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Elektronentransfer(ET)-Prozesse durch Proteine sind von
entscheidender Bedeutung fiir eine Vielzahl von biologischen
Reaktionen. Bahnbrechende Arbeiten von Gray und Winkler
an Ru-modifizierten Proteinen, wie Cytochromen und Azu-
rinen, haben gezeigt, dass weitreichender ET tiber Distanzen
von mehr als 20 A méglich ist.? Beratan und Onuchic ent-
wickelten ein Tunnel-Pfad-Modell, das den ET durch diese
Proteine iiber einen einstufigen Superaustauschmechanismus
erklirt.”! Nach diesem Mechanismus kann eine Gruppe von
ET-Pfaden, bestehend aus o-Bindungen, Wasserstoffbriicken
und ,,Durch-den-Raum*“-Kontakten, zum ET beitragen./
Stubbe und Nocera hingegen erkldren den weitreichenden
ET durch das Enzym Ribonucleotid-Reduktase mit einem
mehrstufigen Hopping-Mechanismus, in dessen Verlauf die
Elektronen zwischen aromatischen Aminosiureseitenketten
,,hﬁpfen“.[s’(’] Diese Aminoséduren, auf denen die Ladung fiir
kurze Zeit verweilt, agieren als Zwischenstationen (Relais)
fiir den weitreichenden ET vom Elektronendonor zum Ak-
zeptor."! In Folgereaktionen dieser Art® sollten die oxidier-
ten Formen von Donor, Akzeptor und Relais wihrend des
ET-Prozesses gleichzeitig vorliegen. Wir haben ein Peptid-
modell entwickelt, mit dem der gleichzeitige spektroskopi-
sche Nachweis aller oxidierten Zwischenstufen (oxidierte
Aminosiureseitenketten) zum ersten Mal moglich war.

Um den Einfluss aromatischer Aminosduren auf den
weitreichenden Elektronentransfer (ET) in Peptiden zu un-
tersuchen, haben wir die Peptidmodelle 1a-d synthetisiert,"
in denen drei Aminosduren voneinander jeweils durch Tri-
prolinsequenzen getrennt sind (Schema 1). In die aromatische
Seitenkette der C-terminalen Aminoséure lie sich selektiv
eine positive Ladung injizieren (1—2), um einen Elektro-
nenakzeptor zu erzeugen. Am etwa 20 A entfernten N-Ter-
minus!'” stand Tyrosin als Elektronendonor zur Verfiigung.
Mittig zwischen Donor und Akzeptor platzierten wir eine
Aminosdure mit aliphatischer oder aromatischer Seitenkette
X (Schema 1).
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Schema 1. Injektion einer positiven Ladung in die C-terminale Amino-
sdure eines Oligopeptids und anschlieRender ET vom N-terminalen
Tyrosin.

Die Funktionsweise des Injektionssystems an der C-ter-
minalen Aminosédure der Peptide 1a—d ist in Schema 2 dar-
gestellt. Photolyse des Ketons fiihrt dabei zu Radikal 4, das in
einer heterolytischen B-Fragmentierung (4—35) zum Radi-
kalkation 5 zerfillt,'!! welches anschlieBend selektiv den an-
grenzenden aromatischen Ring oxidiert (5—2). Das Transi-
enten-Absorptionsspektrum des Elektronenakzeptors in 2
weist ein Maximum bei 450 nm auf (Abbildung 1).
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Schema 2. Erzeugung eines Radikalkations durch Laserblitzphotolyse
(LFP).

Anm

Abbildung 1. Transienten-Absorptionsspektren des Oligopeptids 1d

40 ns nach dem Laserblitz (schwarz), des Tyrosylradikals (blau),' des
2,4,6-Trimethoxyphenylalanin-Radikalkations (griin)'" und des Dialkoxy-
phenylalanin-Radikalkations 6 (rot). Die Anteile der Transienten, die
durch LFP von 1d gebildet wurden, wurden durch Anpassung der far-
bigen Spektren an die gemessene Absorptionskurve ermittelt. Die
Summe aller Transienten wurde auf 100% gesetzt.

Das Signal des Molekiils 2 sinkt durch den Elektronen-
transfer von Tyrosin (2—3), das bei der Oxidation zum Ty-
rosylradikal deprotoniert (Abbildung 1). Die Akzeptor-Ra-
dikalkationen 2a—d wurden durch Laserblitzphotolyse (LFP)
der Vorstufen 1a-d generiert,“zl und die Transienten-Ab-
sorptionsspektren wurden 40 ns nach dem Laserblitz gemes-
sen.”) Um zu iiberpriifen, ob innerhalb dieses Zeitraums in-
termolekularer ET bereits mit dem intramolekularen ET
konkurriert, wurde Radikalkation 6 erzeugt, in dem kein
Tyrosin vorliegt.

Experimente mit Mischungen von 6 und Oligopeptid 7a,
das nur Tyrosin aber keinen Injektor enthilt (Schema 3), er-
gaben, dass geringe Mengen Tyrosylradikal (6.1% aller
Transienten) bereits 40 ns nach dem Laserblitz durch inter-
molekulare Reaktion gebildet wurden (Tabelle 1).

Daraus folgt, dass in LFP-Experimenten mit Peptiden 1a—
d nur Ausbeuten an Tyrosylradikalen von mehr als 6% in-
tramolekularen ET-Prozessen (2—3) zugerechnet werden
konnen. Mit Alanin und Leucin in zentraler Position (1a bzw.
1b) wurden innerhalb von 40 ns nach der Bestrahlung 6 bis
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Schema 3. Peptide fiir Kontrollexperimente zur Untersuchung des in-
termolekularen Elektronentransfers.

Tabelle 1: Ausbeute an Tyrosylradikalen 40 ns nach LFP der Verbindun-
gen Ta—d.®

Molekiil Tyrosylradikal Tyrosylradikal
(nachgewiesen)®! (korrigiert)!d

6 + 7a 6.1% -

la 6.9% =1%

1b 6.1% =1%

Tc 27% 21%

1d 36% 30%

[a] Relativer Fehler fur alle Werte: 10%. Die Summe aller oxidierten
aromatischen Seitenketten wurde auf 100% gesetzt. Die Menge an Ty-
rosylradikal, die bei der intermolekularen Reaktion von 6 und 7b gebildet
wird, ist als Vergleichsgréle angegeben. [b] Korrigiert anhand der Ex-
tinktionskoeffizienten des Tyrosylradikals (3000m~'cm ™), des 1,3-
Dimethoxybenzol-Radikalkations (4000m~'cm™)"™ und des 1,3,5-Tri-
methoxybenzol-Radikalkations (4000m~'cm™).""® [c] Korrigiert um
den Anteil an Tyrosin, der durch intermolekulare Reaktionen oxidiert
wird, abgeschiatzt anhand der Reaktion von 6 und 7a.

7% Tyrosylradikale gebildet (Tabelle 1). Maximal 1% Tyro-
sin wurde somit durch intramolekularen ET oxidiert. Wurden
die aliphatischen Seitenketten X jedoch durch aromatische
Seitenketten ersetzt (1¢ und 1d), so konnten wir Tyrosylra-
dikale in Ausbeuten von 27 bzw. 36 % nachweisen (Tabelle 1).
Somit konnten wir zeigen, dass aromatische Seitenketten X,
die intramolekularen ET-Geschwindigkeiten (2—3) mindes-
tens um das 20- bis 30fache erhohen.

Ob die Beschleunigung des intramolekularen Elektro-
nentransfers auf eine verbesserte elektronische Kopplung
zwischen Donor und Akzeptor gemil3 des einstufigen Su-
peraustauschmechanismus zuriickzufiithren ist, oder ob ein
mechanistischer Ubergang zu einem mehrstufigen Hopping-
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Prozess die Geschwindigkeiten erhoht, konnte in Experi-
menten mit Peptid 1d aufgeklirt werden.

Das Transienten-Absorptionsspektrum von 1d, 40 ns nach
dem Laserblitz (Abbildung 1), zeigt nicht nur das gleichzei-
tige Vorliegen von verbleibendem Elektronenakzeptor (2d,
54%) und oxidiertem Elektronendonor (3d, 36 %), sondern
auch das Signal der oxidierten Aminosiure, die mittig zwi-
schen Akzeptor und Donor platziert ist (8, 10%, Apw=
550 nm)."! Das als Zwischenstufe auftretende Radikalkation
8 wurde durch intramolekularen ET erzeugt, da in Experi-
menten mit Peptid 7b kein intermolekularer ET vom zen-
tralen Trimethoxyphenylalanin zu einem Elektronenakzep-
tor, wie in Peptid 6, nachgewiesen werden konnte.

Weitreichender ET vom Donor zum Akzeptor (2d—3d)
verlduft somit in einem zweistufigen Hopping-Mechanismus
iiber die zentrale aromatische Aminosédure als oxidierbare
Zwischenstufe (Schema 4). Der mehrstufige Prozess ist be-
vorzugt, da das Oxidationspotential der ,Relais“-Amino-
sdure dem des C-terminalen Elektronenakzeptors gleicht.['¥!
Die Einfithrung des Relais fiihrt zu einem 20- bis 30fachen
Anstieg der ET-Geschwindigkeit.
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Schema 4. |n 2d verlduft der ET tiber die Zwischenstufe 8.

Aus der kinetischen Analyse von Folgereaktionen® und
den Ausbeuten an oxidierten N-terminalen, C-terminalen
und ,,Relais“-Aminosduren, lidsst sich ableiten, dass der erste
ET-Schritt (k) fiinf- bis sechsmal langsamer erfolgt als der
zweite ET Schritt (k,). Dieses Ergebnis ist in Ubereinstim-
mung mit den unterschiedlichen Oxidationspotentialen der
beteiligten Aminosiureseitenketten.® Die Geschwindigkeit
fiir den Donor —Akzeptor-ET kann mit etwa 10°s™" abge-
schitzt werden, da diese Reaktion erfolgreich mit der inter-
molekularen ET-Reaktion konkurriert, die, bei etwa 5 mm
Peptidkonzentrationen in den LFP-Experimenten, mit einer
Geschwindigkeitskonstante von 3 x 10% s™! ablzuft.!'”!

Wir konnten nachweisen, dass der ET in den Peptiden 2¢
und 2d in einem zweistufigen Hopping-Prozess ablduft, in
dem die aromatischen Seitenketten als Zwischenstationen
dienen. Dieses Elektronenhopping iiber 20 A fiihrt zu einem
20- bis 30fachen Anstieg der Reaktionsgeschwindigkeit, ver-
glichen mit dem Superaustausch-ET in den Peptiden 2a und
2b.

Eingegangen am 6. Dezember 2007

Stichwérter: Aromatische Aminosiuren - Elektronenhopping -
Elektronentransfer - Peptide
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