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Vor kurzem haben wir ein Peptidsystem entwickelt, mit dem
mehrstufige Hopping-Prozesse fiir den Elektronentransfer
(ET) durch Peptide nachgewiesen werden konnen.!"! Weil
einstufige ET-Reaktionen zwischen dem Elektronendonor
(D) und -akzeptor (A) exponentiell mit dem Abstand lang-
samer werden,” muss ein ET iiber grof3e Distanzen in einer
mehrstufigen Reaktion erfolgen.’! GemiB diesem Mecha-
nismus wird die Gesamtdistanz zwischen D und A in kiirzere
und deswegen schnellere ET-Schritte aufgeteilt, wobei als
Relaisstationen Aminosduren auftreten, die kurzfristig die
Ladung tragen.!! Bislang wurden nur aromatische Amino-
siuren wie Tyrosin™® und Tryptophan>® als Relais-Amino-
sduren diskutiert. Wir haben nun gezeigt, dass die aliphati-
schen Aminosiduren Cystein und Methionin ebenfalls die
Funktionen von Relais-Aminosduren iibernehmen konnen.

In unserem Peptidsystem 1 ist Tyrosin am N-terminalen
Ende der Elektronendonor, ein Dialkoxyphenylalanin am C-
terminalen Ende die Vorstufe des Elektronenakzeptors und
die zwischen D und A eingefiigte Aminosdure mit einer
Gruppe X als Seitenkette die mogliche Relaisstation. Diese
funktionellen Aminosduren sind voneinander durch Tripro-
linsequenzen getrennt, die eine starre PPII-Helix bilden und
einen Abstand von 20 A zwischen D und A legen.!! Durch
Laserphotolyse von 1 wird das aktive Peptid 2 erzeugt, wobei
die ET-Effizienz durch die Konzentration des Tyrosylradikals
bestimmt wird, das binnen 40 ns nach dem Laserblitz in einer
intramolekularen Reaktion gebildet wird (Schema 1). Die
hier angegebenen Prozentwerte fiir das Tyrosylradikal be-
ziehen sich immer auf diese Konzentration.

Letztes Jahr konnten wir zeigen, dass die aliphatischen
Aminosduren Alanin und Homoleucin keine mehrstufigen
Reaktionen erméglichen, wihrend Trimethoxyphenylalanin
eine perfekte Relais-Aminosdure ist, deren Radikalkation als
kurzlebige Zwischenstufe wihrend des ET-Prozesses gebildet
wird."! Aus der Konzentration der Tyrosylradikale 3a—c 40 ns
nach Bestrahlen der Peptide 1a—¢ mit dem Laserblitz (Ta-
belle 1) konnte geschlossen werden, dass der zweistufige ET
iiber etwa 20 A ungefihr 30-mal schneller als die Einstufen-
reaktion verlduft (Tabelle 1, Nr. 1-3).
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Schema 1. Injektion einer positiven Ladung in die C-terminale Amino-
sdure und nachfolgender ET vom N-terminalen Tyrosin entlang dem
Oligopeptid.

Tabelle 1: Konzentration der durch intramolekularen ET gebildeten Ty-
rosylradikale 3 a—f nach 40 ns."!

Nr. Molekiil zentrale Aminosiure Tyrosylradikal [%6]
1 1a Alanin <1

2 1b Homoleucin <1

3 1c Trimethoxyphenylalanin 30

4 1d Tryptophan <20

5 le Cystein 150

6 1f Methionin 20t

[a] Prozentanteil in Bezug auf die Menge der Radikale und Radikalionen.
[b] Ungefihr 30% an oxidierten Tryptophanzwischenstufen traten auf.
[c] Es konnten keine oxidierten S-haltigen Zwischenstufen nachgewiesen
werden.

Weil Tryptophan ein niedrigeres Redoxpotential (1.0 V
gegen NHE)® als die Relais-Aminosiure Trimethoxyphe-
nylalanin (1.3 V gegen NHE)" hat, sollte Tryptophan als
Relais-Aminosédure fungieren konnen, wie es auch schon von
Brettel,! Stubbe !l Gray et al.l’) beschrieben wurde. Deswe-
gen fiihrten wir Tryptophan in unser Peptid ein und starteten
den ET durch Laserphotolyse von 1d. Wie jedoch die geringe
Konzentration an gebildetem Tyrosylradikal 3d (Tabelle 1,
Nr. 4) zeigt, ist die aromatische Aminosdure Tryptophan in
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unserem Peptid dhnlich unwirksam als Relais-Aminosédure
wie die aliphatischen Aminosduren Alanin und Homoleucin
(Tabelle 1, Nr. 1 und 2). Anders als im Fall der aliphatischen
Aminoséduren erschienen im Tryptophan-Experiment aller-
dings neue Signale."”! Der Vergleich mit den UV-Spektren
von Jovanovic and Simic'! belegt, dass diese neuen Signale
die Bildung des oxidierten Tryptophanyl-Radikalkations 5a
sowie des deprotonierten Radikals 5b anzeigen. Im pH-7.0-
Puffer (5 mm Triethylammoniumacetat) iiberwog nach 40 ns
5b gegeniiber 5a im Verhéltnis 10:1. Dies ist iiberraschend,
weil die Deprotonierung von 5a in der DNA-Photolyase laut
Brettel et al. 300 ns benotigt.”! Ein pH-7-Puffer ist ein effi-
zienter Protonenfinger, weswegen wir die Laserexperimente
mit 1d auch in Abwesenheit des Puffers durchfiihrten (in
CH;CN/H,0 =3:1). Unter diesen Bedingungen wurde ein 5a/
5b-Verhiltnis von 1:1 erhalten.'” Die Enzymumgebung
scheint demnach ein weniger effizienter Protonenfinger zu
sein als das homogene Medium CH;CN/H,O.

Die Konzentration der beiden oxidierten Tryptophan-
zwischenstufen betrug nach 40 ns etwa 30 %.!"2 Tryptophan
ist demnach ein effizienter Elektronendonor, aber der
ndchste ET-Schritt vom Tyrosin auf das Tryptophanylradikal
verlduft langsam. Harriman et al.™™ bestimmten die Ge-
schwindigkeit des bimolekularen ET von Tyrosin zum Tryp-
tophanylradikal bei pH 7.5 (H,0, 20°C) zu 5x 10°m 's™! und
erklirten diese langsame Reaktion durch den Ubergangszu-
stand 6, in dem sich beide Reaktanten in enger Nachbarschaft
befinden und bei dem der ET mit einem Protontransfer ge-
koppelt ist (Schema 2). Im Peptid 1d sind Tyrosin und Tryp-
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Schema 2. PCET zwischen einem Indolylradikal und Phenol.

tophan allerdings durch die Triprolingruppierung voneinan-
der getrennt, sodass kein Ubergangszustand wie 6 in einer
intramolekularen Reaktion gebildet werden kann. Brettel
et al.”! hatten vorgeschlagen, dass Tryptophan nur dann als
Relais-Aminosdure wirken kann, wenn das Proton des Tryp-
tophanyl-Radikalkations durch H-Briicken im Peptid festge-
halten wird, sodass es beim nichsten protonengekoppelten
ET (PCET) wieder auf das Tryptophan iibertragen werden
kann.!'"¥ Dies erinnert an ET-Prozesse iiber groe Distanzen
entlang doppelstriangiger DNA, wobei das Proton des oxi-
dierten Purin-Radikalkations in der DNA verbleibt, weil es
von der gegeniiberliegenden Watson-Crick-Base durch eine
H-Briicke festgehalten wird.['”)

Cystein, dessen Oxidationspotential von 0.92V gegen
NHE geeignet fiir einen Hopping-Prozess wire,'® sollte
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ebenfalls keine effiziente Relais-Aminoséure sein, weil es bei
der Oxidation dhnlich wie Tryptophan deprotoniert wird.
Experimente mit 1e haben allerdings gezeigt, dass Cystein
dennoch als Relais-Aminosdure fungieren kann, denn nach
40 ns wurde ein Anteil von 15% an Tyrosylradikal registriert
(Tabelle 1, Nr. 5). Wir vermuten, dass der Protonentransfer
wihrend des ET-Prozesses durch das umgebende Wasser
vermittelt wird (Abbildung 1). Wenn dies der Fall ist, sollte
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Abbildung 1. Durch Wasser vermittelter PCET zwischen Tyrosin und
dem Cysteinylradikal.

ein ET in D,0O wegen des H/D-Isotopeneffektes verlangsamt
sein, weshalb wir Experimente mit 1e in D,O durchfiihrten
(CH;CN/D,O =3:1). Unter diesen Bedingungen verringerte
sich die Ausbeute an Tyrosylradikal von 15 auf 7-8 %. Dieser
Isotopeneffekt von ungefdhr 2 ist in Einklang mit einem
durch Wasser unterstiitzten PCET (Abbildung 1). Fiir das
hydrophobere Tryptophan sollte dieser wasservermittelte
Prozess schwieriger sein. Auch ldsst die Anordnung der freien
Elektronenpaare fiir das Thiylradikal mehr Reaktionswege
zu als fiir das Indolylradikal (siche z.B. 6).

Auch mit dem ebenfalls S-haltigen Methionin wurden
iiberraschende Resultate erzielt. Angesichts des hohen Re-
doxpotentials von Thioethern wie Diethylsulfid (1.66 V gegen
NHE)!" sollte der erste ET-Schritt in 2 f endergon sein, weil
das Redoxpotential des Elektronenakzeptors (C-terminale
Aminosiure) nur 1.3V gegen NHE betrigt.”! Dennoch
erwies sich Methionin!'” als effiziente Relais-Aminosiure, da
nach 40 ns eine Konzentration von 20 % an Tyrosylradikal 3 f
gemessen wurde (Tabelle 1, Nr. 6). Dieser Befund ldsst sich
durch den Nachbargruppeneffekt der Amidfunktion erkla-
ren, wie es am Beispiel der Norbornensysteme 8 und 9 de-
monstriert wurde: Die endo-Amidgruppe von 9 verringert
dessen Redoxpotential gegeniiber jenem von 8 um 0.55 V.['¥
Schoneich et al.'®l haben diesen Effekt am Methionin im
Detail studiert und vermuten, dass Methionin wegen dieses
Nachbargruppeneffekts ein Angriffsort fiir den oxidativen
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