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4.2.2. Metionina i jej pochodne

Badania zostaty przeprowadzone dla wybranych pochodnych metioniny.

Badane zwiqgzki

/COO‘
CH3_ S_CHZ_ CHZ_C{_I

NH;"
L-metionina [Met]

/COO‘
CH3_ S_CH2_CH2_CH

NH-C-CH,

N-acetylo-L-metionina [Ac-Met]

/COO—CH3
CH3_ S_CHz_CHz_CH

Ester metylowy L-metioniny [Met-OMe]

(COO-CH;
CH3_ S_CHz_CHz_CH
"(”j* CH3

0 Ester metylowy N-acetylo-L-metioniny

[Ac-Met-OMe|
/COO'
CH3_CH2_ S_CHz_CHz_C{_I

+

L-etionina [Eth]

/COO'
CH;-CH,~-CH,-CH,- S—CHZ—CHz—C{{
NH;"
L-butionina
[Hey(nBu)]

Taki dobor badanych zwiazkow umozliwit:
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(i) rozstrzygnigcie, ktory z cyklicznych rodnikéw: kationorodnik z wewnatrz-
czasteczkowym wiazaniem S..N czy rodnik z wewnatrzczasteczkowym wiazaniem
S..O jest produktem posrednim w procesie prowadzacym do dekarboksylacji
metioniny;

(1) wyznaczenie stalej szybko$ci reakcji wewnatrzczasteczkowego przeniesienia
protonu z grupy -NH, " do rodnika hydroksysulfuranylowego. Proces ten z powinien
konkurowa¢ z procesem przeniesienia protonu ze srodowiska reakcji i prowadzi¢ do
powstawania kationorodnikow z wewnatrzczasteczkowym — wiazaniem
trojelektronowym pomigdzy siarka tioeterowa i azotem grupy aminowe;.;

(ii1) okreslenie wptywu podstawnika (C,H,, n-C,H;) w grupie tioeterowej na
procesy rodnikowe prowadzace do kationorodnikéw z wewnatrzczasteczkowym
wiazaniem S..N 1 kationorodnikéw dimerowych z migdzyczasteczkowym
wigzaniem S.. S;

(iv) identyfikacj¢ rodnikowych produktow dekarboksylacji metioniny (rodnikéw o-

aminoalkilowych), poprzez reakcj¢ z p-nitroacetofenonem.

4.2.2.1. Wyniki badan i ich omowienie

Radioliza impulsowa

L-metionina (Met)! - W $rodowisku silnie kwasnym (pH 1 - 3,5) reakcja rodnikow
OH z metioning w skali czasowej kilkudziesigciu nanosekund prowadzi do
powstania szerokiego pasma z maksimum absorpcji A, ~ 390 nm (rysunek 4.2.2 1
krzywa a). Absorpcja z A, ~ 390 nm nie wystgpuje w Ac-Met i Ac-Met-OMe (vide
infra) pomimo potencjalnych mozliwo$ci powstawania w tych zwiazkach
wewnatrzczasteczkowego wiazania trdjelektronowego typu S..O. Pozwala to na
przypisanie pasma obserwowanego Ww metioninie do kationorodnika z
wewnatrzczasteczkowym — wigzaniem  trojelektronowym SN, W skali
mikrosekundowej wybudowuje si¢ pasmo absorpcji A, ~ 480 nm (rysunek 4.2.2 1
krzywa  b),  charakterystyczne  dla  kationorodnika  dimerowego @z
miedzyczasteczkowym wiazaniem S..S, ktoremu towarzyszy pasmo rodnikow o.-
(alkilotio)alkilowych A, ~ 290 nm.

1 Uzycie enancjomerycznej D-metioniny nie wplywa znaczaco na obraz obserwowanych

zjawisk.
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Rys. 4.2.2 1  Widma absorpcyjne produktow przejsciowych 2x10° mol dm
roztworow Met, nasyconych N,O, wpH 1 40 ns (a)i 1,5 ps po impulsie (b), i w pH
6,9 40 ns po impulsie (c).

W pH bliskim obojgtnego (pH 6,9) dominujacym pasmem absorpcji jest pasmo z A,
~ 390 nm (rysunek 4.2.2 1 krzywa c), ktore w czasie okoto 0,8 pus przeksztatca si¢ w

pasmo z A__w zakresie nadfioletu przypisane rodnikom o-aminoalkilowym.

N-acetylo-L-metionina (Ac-Met) - W Srodowisku silnie kwasnym (pH 1 - 3,5), w
czasie okoto 2 pus po impulsie wybudowuje si¢ charakterystyczne dla
kationorodnikéw dimerowych z migdzyczasteczkowym wiazaniem S..S pasmo
absorpcji z A, ~ 490 nm (rysunek 4.2.2 2 krzywe a 1 b); pasmo to w pH 1 zanika, w
czasie dluzszym od 200 ps. Podobnie jak w Met, pasmu absorpcyjnemu
kationorodnikéw dimerowych (S..S)™ towarzyszy pasmo o stabszej intensywnosci (
Aax ~ 290 nm) przypisane rodnikom a-(alkilotio)alkilowym.

W s$rodowisku obojetnym 1 zasadowym (pH 7 - 10) w Ac-Met obserwuje sig, w
nanosekundowej skali czasowej pasmo rodnika hydroksysulfuranylowego z A, ~
340 nm (rysunek 4.2.2 2 krzywa c), pasmo to przeksztalca si¢ w pasmo
kationorodnika dimerowego (S..S)"z A___ ~ 490 nm, z szybkoscia zalezna od pH

roztworu i st¢zenia Ac-Met.
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Rys. 4.2.2 2 Widma absorpcyjne produktow przejsciowych 2x10° mol dm-
roztworow Ac-Met, nasyconych N,O, w pH 1 40 ns (a) i 2 us po impulsie (b), i w
pH 7 40 ns po impulsie (c).

Ester metylowy L-metioniny (Met-OMe) - W $rodowisku silnie kwasnym (pH 1 -
3,5) w wyniku reakcji rodnikéw OH z Met-OMe w skali kilkudziesigciu nanosekund
obserwuje si¢ poszerzone pasmo absorpcji z A~ 390 nm. Jest to spowodowane
natozeniem pasma absorpcji kationorodnikow z wewnatrzczasteczkowym wigzaniem
S..N z pasmem absorpcji rodnikéw hydroksysulfuranylowych (rysunek 4.2.2 3
krzywa a).

W mikrosekundowej skali czasu wybudowuje si¢ pasmo absorpcji kationorodnikow
dimerowych z migdzyczasteczkowym wigzaniem S..S z A~ 480 nm, (rysunek
422 3 krzywa b), ktoremu towarzyszy charakterystyczne dla rodnikéw o-
(alkilotio)alkilowych pasmo A . ~ 290 nm. W pH bliskim oboj¢tnego (pH 6,7)

dominujacym pasmem absorpcji jest pasmo A_ ~ 390 nm, ktérego czas zycia sigga

max

setek mikrosekund (rysunek 4.2.2 3 krzywa c).
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Rys. 4.2.2 3 Widma absorpcyjne produktow przejsciowych 2%10- mol dm-
roztworow Met-OMe, nasyconych N,O, w pH 1 40 ns (a) i 2 ps po impulsie (b), i w
pH 6,7 90 us po impulsie (c).

Ester metylowy N-acetylo-L-metioniny (Ac-Met-OMe) - Podobnie jak w Ac-Met, w
srodowisku silnie kwasnym (pH 1 - 3,5), w czasie okoto 2 ps po impulsie elektronow
wybudowuje  si¢ pasmo  absorpcji  kationorodnikow  dimerowych @z
migdzyczasteczkowym wigzaniem S..S z A_, ~ 490 nm (rysunek 4.2.2 4 krzywe a 1
b). W pH 1 pasmo to zanika, w czasie dtuzszym od 200 ps. Podobnie jak w
pozostatych zwiazkach pasmu kationorodnika dimerowego (S..S)'T towarzyszy
pasmo rodnikow a-(alkilotio)alkilowych (A, ~ 290 nm).

W s$rodowisku obojetnym i zasadowym (pH 7 - 10) w Ac-Met-OMe obserwuje
si¢ w nanosekundowej skali czasowej pasmo rodnika hydroksysulfuranylowego z A
~ 340 nm (rysunek 4.2.2 4 krzywa c), pasmo to w czasie okoto 1 us przeksztatca

max

sie w pasmo przypisane kationorodnikowi dimerowemu (S..S)* z A__ ~ 490 nm.
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Rys. 4.2.2 4 Widma absorpcyjne produktow przejsciowych 2%10- mol dm-
roztworow Ac-Met-OMe, nasyconych N,O, w pH 1 40 ns (a) i 2 us po impulsie (b),
iwpH 6,8 40 ns po impulsie (c).

L-etionina (Eth)? i L-butionina (Hcy(nBu)): - W srodowisku silnie kwasnym (pH 1 -
3,5) reakcja rodnikéw OH z Eth 1 Hcy(nBu) w skali czasowej kilkudziesigciu
nanosekund prowadzi do powstania szerokiego pasma z maksimum absorpcji A, ~
390 nm. Analogicznie jak w Met, w mikrosekundowej skali wybudowuje si¢ pasmo
absorpcji A, ~ 480 nm, charakterystyczne dla kationorodnika dimerowego z
miedzyczasteczkowym wiazaniem S..S, ktoremu towarzyszy pasmo rodnikow o-
(alkilotio)alkilowych z A

- 9,7) dominujacym pasmem absorpcji jest pasmo z A

~ 290 nm. W srodowisku obojgtnym 1 zasadowym (pH 7
~ 390 nm (S..N ) ktore

max

max

zanika w czasie okoto 1 ps.

Parametry kinetyczne

W Ac-Met i Ac-Met-OMe, w ktérych acylowane grupy aminowe, na skutek
elektronoakceptorowego dziatania podstawnika acetylowego, nie sa w stanie petni¢
funkcji donora protonéw proces, prowadzacy do powstania kationorodnika (S..S)™,
jest gléwna droga zaniku rodnika hydroksysulfuranylowego. Zaréwno dla Ac-Met
jak 1 Ac-Met-OMe zanikowi pasma absorpcji z A, = 340 nm charakterystycznego

2 Uzycie enancjomerycznej D-etioniny nie wplywa znaczaco na obraz obserwowanych zjawisk.
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dla rodnika hydroksysulfuranylowego towarzyszy jednoczesne powstawanie pasma
absorpcji z A, = 490 nm charakterystycznego dla kationorodnika dimerowego (S ..
S)T (rysunek 4.2.2 5 AiB).

czas czas
Rys. 4.2.2 5 Kinetyka zmian absorpcji odpowiadajqcej zanikowi rodnikow
hydroksysulfuranylowch (340 nm) i powstawaniu kationorodnikéow (S..S)* (490
nm), w 2%l103mol dm3 Ac-Met o pH 7 (A) i w 2107 mol dm- Ac-Met-OMe o pH 6,8
(B), w funkcji czasu.

Podobnie jak dla kwasow alkilotiokarboksylowych, zanik rodnika hydroksy-
sulfuranylowego w  Ac-Met 1 Ac-Met-OMe jest procesem pseudo-
pierwszorzegdowym zaleznym zaré6wno od stg¢zenia aminokwasu [S] jak i stgzenia

protonéw obecnych w $rodowisku [H,07].

o —
\?o 4 8 12 w 0 10 20 30
= [H;07] (107 mol dm™) = [H;07] (107 mol dm™)
% ‘ ; ; ; 10 ‘ ‘ ‘ ‘
*
& o
-Mﬁ ‘Mﬁ
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
[Ac-Met] (10> mol dm™®) [Ac-Met-OMe] (10> mol dm™?)

Rys. 4.2.2 6 Obserwowana pseudo-pierwszorzedowa statla szybkosci reakcji zaniku
rodnika hydroksysulfuranylowego (A, = 340 nm) dla Ac-Met (A i B) i Ac-Met-OMe
(C i D) w zaleznosci od [H,0"] stezenie aminokwasu [S] = 2x10° mol dm?) i w
zaleznosci od stezenia aminokwasu [S] (pH = 7).
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Stale szybkosci k,, k,, 1k dla Ac-Met 1 Ac-Met-OMe wyznaczono metoda opisang w
punkcie 4.2.1.1 wykorzystujac réwnanie (XXI). Rezultaty otrzymane podstawie

danych przedstawionych na rysunku 4.2.2 6 zebrane sa w tabeli 5.

Tabela 5
Parametry kinetyczne reakcji rodnikowych N-acetylowych
pochodnych metioniny

Zwigzek k%10 k#1010 kgx107
[s1] [mol'dm3s-!'] | [mol!'dm3s-
']
Ac-Met 1,91 2,52 5,97
Ac-Met-OMe 0,50 1,24 1,74

Wydajnosé¢ dekarboksvlacji

G(CO,)

Dla Met i Ac-Met dekarboksylacja zachodzi w catym badanym zakresie pH (O -
10,5). Wydajnos¢ G(CO,) w zakresie pH 0 - 3 wzrasta ze spadkiem kwasowosci
roztworu, osiagajac w pH > 2,5, w Met 80 - 100%, a w Ac-Met 45 - 55%
wydajnosci poczatkowej rodnikow OH (rysunek 4.2.2 7 krzywe a i c¢).

G(PNAP-)
Pomiary wydajnosci rodnikowych produktow dekarboksylacji Met z p-

nitroacetofenonem3 pokazaty, ze powstajace rodniki a-aminoalkilowe redukuja
p p ) ]

3 Jak juz wspomniano (w punkcie 2.3.3) stosunkowo niski potencjat redoks p-nitroacetofenonu
(PNAP) E°(PNAP/PNAP-") = -0,35 V (Wardman 1989) pozwala na rozroznienie rodnikéw o-
(alkilotio)alkilowych (stabych reduktoréw) od o-aminoalkilowych. Rodniki o-aminoalkilowe

redukuja p-nitroacetofenon w reakcji [37].
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PNAP do PNAP-- z pelna wydajnoscia (rysunek 4.2.2 5 krzywa b); rodniki o-
amidoalkilowe powstale podczas dekarboksylacji Ac-Met nie redukuja PNAP,
G(PNAP-") <0,3 (rysunek 4.2.2 7 krzywa d).

6 16
Mj
- b\, 1

G(CO,)

Rys. 4.2.2 7 Wydajnosci chemoradiacyjne G(CO:z) i G(PNAP--) w Met (krzywe a -
Oib-®)iAdc-Met (krzywe ¢ - 0 id- M) w zaleznosci od pH, Dla pomiaréw
wydajnosci CO: w zakresie pH 0 - 3,5 stezenia zwiqzkow wynosity 102 mol dm=, a w
pH > 3,5 2*10° mol dm-, pomiary G(PNAP-") zostaly wykonane w 5*10- mol dm-
roztworach aminokwasow zawierajqcych 3*10~ mol dm-3 PNAP.

0 Powstajacy w niej anionorodnik PNAP--

ON * R—CH—NH, charakteryzuje si¢ silna absorpcja w zakresie
CH UV-VIS z A, = 350 nm, &€ = 17600 dm’mol"

(PNAP)

fem™iA . =545nm, & =2900 [dm3 mol! cm™']
l (Adams i Willson 1973, Hiller i Asmus 1983).

0
OzN@—.< +  R—CH=NH,
CH,

(PNAP-)
[37]
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EPR

W napromienionej w temperaturze 77 K, probce zawierajacej 1,3+10-! mol dm?3
Met w 10" mol dm= HCIO,, w temperaturze 77 - 120 K obserwuje si¢ widmo
putapkowanych rodnikow OH zblizone do oberwowanego przez Riederer'a i in.,
1983, w polikrystalicznym lodzie heksagonalnym. Po rozmrozeniu do temperatury
120 - 160 K, obserwuje sig tryplet o wartosci wspotczynnika g = 2,004 i sprzezeniu
nadsubtelnym A, ~ 2 mT. Swiadczy to o powstawaniu rodnika zlokalizowanego na
atomie wegla, w ktérym niesparowany elektron oddziatluje z dwoma protonami
zwigzanymi z tym samym atomem wegla. Widmo to jest analogiczne do
obserwowanego przez Burlinska i in. 1994, w polikrystalicznych peptydach
metioninowych wskazujacego na powstawanie rodnikéw o-(alkilotio)alkilowych.
Tego typu rodniki powstaja w Met podczas deprotonacji w pozycji o do atomu
siarki. Dalsze ogrzewanie probki, do temperatur 180 - 200 K prowadzi do obserwacji
singletu z g = 2,01 i szeroko$ci sygnatu AH =~ 2,5 mT charakterystycznego dla
kationorodnika dimerowego (S .. S)* (Champagne i in. 1991, Pogocki i in. 1994).



