp. 145°C). 6: 'H-NMR
(C¢Dg): 6=0.24 (s, SiCH,), 1.67 (s, CH3), 2.10 (s, CH3), 3.30 (s, CH,),
8.08 (br.s, OH), 8.24 ppm (s, CH); *C-NMR (C,Dy): 6 =2.78 (SiCH,),
11.44 (s, Si;CS), 13.68 (s, CH;), 18.10 (s, CH;), 39.15 (s, CH,), 136 (s,
q.), 149.80 ppm (s, CH); MS (CI/Isobutan): m/z =376 ([M+H]").

7: Eine Losung von 1.2 g (3.8 mmol) 4a in 10 mL n-Pentan wurde
bei —78°C mit 1.3 mL (38 mmol)) tBuONO versetzt, wobei sich die
Losung rot farbte, und nach 5 min 1 mL 2,3-Dimethylbuta-1,3-dien.
Die Losung wurde 5 d bei —50°C geriihrt und im Anschluss langsam
auf Raumtemperatur erwdrmt. Nach Entfernung der fliichtigen
Bestandteile im Olpumpenvakuum wurde das rote Ol in 5mL n-
Pentan aufgenommen. Dabei fiel ein weiBer Feststoff aus, der von der
roten Losung abgetrennt wurde; die pentanlosliche Fraktion wurde
im Olpumpenvakuum von den fliichtigen Bestandteilen befreit und
sdulenchromatographisch (SiO,, Pentan/Ethylacetat 95:5) gereinigt.
Die zweite Fraktion enthielt wenige mg von 7.

Wichtige NMR-Daten von 7 in C,Dg: (E)-Oxim: 'H-NMR: 6 =
8.20 ppm (s, 1H, N=CH); “C-NMR: 6 =149.9 ppm (CH, J(C, H) =
163 Hz, N=CH); (Z)-Oxim: '"H-NMR: 6 =8.51 ppm (s, 1 H, N=CH);
BC-NMR: 0=149.8 ppm (CH, J(C, H)=161 Hz, N=CH). "'Se-
NMR: 6 =223, 240 ppm. MS (CI/Isobutan): m/z =424 ([M + H]J").

Eingegangen am 28. Januar 2004,
veridnderte Fassung am 6. Mai 2004 [Z53872]
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