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4.2.5. S-alkilowe pochodne glutationu i y-glutamylo-metionylo-glicyna

Badane zwiqgzki

H T ||
CH-CHy~CHy-C-NH-CH-C~NH-CH,-COOH

-00C CH,

P
CH;

S-metyloglutation [Glu(Cys(Me)Gly)]

+
H3
I I

CH-CH,~CH,-C-NH-CH~-C—NH-CH,-COOH
"00C CH,

i

(CHy);

CH,

S-n-butyloglutation [Glu(Cys(nBu)Gly)]

+
H;
Il I
/CH—CHZ—CHZ—C—NH—CH—C—NH-CHz—COOH
00¢ CH,

y-glutamylo-metionylo-glicyna [Glu(MetGly)]

Taki dobor zwiazkéw modelowych umozliwit:

(i) zbadanie na ile zaproponowane mechanizmy wyjasniajace procesy rodnikowe
zachodzace w pojedynczych aminokwasach moga wyjasni¢ procesy rodnikowe
zachodzace w prostych oligopeptydach zawierajacych grupe tioeterowa;

(i1) zbadanie roli wiazan peptydowych w czasteczce i ich wplywu na charakter
tworzacych si¢ indywidudow przejsciowych;

(1i1) zbadanie roli podstawnika alkilowego w grupie tioeterowej (-CH,, -nC,H,) oraz

wptywu dlugosci bocznego tancucha alkilowego w jednostce aminokwasu
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tioeterowego (S-metylocysteina, metionina) na charakter tworzacych si¢ indywidow
przejsciowych;

(iv) okreslenie w jakim stopniu polozenie grupy tioeterowej w peptydach, gdy jest
oddzielona od koncowych grup funkcyjnych (aminowej i karboksylowej), wplynie

na kierunek reakcji rodnikowych.

4.2.5.1. Wyniki badan i ich omowienie

Radioliza impulsowa

S-metyloglutation (Glu(Cys(Me)Gly)): W §rodowisku silnie kwasnym (pH 1) reakcja
rodnikow OH w roztworach z Glu(Cys(Me)Gly) o stezeniu 1x10-3 mol dm- prowadzi
w skali czasowej kilkuset nanosekund do powstania szerokiego pasma absorpcji z A
wx = 390 nm z wyraznie wyksztalconym ramieniem od strony dlugofalowej w
okolicach 480 nm (rysunek 4.2.5 1 krzywa a). Ramig to jeszcze wyrazniej ulega
wyksztalceniu w skali pojedynczych mikrosekund (rysunek 4.2.5 1 krzywa b) oraz

w miar¢ podwyzszania stezenia Glu(Cys(Me)Gly).

T T T T T
390 nm ‘f;o-._- I
8000 - b A T
& ooty e i o %0
y;;s%@o ? 490 nm 1
= SN s 200 ns
E 6000 -
2 BY,
V-‘FO . \
L 4000 - 40 s
2
E czas
N
&
2000 _
@)
O T T T T T T T
300 400 500 600
A(nm)

Rys. 4.2.5 1 Widma absorpcyjne produktow przejsciowych 107 mol dm roztworow
Glu(Cys(Me)Gly) nasyconych N,O, w pH 1 500 ns (a), 1,3 us (b) 150 ps po
impulsie (c). Wstawka A - kinetyki powstawania pasm absorpcji zarejestrowane w A
= 390 nm (®) i 480 nm (©). Wstawka B - kinetyka zaniku pasma absorpcji

zarejestrowana w A = 390 nm.
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Sugeruje to wyraznie powstawanie dwéch indywidudéw przejsciowych, co znajduje
dodatkowe potwierdzenie w obserwacji kinetyk powstawania pasma absorpcji
zarejestrowanych w dwoch dlugosciach fali A = 390 nm i 480 nm (wstawka A w
rysunku 4.2.5 1). Podobnie jak dla wigkszosci badanych zwiazkéw tioeterowych
pasmo absorpcyjne w obszarze 450 - 500 nm zostalo przypisane kationorodnikowi
dimerowemu z migdzyczasteczkowym wigzaniem S..S. Z kolei pasmo absorpcyji z
Ao = 390 nm moze zosta¢ przypisane zaréwno kationorodnikowi z
wewnatrzczasteczkowym wiazaniem S..O jak i S..N. Kinetyka zaniku absorpcji
zarejestrowana w A = 390 nm w skali czasowej dziesiatek mikrosekund (wstawka B
w rysunku 4.2.5 1) wskazuje wyraznie  (opierajac si¢ na wczesniejszych
obserwacjach czasow zycia tego typu indywiduow (Bobrowski 7 in. 1993, Asmus i
in. 1985, Schoneich i in. 1994)), ze powstajacym drugim indywiduum jest
najprawdopodobniej kationorodnik z wewnatrzczasteczkowym wigzaniem S.. O, z
udzialem atomu tlenu z wiazania peptydowego (patrz - dyskusja wynikow). Widmo
absorpcji zarejestrowane w pH 1 dla niskiego stezenia Glu(Cys(Me)Gly) (2«10 mol
dm??) (rysunek 4.2.5 2, krzywa a) jest znacznie wezsze i charakteryzuje si¢ wyraznie

wyksztalconym maksimum absorpcji z A, = 390 nm.
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Rys. 4.2.5 2 Widma absorpcyjne produktow przejsciowych nasyconych N,O
roztworow 210+ mol dm> Glu(Cys(Me)Gly) w pH 1 2,5 us po impulsie (a) oraz
2x10*mol dm3 Glu(MetGly) w pH I 2 us po impulsie (b).

Kinetyka zaniku tego pasma zmierzona w A = 390 nm jest identyczna jak w

roztworach o wyzszym stgzeniu co potwierdza, ze obserwowanym indywiduum w
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roztworach silnie kwasnych jest kationorodnik z wewnatrzczasteczkowym
wiazaniem S.". O.

Z kolei oczekiwany czas zycia kationorodnika z wewnatrzczasteczkowym
wiazaniem S..N nie powinien by¢ dhuzszy od kilkuset nanosekund; ponadto jego
tworzeniu powinienien sprzyjac dhuzszy czas zycia rodnika
hydroksysulfuranylowego (Schoneich i in. 1994). Zatozenia te znalazly catkowite
potwierdzenie w obserwacji widm absorpcji i1 kinetyk w roztworach
Glu(Cys(Me)Gly) o tym samym stezeniu i w pH zblizonym do obojetnego (pH
~6,6).

9000
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Rys. 4.2.5 3 Widma absorpcyjne produktow przejsciowych 107 mol dm> roztworow
Glu(Cys(Me)Gly) nasyconych N,O, w pH 6,6 150 ns (a), 2,38 s (b) 65 us po
impulsie (c). Wstawka A - kinetyka zaniku pasma absorpcji zarejestrowana w A =
380 nm. Wstawka B - kinetyka zaniku pasma absorpcji zarejestrowana w A = 380 nm
w pH 6,6.

Szerokie pasmo absorpcji zarejestrowane w skali kilkuset nanosekund (4.2.5 3
krzywa a) charakteryzuje si¢ dwoma maksimami absorpcji w okolicach 300 nm 1 380
nm, ktérym towarzyszy od strony dlugofalowej stabo wyksztalcone rami¢ w
okolicach 450 nm. Kinetyki zarejestrowane w A = 380 nm wskazuja wyraznie na
dwuwyktadniczy zanik; jeden w skali czasowej ~1 us (wstawka A w rysunku
4.2.5 3), drugi w skali czasowej ~100 us (wstawka B w rysunku 4.2.5 3). Widmo
absorpcji zarejestrowane w pojedynczych mikrosekundach (rysunek 4.2.5 3 krzywa

b) charakteryzuje si¢ intensywnym pasmem absorpcji od strony ultrafioletu bez
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wyraznego maksimum, z lekko zaznaczonym ramieniem w okolicach 380 nm. Z
kolei widmo absorpcji po ~65 us (rysunek 4.2.5 3 krzywa c) jest zblizone do
poprzedniego widma, z dodatkowo lekko wyksztatlconym ramieniem w okolicach
290 nm i o stabszej intensywnos$ci ramieniem w okolicach 380 nm. Obserwacje te
pozwalaja wysunaé przypuszczenie (patrz - dyskusja wynikow), ze w pH bliskim
obojetnemu tworza si¢ indywidua z wewnatrzczasteczkowymi wiazaniami zar6wno

typu S..N (krotkozyciowe) jak i typu S.. O (dlugozyciowe).

S-n-butyloglutation (Glu(Cys(nBu)Gly)): Zasadniczo podobny obraz widm absorpcji
jak w Glu(Cys(Me)Gly obserwowano w Glu(Cys(nBu)Gly), aczkolwiek wystepuja
pewne rdznice zwiazane z udzialem w nich poszczegolnych indywiduow. W
srodowisku silnie kwasnym (pH 1) w czasie ~1,2 pus obserwuje si¢ szerokie pasmo
absorpcji z wyraznym maksimum w A = 390 nm, ktéoremu towarzyszy pasmo

absorpcji w obszarze ultrafioletu z maksimum w A < 260 nm (rysunek 4.2.5 4,

krzywa a).
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Rys. 4.2.5 4 Widma absorpcyjne produktow przejsciowych 107 mol dm roztworow
Glu(Cys(nBu)Gly) nasyconych N,O, w pH 1 1,2 us (a) i w pH 6,95 200 ns (b).
Wstawka A - kinetyka zaniku pasma absorpcji zarejestrowana w A = 390 nm w pH
6,95. Wstawka B - kinetyka zaniku pasma absorpcji zarejestrowana w A = 390 nm w
pH 6,95.

W obszarze 450 - 500 nm nie jest wyksztalcone ramig¢ absorpcji, co swiadczy o

nizszej  wydajno$ci  tworzenia  si¢  kationorodnika = dimerowego @ z
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miedzyczasteczkowym wiagzaniem S..S w porownaniu z Glu(Cys(Me)Gly). Jeszcze
wyrazniejsza roznica wystgpuje w widmach absorpcji obu tych zwiazkow
zarejestrowanych w skali czasowej kilkuset nanosekund i w pH zblizonym do
obojetnego. Dla tego samego stezenia Glu(Cys(nBu)Gly) (1x10° mol dm3) nie
obserwuje si¢ pasma absorpcji z wyraznym maksimum w A = 390 nm, a jedynie
szerokie rami¢ absorpcji w obszarze 350 - 500 nm (rysunek 4.2.5 4 krzywa b).
Kinetyka zaniku zarejestrowana w A = 390 nm (wstawki w rysunku 4.2.5 4) ma
wyraznie charakter dwuwyktadniczy (podobnie jak w Glu(Cys(Me)Gly)), co
$wiadczy o tworzeniu si¢ indywidudéw z wigzaniami trojelektronowymi typu S..N i
S..0, ktére charakteryzuja si¢ réoznymi czasami zycia. Z kolei (poréwnujac
intensywnos$ci krotkozyciowej absorpcji w obszarze 380 - 390 nm) wydajno$é
kationorodnika z wewnatrzczasteczkowym wiazaniem S..N w Glu(Cys(nBu)Gly)
jest nizsza w poréwnaniu do Glu(Cys(Me)Gly).

y-glutamylo-metionylo-glicyna  (Glu(MetGly)): W  celu  definitywnego
rozstrzygnigcia, czy obserwowanym indywiduum przejsciowym w roztworach silnie
kwasnych (pH 1) S-alkilowych pochodnych glutationu jest kationorodnik z
wewnatrzczasteczkowym wiazaniem trojelektronowym pomigdzy siarka i tlenem z
grupy karbonylowe] wiazania peptydowego, przeprowadzono eksperymenty, w
ktérych jednostke S-alkilocysteiny zastapiono jednostka metioninowa. W tym
ostatnim przypadku powstajacy kationorodnik z wewnatrzczasteczkowym
wiazaniem trojelektronowym pomiedzy siarka i tlenem z grupy karbonylowej
wigzania peptydowego mialby sze$ciocztonowa struktura cykliczng. Taka
konformacja, chociaz jest stabilna termodynamicznie, to w poréwnaniu do
konformacji cyklicznej pigciocztonowej powinna tworzy¢ si¢ znacznie wolniej. Na
poparcie tej tezy stluza wyniki dla homometioniny, gdzie w roztworach kwasnych
(pH 1) nie obserwowano kationorodnika z wewnatrzczasteczkowym wigzaniem
trojelektronowym pomigdzy siarka 1 azotem (szeScioczlonowa konformacja
cykliczna), w przeciwienstwie do roztworéw metioniny, w ktorych obserwowany
kationorodnik z wewnatrz-czasteczkowym wigzaniem trojelektronowym pomigdzy
siarka 1 azotem ma pigciocztonowa strukture cykliczna (patrz punkty 4.2.2. 1 4.2.4.).
Do podobnych wnioskéw prowadza obserwacje w roztworach 4-metylotiobutanolu,
ktorego utlenianie rodnikami OH jak 1 4-karboksybenzofenonem w stanie
trypletowym nie prowadzi do indywiduow przejsciowych z
wewnatrzczasteczkowym wigzaniem trojelektronowym pomigdzy siarka i tlenem
grupy hydroksylowej (szeScioczlonowa konformacja cykliczna) (Bobrowski i in.

1997). Z kolei podczas utleniania 3-metylotiopropanolu oraz 3,3’-tiodipropanolu
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zar6wno rodnikami OH jak i 4-karboksybenzofenonem w stanie trypletowym
obserwowano tworzace si¢ z duza wydajnoscia indywidua przejsciowe z
wewnatrzczasteczkowym wiazaniem S.. O (pigcioczionowa konformacja cykliczna)
(Schoneich 1 Bobrowski 1993, Bobrowski i in. 1997). Przypuszczenia te znalazty
catkowite potwierdzenie poprzez obserwacje widm absorpcji w roztworach
Glu(MetGly) w pH 1 i1 o stezeniu 2%10* mol dm3 (rysunek 4.2.5 2 krzywa b).
Zarejestrowane widmo absorpcji na skali pojedynczych mikrosekund charakteryzuje
si¢ wyraznie wyksztalconym maksimum absorpcji w A = 285 nm oraz stabszej
intensywnos$ci pasmem, bez wyraznie wyksztalconego maksimum, w zakresie 350 -
500 nm. Przez analogi¢ do innych zwiazkow tioeterowych pasmo absorpcyjne z
maksimum w A = 285 nm zostato przypisane rodnikom o-(alkilotio)alkilowym,
natomiast szerokie pasmo w zakresie 350 - 500 nm superpozycji pasm absorpcji
kationorodnikéw ~ z  wewnatrzczasteczkowym  wigzaniem S..O oraz
kationorodnikéw dimerowych z migdzyczasteczkowym wiazaniem S..S. Widmo
absorpcji po ~13 us (rysunek 4.2.5 5 krzywa a) jest zblizone do poprzedniego
widma, ale ze znacznie intensywniejszym pasmem absorpcji charakteryzujacym sig
Ao = 285 nm oraz wyraznie wyksztalconym pasmem absorpcji kationorodnikoéw

mq

dimerowych z migdzyczasteczkowym wigzaniem S..S z A . = 500 nm.
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Rys. 4.2.5 5 Widma absorpcyjne produktow przejsciowych 210+ mol dm>
roztworow Glu(MetGly) nasyconych N,O, 13 us po impulsie w pH I (a) i w pH 6,6
(b).
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W pH 6,6, w tej samej skali czasowej i dla tego samego stgzenia Glu(MetGly)
zmienia si¢ zasadniczo obraz widma (rysunek 4.2.5 5 krzywa b). Nie obserwuje si¢
dwoch wyraznie wyksztalconych maksiméw absorpcji w A, = 285 nm i 500 nm,
lecz jedynie pasmo absorpcji, bez wyraznie wyksztalconego maksimum, w obszarze
260 - 300 nm. Pasmo to mozna przypisa¢ superpozycji pasm absorpcji rodnikéw o-
aminoalkilowych i a-(alkilotio)alkilowych.



