2. CZESC LITERATUROWA

2.1. Utlenianie aminokwaséw, peptydow i bialek rodnikiem OH'
2.1.1. Utlenianie aminokwasow.

Kierunek i szybko$¢ reakcji rodnikéw hydroksylowych z aminokwasami zalezy
gléwnie od budowy aminokwasu (tj. rodzaju, ilo$ci i potozenia grup funkcyjnych w
tancuchu bocznym) oraz pH §rodowiska wodnego.

Gléwne kierunki reakcji rodnika OH z aminokwasami to:

(1) - odrywanie wodoru od wegla o oraz wodoréw z grup funkcyjnych w tancuchu
bocznym (np. - SH),
(2) - przyltaczanie do uktadéw p- lub s- elektronow grup funkcyjnych.

W przypadku aminokwaséw alifatycznych, pierwszy kierunek reakcji dominuje w
warunkach pH < pK (NH,*) (Barker 1971). Rodnik OH reaguje tutaj gtéwnie przez
oderwanie atomu wodoru z tancucha bocznego [3] (Neta i i n. 1970, Markovic i
in. 1974).

.OH + R- CH(CO,” )NH," — R(- H)- CH(CO,” )NH," + H,0 [3]

Reakcje te zachodza ze stosunkowo niewielkimi szybko$ciami (np. dla glicyny w pH
=5,2, k = 1,6%x10” dm3mol~ !s™ !) (Dorfman i Adams 1973). Gtéwnymi produktami
czasteczkowymi reakcji rodnika OH z aminokwasami alifatycznymi w pH zblizonym
do obojetnego sa: amoniak, kwasy karboksylowe i ketokwasy. W niewielkich
ilosciach jest obserwowane réwniez powstawanie dwutlenku wegla - (Stein 1 Weiss
1949, Maxwell i i n. 1954, 1955, Sharplessi i n. 1955, Weeks i Garrison 1958,
Kopoldovai in. 1961, 1962, 1963a, 1963b, 1963c).

Za zachodzaca pod wplywem rodnikow OH deaminacj¢ odpowiedzialna jest

dysproporcjonacja [4]

2(*H,N- -CR- CO,” ) > TH,N=CR- CO,” + TH,N- CHR- CO," [4]

! ~230 nm, € = 575 dm*mol-'cm’!

Rodnik OH charakteryzuje si¢ absorpcja w zakresie UV; A
(Czapski i Bielski 1993), pomiary radiolizy impulsowej w obszarze absorbcji obejmujacym pasmo
230 nm sa mozliwe do wykonania tylko w niewielu osrodkach na $wiecie stad wigkszo$¢ danych

dotyczacych reakcji OH pochodzi z obserwacji zaniku reagentow lub powstawania produktow.
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1 nastgpujaca po niej hydroliza powstatego kwasu o- iminokarboksylowego [5].
HN=CR- CO,” + H,0 - NH, + O=CR- CO,” [5]

W  przypadku aminokwaséw czynnych optycznie reakcji dysproporcjonacji
towarzyszy racemizacja uktadu (Kochetkov i in. 1970, Bonner i in. 1979).
Jeszcze tatwiejszy jest proces deaminacji w przypadku aminokwasow zawierajacych
grupg OH w pozycji B do grupy aminowej. Proces ten, zachodzacy zgodnie z

og6lnym réwnaniem [6],
R- -C(OH)- CH(CO,” )NH,* — R- CO- CH- CO,” + NH, + H" [6]

zostal szczegotowo opisany w pracach (Foster i West 1973, 1974, Behrens i
Koltzenburg 1985).

Dla pH > pK,(NH,") dla ataku rodnika elektrofilowego dostgpna staje si¢ wolna
para elektronowa zlokalizowana na azocie grupy aminowej, stad wzrost pH
powoduje wyrazne zwigkszenie statej szybkosci reakcji rodnika OH z
aminokwasami (dla glicyny w pH = 10,8, k = 5%10° dm?mol” !'s™ ') (Dorfman i
Adams 1973) oraz wydajnosci chemoradiacyjnej dwutlenku wegla (dla glicyny
G(CO,) =23 (pH = 6) 1 4,0 (pH = 8,9) wykrywanego wsrod czasteczkowych
produktow utleniania (MOnig | i n. 1985b). Zwigkszenie wydajnosci
dekarboksylacji wraz ze wzrostem pH nie jest obserwowane w aminokwasach
alifatycznych, w ktorych grupa karboksylowa i aminowa znajduja si¢ przy réznych
atomach wegla (B- alanina, kwasy 3- 14- aminobutylowe) (Monigi i n. 1985b).

Mechanizm procesu dekarboksylacji zaproponowany przez Moniga i wsp.
zaktada powstawanie adduktu OH w wyniku ataku rodnika hydroksylowego na

wolna parg elektronowa azotu [7],

€Oy €Oy
‘OH + R-CH —> R-CH
*NH, NH,

ktory nastepnie ulega dekarboksylacji [8]:
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R-CH —> OH + CO, + R-CH-NH,

OH [8]

Powstajace w tej reakcji rodniki o- aminoalkilowe sa stabilizowane
rezonansowo poprzez oddzialywanie z wolna para elektronowa azotu (Burkey i
in. 1983). Wykazana zostala takze mozliwo$é, konkurencyjnego do addycii,
odrywania atomu wodoru od deprotonowanej grupy aminowej - (Garrison 1968,

Neta i Fessenden 1971) prowadzaca do powstania rodnika aminylowego [9],

/COz‘ /COZ_
"OH  + R-CH —> HO -+ R‘CI‘\I
:NH, ‘NH

[9]

ktory mialby by¢ prekursorem dekarboksylacji. Znaczaca wydajnosé
chemoradiacyjna CO, powstajacego podczas utleniania (rodnikiem OH) N,N-
dimetyloglicyny (ktorej czasteczka nie zawiera protondéw zwiazanych z atomem
azotu) sugeruje, ze nie jest to reakcja odpowiedzialna za wzrost wydajnosci
dekarboksylacji w Srodowisku zasadowym (Monig i i n. 1985b). Powstajace w
reakcji [9] rodniki aminylowe najprawdopodobniej zanikaja w  reakcji
miedzyczasteczkowego przeniesienia protonu, ktorej produktem sa rodniki z
miejscem rodnikowym ulokowanym na jednym z wegli w lancuchu alifatycznym
aminokwasu.

W aminokwasach aromatycznych (fenyloalanina, tyrozyna, tryptofan,

histydyna) dominujacym kierunkiem reakcji jest przytaczanie rodnika OH do
pierscieni aromatycznych. Sa to reakcje bardzo szybkie (z reguly stalte szybkosci sa o
dwa rzedy wyzsze od stalych szybkosci w aminokwasach alifatycznych) gdyz
powstajace addukty OH, o charakterze rodnikowym, sa stabilizowane przez
oddziatywania rezonansowe uktadu aromatycznego (Land i Elbert 1967,
Chrysochoos 1968, Armstrong i Swallow 1969, Bansal i Sellers 1975, O'Neil i i n.
1977, Steenken i O'Neil 1977, Priitz i Land 1979, Dizdaroglu i Simic 1980, Solar i
i n. 1984a, 1984b, Solar 1985).

(Utlenianie aminokwaséw 1 peptydow zawierajacych siarke tioeterowa zostato

omowione w punkcie 2.3.)

2 Szerzej wlasnosci rodnikow a-aminoalkilowych i a-(alkilotio)alkilowych zostang omoéwione w

punkcie 2.3.3.
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2.1.2. Utlenianie peptydow i bialek

Kierunek reakcji rodnika OH z czasteczkami peptydow zawierajacych

aminokwasy alifatyczne daje si¢ przewidzie¢ na podstawie reaktywnos$ci

poszczegolnych reszt aminokwasowych wchodzacych w sktad peptydu (Hayon i

i n. 1971, Dorfman i Adams 1973). Decydujacy wptyw ma tutaj pH $rodowiska
wodnego, podobnie jak dla aminokwasow alifatycznych w pH < pK,(NH,*) dominuje
odrywanie wodoru od atoméw wegla w pozycji o do azotu wiazania peptydowego
(Rao 1 Hayon 1975, Hayon i Simic 1971, Simic 1978, Stadman 1993, Sharpatyi
1995). Powstale w tych procesach rodniki stosunkowo latwo dimeryzuja
(sieciowanie) - (Dizdaroglu i Simic 1983, Garrison 1981, Liebster i Kopoldova
1966), przy czym powstala mieszanina produktéw ma z reguty charakter racemiczny.
Istotna cecha powstatych w tym procesie wiazan jest ich odporno$¢ na dziatanie
enzymow, ktora moze mie¢ daleko idace konsekwencje dla organizmu (Dizdaroglu i

in. 1984). W pH > pK (NH,*) analogicznie jak dla aminokwasow atakowana jest
deprotonowana grupa aminowa.

Miejsca ataku OH w czasteczce peptydu zawierajacego reszty aminokwaséw

aromatycznych zaleza od szybkos$ci reakcji tych rodnikow z poszczegdlnymi

aminokwasami. Podobnie jak dla aminokwasOw aromatycznych najistotniejsze sa
reakcje przylaczania OH do pierscieni aromatycznych, prowadzace z reguly do
powstawania dimeréow (Kim i i n. 1984a, 1984b, Simic i i n. 1985, Yamamoto
1973, Priitz i i n. 1983, Boguta i Dancewicz 1981, 1983, Karam i i n. 1984,
Simic i Dizdaroglu 1985).

Podobnie jak w peptydach réowniez w bialkach przyblizonej oceny
reaktywnos$ci wzgledem OH mozna dokona¢ na podstawie analizy stalych szybkos$ci
tych rodnikow z poszczegdlnymi resztami aminokwasowymi (Braams 1967).
Pomimo potencjalnie duzej roznorodnosci miejsc ataku wolnych rodnikow w

biatkach najbardzie] narazonymi na atak sa aminokwasy zawierajace siarke i

aminokwasy aromatyczne. Zmierzone stale szybkosci reakcji z biatkami sa rzgdu

10" dm3 mol"! s !. Wynika to w gléwnej mierze z duzych wymiarow
makroczasteczek biatek, co zwigksza czgstos¢ zderzen partneréw reakcji (Dorfman i
Adams 1973).

Niezaleznie od silnie utleniajacych wlasnosci rodnikéw OH, moga one
indukowac¢ ciag przemian rodnikowych prowadzacych do redukcji jonéw metali
zawartych w biatkach (Simic i Taub 1977). Rodniki OH reaguja z grupami

zlokalizowanymi na powierzchni czasteczki biatka. Rodniki organiczne powstate na
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powierzchni (np. rodnikowe produkty dekarboksylacji aminokwaséw) moga
redukowac jony metalu (Simic i Taub 1978, van Leeuweni i n. 1978).

Reakcje rodnikowe z udzialem aminokwasow wystepujacych w biatkach moga
prowadzi¢ do uszkodzen takich jak: agregacja - (Davies 1986, 1987, Schuessler i
Hergert 1980, Sharpatyi 1995), sieciowanie - (Boguta i Dancewicz 1983, Schuessler
i Schiling 1984, Hashimoto i 1 n. 1981, Sharpatyi 1995), fragmentacja - (Davies
1986, 1987, Wolffi i n. 1986, Sharpatyi 1995), utrata wtasnosci enzymatycznych
1 zwiazana z nig zmiana konformacji czasteczek (Hashimoto i i n. 1981, Davies i
Delsignore 1987, Armstrong i Buchanan 1978, Stadman 1986, Adams i i n. 1969,
1972, 1974, Roberts 1973, Redpth 1975, Dunster 1975, von Sonntag 1987).

2.2. Utlenianie zwigzkow zawierajacych grupe tioeterowa
2.2.1. Utlenianie alkilowych tioeterow (siarczkow)

Organiczne zwiazki siarki, a wérdd nich tioetery dos¢ tatwo ulegaja utlenianiu.
Wynika to ze wzglednie niskiej energii jonizacji tych czasteczek, ktorej wartos¢ w
fazie gazowej lezy zwykle ponizej 10 eV (w fazie cieklej nalezy oczekiwa¢ warto$ci
podobnych lub nawet nizszych) (CRC Handbook 1992 wraz z literatura cytowana).
Utlenianie siarczkow w procesie dwuelektronowym® w zaleznosci od warunkéw
prowadzi do powstawania sulfotlenkéw, sulfonéw lub soli sulfonowych. Rowniez
utleniacze jednoelektronowe moga stosunkowo tatwo odrywaé elektron od siarki,
ktora jest bardzo prawdopodobnym miejscem ich ataku®.

Wykonane w latach 80- tych prace, gtownie przez grupe Asmusa (Niemcy)
metoda radiolizy impulsowej z detekcja konduktometryczna i spektrofotometryczna

oraz grupe Gilberta i Symonsa (Wielka Brytania) metoda EPR (vide infra),

3 Utlenianie dwuelektronowe mozna przeprowadzi¢ elektrochemicznie lub za pomoca utleniaczy

takich jak: H,0,, I,, 10, , chloroamina-T, N-chlorosukcynimid, 'O, itp. (Parker., 1973, Shechter i in.
1975, Sysak i in. 1977, Chamber., 1978, Doi i Musker., 1981, Coleman i in. 1982)

4 Wigkszo$¢ utleniaczy jednoelektronowych takich jak SO,-, CCLO,, T2, (CH3I)2+-, czy
stany trypletowe, reaguje z siarka tioeterowa poprzez przeniesienie elektronu i bezposrednie
tworzenie kationorodnika (>S-1) (Redpath i Willson, 1975, Monig i in. 1985a i b, Mahling i in. 1987,
Mohan i Asnus, 1987, Mohan i Moorthy, 1990aib, Engman i in. 1994, Bobrowski i in.1992,

1994a i b, Marciniak i in. 1993, 1994,1995a 1 b)
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pozwolily na przedstawienie ogélnego mechanizmu utleniania alkilowych tioeteréw
przez rodniki OH w roztworach wodnych (Schemat 1).

Rodnik OH reaguje =z siarka tioeterowa tworzac addukt (rodnik
hydroksysulfuranylowy, A= 340 nm)’ w bardzo szybkiej reakcji (1) —» (2) (k ~
10 dmPmol~ 's™ ') (Bonifa¢i¢ i in. 1975, Janata i in. 1980, Schoneich i
Bobrowski 1993, Engman i i n. 1994, Merenyi i i n. 1996). Dalszy przebieg
reakcji zalezy od stgzenia tioeteru. Dla matych stezen tioeterow (< 10~ 4 mol dm™ 3)
rodnik hydroksy- sulfuranylowy moze ulega¢ nieodwracalnej dehydratacji na drodze
reakcji (2) — (4) dajac stabilizowane rezonansowo rodniki o- (alkilotio)alkilowe
(Bonifac¢i¢ i in. 1975). Dla duzych stezen tioeteréw  rodnik
hydroksysulfuranylowy (2) tworzy kompleks z druga czasteczka tioeteru (2) — (3).

Schemat 1
RS (1)
-OH
/
R,S
R,S(OH)- (R,S),(OH)-
@ (3) a

H,0

R

-

+

RS(H): < — RS™ + OFF RS+ OH
@ ) ®)

> (i) Powstawanie adduktu stwierdzono réwniez w fazie gazowej, podczas fotolitycznego

utleniania dwumetylosiarczku rodnikiem OH (Hynes i in. 1986) oraz neutralizacji protonowanego
dwumetylosulfotlenku metoda spektrometrii masowej (NRMS) (Gu i Turecek 1992); jednak ostatnie
obliczenia ab initio kwestionuja wiazalny charakter tego indywiduum przypisujac mu strukturg
kompleksu dipol-dipol, ktéory w roztworze moze by¢ dotatkowo stabilizowany (Turecek 1994). (ii)
Jak dotychczas powstawanie adduktu nie zostato potwierdzone metoda EPR. (iii) Prawdopodobnie na
skutek zawady przestrzennej dla siarczku dwu-tert-butylowego nie powstaja addukt OH (2) ani dimer

(6) (Asmus, 1975, Janata i in. 1980, Gara i in. 1979).
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Eliminacja OH~ z kompleksu (3) prowadzi do powstania kationorodnika z
miedzyczasteczkowym wiazaniem trojelektronowym pomigdzy siarkami (6)°.
Badania kinetycznych efektow izotopowych wykonane dla tioeteru dimetylowego
pokazaly, ze niezalezna od stezenia reakcja (2) <> (5) ma charakter czysto
dysocjatywny a reakcja (3) <> (6) wymaga katalizy przez wodg lub protony
srodowiska (Schoneich i Bobrowski 1993). Dimerowy kationorodnik (6) jest
wzglednie stabilny (czas zycia rzedu 10”5 s) 1 zanika poprzez odwracalng reakcjg (6)
<> (5) 1 deprotonacjg, dajac rodniki o- (alkilotio)alkilowe (A, = 285 nm) (Bonifac¢i¢
i in. 1975, Bonifa¢i¢ i Asmus 1986, Janata i 1 n. 1980, Gobl i Asmus 1984,
Daviesi in. 1984, Monigi in. 1986,).

Nalezy podkresli¢. ze jedynymi nieodwracalnymi procesami zachodzacymi w
tym uktadzie sa dehydratacja rodnika sulfuranylowego (2) i deprotonacja
monomerycznego kationorodnika (5). Produkty tych reakcji (rodniki o-
(alkilotio)alkilowe) maja wlasnosci redukujace (Gobl i Asmus 1984, Schéfer i
Asmus 1981, Asmus 1990a), podczas gdy kationorodniki’ R,S- *1i (R,S), ¥, jak juz
wspomniano w punkcie 1.2.2, sa dos¢ silnymi utleniaczami zdolnymi np. utleniaé
tiole (Bonifa¢i¢ i i n. 1985) oraz bra¢ udzial w procesach przenoszenia elektronu

w uktadach biologicznych.

6 Budowa i wlasnosci indywiduéw z wiazaniem trojelektronowym sa omowione w punkcie

2.2.2.
7 Kationorodnikom >S i (>S.". S<)™ po$wigcona jest bogata literatura, otrzymywano je réznymi
drogami i identyfikowano r6znymi metodami np.: redukcja DMSO/radioliza impulsowa - Chaudhri i
in. 1984; fotofragmentacja soli sulfonowych - Glass i in. 1992; radioliza w zamrozonej fazie
statej/EPR - Symons., 1974, Rao i in. 1984, Ambroz i Kemp., 1985, Ambroz i in. 1991; utlenianie
anodowe/EPR - Gara i in. 1979; utlenianie politioeterow/radioliza impulsowa - Asmus i in. 1978,
Bonifaci¢ i Asmus., 1986, Anklam i in. 1990; spektrometria masowa Ilies i in. 1988, Siilzle., 1990,
Syage i in. 1991, spektroskopia Ramana - Wilbrandt i in. 1981, sensybilizowane fotoutlenianie
Bobrowski i in.1992, 1994a i b, Marciniak i in. 1993, 1994,1995a i b), czy utlenianie tioeteréw
innymi niz OH utleniaczami jednoelektronowymi w radiolizie impulsowej - Redpath 1 Willson, 1975,
Bonifaci¢ i Asmus., 1980, Monig i in. 1985b, Bonifaé¢i¢ i Asmus., 1986, Mahling i in. 1987, Mohan i
Moorthy, 1990ab, Engman i in. 1994, Bobrowski i in.1994, EPR w fazie cieklej - Gilbert i in. 1973,
Musker 1 Walford., 1976, Musker i in. 1978.
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2.2.2. Stabilizacja utlenionego centrum siarkowego w tioeterach. Tworzenie
wigzan trojelektronowych. Absorpcja optyczna czgsteczek z wigzaniem

trojelektronowym

Utlenione centrum siarkowe (>S- +) wykazuje silng tendencje do stabilizacji

poprzez koordynacje z innymi donorami elektrondw. W konsekwencji prowadzi to

do zmniejszenia jego reaktywnos$ci, w wyniku obnizenia potencjatu redoks (Schwarz
i Dodson, 1984, Priitzi i n. 1989, Huiei in 1991, Engmani i n. 1994, Merenyi
i in. 1996). W takim procesie rol¢ donora elektronow moze spetnia¢ atom z V -
VII grup uktadu okresowego, jesli podobnie jak siarka dysponuje wolna para
elektronowa (najlepiej - p.) Nakladanie si¢ nieobsadzonego orbitalu p donora
(HOMO) z obsadzonym jednym elektronem orbitalem p siarki (SOMO) prowadzi do
powstania wigzania trdjelektronowego, w ktorym stany dwoéch elektronéw sa
opisywane przez orbital molekularny wiazacy typu o a jednego elektronu przez
orbital antywiazacy o* (Asmus 1990b). Wiazanie takie jest o okoto potowe stabsze
od wiazania pojedynczego (Baird 1977, Gill i Radom 1988) (dla ((CH,),S)," T
energia dysocjacji ma warto$¢ okoto 100 kJ/mol (c.a. 25 kcal/mol) Chaudhrii i n.
1984, Asmus 1990b, Dengi i n. 1995)°.

Diagram pozioméw energetycznych dla wiazania 26/1c* dimeru (>S..S<)*

przedstawiony jest na rysunku 2.2.2 1.

A
S..S
yAL LN
Rys. 2.2.2 1 Diagram poziomow energetycznych dla wiqzania 26/c1* w dimerze

typu (>S.:.5<)7.

§ Symbol ".." - jest ogdlnie przyjgtym zapisem wiazania trojelektronowego, wprowadzonym

przez Asmusa.
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Charakterystyczna cecha czasteczek zawierajacych wiazanie trdjelektronowe
jest ich absorpcja optyczna’, ktora z reguly wystepuje jako szerokie i pozbawione
struktury pasmo w zakresie widzialnym. W pierwszym przyblizeniu moze ono by¢
przypisane do przejscia elektronowego o — o*. Bardziej doktadne podejscie
teoretyczne (obliczenia ab initio) wykazato, ze poziom o zawiera pewien udziat
niewigzacych elektronéw z orbitalu s (przejscie optyczne odbywa si¢ pomiedzy
orbitalem "mieszanym" c- n a orbitalem antywiazacym o*. Dla najprostszego uktadu
(H,S..SH,)™ obliczona réznica pomigdzy poziomami o-n i c* wynosi 3.25 eV
(380 nm) (Clark 1981). Uzyskana bardzo dobra zgodno$¢ z danymi
eksperymentalnymi A_, = 375 nm (Chaudhri i Asmus 1981) w pelni potwierdza
zasadnos$¢ koncepcji wiazania trjelektronowego. Zgodnie z ta koncepcja dla uktadu
symetrycznego (S..S) absorpcja optyczna moze by¢ miarg sily wigzania
trojelektronowego. Dlatego zwigkszenie sily wiazania powinno prowadzi¢ do
"niebieskiego" a zmniejszenie do "czerwonego" przesuni¢cia pasma absorpcji
wiazania.

Na gruncie tej teorii mozna wythumaczy¢ obserwowane dla tioeterow zjawisko
przesunigcia "czerwonego" pasma absorpcji charakterystycznej dla wiazania S.. S, w
stosunku do (H,S..SH,)", wraz ze zwigkszeniem elektrodonorowosci podstawnikoéw
przy siarce (np. dla ((CH,),S),” T A, = 465 nm). Jest ono wywotane zwigkszeniem
gestosei elektronowej na orbitalu antywiazacym c* a tym samym oslabieniem sity
wiagzania (GOobl i i n. 1984, Asmus 1990b). Podobnie, ograniczenia przestrzenne
utrudniajace nakltadanie si¢ orbitali donora i akceptora wywotuja "czerwone"
przesunigcie pasma absorpcji (Asmus 1979, 1990b, Asmus i i n. 1979, Bonifaci¢ i
Asmus 1986, Rogowski i i n. 1994, Rogowski 1995). Krancowym przypadkiem
jest tu przyklad kationu 1,3- ditiacyklopentanu, dla ktérego wzajemne, niemal
roéwnolegte potozenie orbitali p siarki przeciwdziata ich nakrywaniu si¢ i tworzeniu
silnego wiazania ¢ (A, > 650 nm). (Asmus 1979, 1990b, Asmus i in. 1979,
Bonifaci¢ i Asmus 1986).

Jakkolwiek teoria przewiduje, ze stabilno$¢ wiazania trojelektronowego nie jest
liniowa funkcja naktadania orbitali (efekt destabilizujacy antywiazacego elektronu ¢

* ros$nie bardziej ze wzrostem naktadania si¢ orbitali niz stabilizujacy efekt dwoch

’ Powstawanie wigzan trdjelektronowych zostato takze potwierdzone pomiarami EPR - w

widmie EPR ((CH3)ZS)2~+ rozszczepienie wskazuje na oddzialywanie niesparowanego elektronu z
dwunastoma jednakowymi protonami. Badania te potwierdzja réwniez antywiazacy charakter
niesparowanego elektronu. (Gilbert i in. 1973, Petersen i in. 1978, Gara i in. 1980, Bonazzola i in.

1988).
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elektronéw o) (Baird 1977, Gill i Radom 1988), to w przypadku wiazania siarka-
siarka mamy zblizone energie i stosunkowo mate nakladanie orbitali a wige
optymalna sytuacje dla tworzenia stabilnego wiazania trdjelektronowego (Asmus
1979, Clark 1981)

Clark wykazal, ze sila wiazania trojelektronowego jest proporcjonalna do e™ @
P) gdzie OIP jest rdznica potencjaléw jonizacji pomigdzy dwoma oddziatywujacymi
partnerami (Clark 1988).

Uproszczony diagram energetyczny dla wiazania S..X przedstawiony na
rysunku 2.2.2 2 pokazuje, ze zysk energetyczny dla takiego uktadu w stosunku do
wyjsciowych substratow jest mniejszy niz dla symetrycznego systemu S..S, a
jednoczesnie przejs$cia absorpcyjne moga zachodzi¢ przy nizszych dlugosciach fali
(dla wiazan S..N, S..O, S.".Br, S..1czy S..Cl obserwuje si¢ pasma absorpcji 380 -
410 nm (Asmus 1990b, Carmichael 1996)).

/.. l.l
Rys. 2.2.2 2 Diagram poziomow energetycznych dla wiqzania 2c/lc* w ukladach
typu S X.

Zgodnie z obliczeniami Clarka stabilno$¢ wigzania S.. X powinna by¢ wigksza
jesli zmniejszy si¢ roznica energii pomig¢dzy orbitalami SOMO akceptora i HOMO
donora. Dlatego wiazania trojelektronowe powstajace z rodnikow dodatnio
natadowanych (nizsza energia SOMO) sa stabilniejsze. Podobnie, zwigkszenie
stabilnos$ci wigzania powinno si¢ uzyska¢ zwigkszajac energi¢ HOMO przez dodatni
efekt indukcyjny podstawnikéw przy heteroatomie donora pary elektronowe;.
Szacujac stabilno$¢ wiazan trojelektronowych nalezy rowniez bra¢ pod uwage
wplyw rozpuszczalnika, gdyz rdznica 0IP w roztworze jest z reguty inna niz w stanie
gazowym (Clark 1981,1982).
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2.2.3. Utlenianie pochodnych tioeteréw

Obecno$¢ podstawnikow (- OH, - OR, - NH,, - CO,H, - CO,R, -1, - Cl, Br)
wplywa na przebieg utleniania tioeterow poprzez efekty indukcyjne, przestrzenne i

rezonansowe, a przede wszystkim przez stabilizacje utlenionego centrum siarkowego

z udziatem sasiadujacych grup funkecyjnych. Ten ostatni efekt polega na tworzeniu

przez podstawniki wigzan z centrum reaktywnym w stanie lub produkcie
przejsciowym (Glass 1990). Obecno$¢ podstawnikéw wptywa réwniez na kierunek
reakcji  prekursora  utlenionego  centrum  siarkowego >S-%t,  rodnika
hydroksysulfuranylowego (Schoneich i i n. 1994, Schoneich i Bobrowski 1993,
Schoneich i Yang 1996).

W  zaleznosci od warunkéw - stezenia tioeteru oraz pH, tworzenie
wewnatrzczasteczkowych wiazan trojelektronowych konkuruje z powstawaniem
kationorodnikéw dimerowych z miedzyczasteczkowym wiazaniem (>S ... S<)* oraz z
nieodwracalnym procesem dehydroksylacji (reakcje 2) — 3) 1 2) > O) w
schemacie 1). Ich trwalo$¢ jest uwarunkowana ponadto budowa przestrzenna
zwiazku. Wewnatrzczasteczkowe wiazania trojelektronowe w uktadach siarka-
heteroatom byty obserwowane dotychczas tylko w strukturach cyklicznych pigcio-

lub szesciocztonowych, dla ktorych ich trwato$¢ jest najwigksza.
Alkilotio(halogeno)alkany

Dla alkilotio(halogeno)alkanow (X- (CH,) - S- R) zawierajacych I lub Br
oddzielonych od siarki wigcej niz trzema grupami metylenowymi (n = 3 - 6)
obserwuje sie stabilizacje >S- * poprzez tworzenie wewnatrzczasteczkowych wiagzan
S..T lub S..Br. Trwalo$¢ wewnatrzczasteczkowych wigzan S..X zmniejsza si¢ w
szeregu 1 > Br > CI (w alkilotio(bromo)alkanach juz w zakresie stezen > 10~ 4 mol
dm-~ 3 dominujaca jest stabilizacja przez tworzenie kationorodnikéw dimerowych z
miedzyczasteczkowym wiazaniem S..S, a w alkilotio(chloro)alkanach powstawania
wewnatrzczasteczkowych wiazania S .. Cl w ogole nie zaobserwowano). Pokrywa si¢
to z zalozeniami teorii wigzan trojelektronowych, gdyz w tym samym porzadku
ro$nie réznica potencjalow jonizacji pomigdzy siarka a chlorowcami (Anklam i
i n. 1987ab, 1988, Asmus 1990b)"° .

10 Podobny efekt zaobserwowano réwniez dla migdzyczasteczkowych wiazan S..1, S..Bri S..Cl

(Bonifac¢i¢ i Asmus 1980, Anklam i in. 1987b).
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Alkilotioaminy

W przypadku 3- (metylotio)propyloaminy utlenianej przez OH tworzenie
wewnatrzczasteczkowego wiazania S .. N dominuje w zakresie pH > 2 (reakcja [10]).
W tym procesie protonowana grupa aminowa jest donorem protondéw skutecznie
konkurujacych z protonami $rodowiska w procesie dehydratacji rodnika
hydroksysulfuranylowego.

CH, CH;

SS—0oH \
S NH, [10]

(i
P — Q £ HO
NH,
A
W zakresie pH < 2 przewaza katalizowana protonami §rodowiska eliminacja OH"

prowadzaca do monomerycznego kationorodnika >S- * (reakcja [11]).

OH
\ .
CHy—S~~NHy* + H® —— CHy—S~wNH;" + H0 [11]

Przy odpowiednio duzym stgzeniu tioeteru do kationorodnika dimerowego (reakcja
[12D" (Asmusi in. 1985).
[12]
Not o

CH3_+S"W‘/‘ NH3Jr + CH3':S:' ((:Hz):;-NH?,Jr ES f S - S\

Badajac utlenianie 3- (metylotio)propyloaminy przez rodnik OH metoda EPR w
ukladzie przeptywowym, prawdopodobnie ze wzgledu na matla rozdzielczosé
czasowa, w catlym zakresie pH stwierdzono powstawanie wytacznie rodnikow o.-
(alkilotio)alkilowych'? (Davies i i n. 1983).

W przeciwienstwie do 3- (metylotio)propyloaminy, 2- (etylotio)etyloamina
utleniana  rodnikiem OH  nie  tworzy  stabilnego  indywiduum =z
wewnatrzczasteczkowym wiazaniem S..N, gdyz ze wzgledu na dlugos$¢ tancucha

oddzielajacego azot 1 siark¢ niemozliwe jest utworzenie pier§cienia

a Kationorodnik (>S..S<)* jest obserwowany az do pH 8 je§li utlenianie 3-

(metylotio)propyloaminy przeprowadzi si¢ za pomoca CCl;0,. Dopiero w pH 8, w ktérym grupa
aminowa jest zdeprotonowana i odstonigta jest para elektronowa na azocie, powstaje wiazanie S.. N
(Monig., 1985).

12

Zadna z metod nie stwierdzono powstawania rodnikéw a-aminoalkilowych (miejsce

rodnikowe w pozycji o do grupy aminowej) (Davies i in. 1983, Asmus i in. 1985).
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pigciocztonowego. W pH 1 jedynymi obserwowanymi produktami byly rodniki a-
(alkilotio)alkilowe, a w pH < 1 dimerowe kationorodniki z migdzyczasteczkowym

wiazaniem trojelektronowym S..S (Asmus i i n. 1985).

Tioetery hydroksyalkilowe

Podobnie jak dla alkilotioamin mechanizm utleniania tioeterow hydroksy-
alkilowych zalezy od dhlugosci tancucha alifatycznego oddzielajacego grupe
tioeterowa od hydroksylowe;.

Wiazania S..O powstaja gdy grupy tioeterowa i hydroksylowa sa rozdzielone
trzema (rysunek [13-1]) (tioeter 3,3'- dihydroksydipropylowy) (Schoneich i
Bobrowski 1993) lub czterema grupami metylenowymi (pochodna norbornenu)
(rysunki [13- 2a i 2b]) (Glass i i n. 1984, 1985, 1988, Mahling i i n. 1987). W
tym drugim przypadku konieczne, do powstania wiazania S.. O zblizenie grup - S- i
- OH, bylo wymuszone sztywna struktura zwiazku (stereoizomer endo-, endo- 1i

obecnos$¢ utrudniajacych rotacje grup metylowych).

CH; [13]

Dla tioeteréw hydroksyalkilowych, w ktorych grupy tioeterowa i hydroksylowa
sa oddzielone dwoma grupami metylenowymi nie obserwuje si¢ powstawania pasma
absorpcji  charakterystycznej dla produktow przejsciowych z wewnatrz-
czasteczkowym wigzaniem S..O. Produktami przejSciowymi tworzacymi si¢
podczas zaniku rodnika hydroksysulfuranylowego sa kationorodniki dimerowe z
migdzyczasteczkowymi wigzaniami trojelektronowymi S..S (pH < 3) i rodniki a-
(alkilotio)alkilowe (Gilbert i 1 n. 1973, Gilbert i Marriott 1979, Gobl i Asmus
1984, Monigi i n. 1985a, Mohan i Mittal 1991, Schoneich i Bobrowski 1993).

Interesujaca z punktu widzenia mechanizmu badanej reakcji jest bardzo mata
wydajno$¢ powstawania dimerowych kationorodnikéw w pH > 3. Poréwnanie
kinetycznych efektow izotopowych dla tych zwiazkéw z kinetycznymi efektami
izotopowymi dla tioeteru dimetylowego, oraz wykrycie i1 iloSciowe oznaczenie
powstatego w procesie formaldehydu (Schoneich i Bobrowski 1993) wykazato

jednoznacznie, ze grupa - hydroksylowa bierze aktywny udziat w procesie zaniku



22

rodnika hydroksysulfuranylowego. Tworzenie niewielkich ilosci dimeru =z
migdzyczasteczkowymi wigzaniami trojelektronowymi S..S zachodzi w tioeterach
hydroksyalkilowych, w zaleznym od stgzenia procesie [14], ktorego jednym z
etapow jest reakcja wewnatrzczasteczkowego przeniesienia protonu z grupy -

hydroksylowej do rodnika hydroksysulfuranylowego.

o

R‘CH2‘ S\ /CH2 'H2O R'CHz' S\ P CH2 H+ R' CH2‘ S‘CHz'CH2'OH
CH, — L. CH; — L

R-CH,-S-CH,-CH,-OH R-CH,-S-CH,-CH,-OH R-CH,~S-CH,-CH,-OH

[14]

Szybkos¢ tego procesu jest limitowana tworzeniem odpowiedniej konformacji
czasteczki umozliwiajacej powstanie szesciocztonowej struktury posrednie;.

7 powstawaniem dimeru konkuruje, niezalezny od stezenia proces
wewnatrzczasteczkowego przeniesienia wodoru prowadzacy do powstania rodnikow
alkoksylowych [15].

H. _H
o7 ?{o 0
— [15]
R S cH, HO R S CH.
N 2 PN 2
“cH; cHy “cH; ol

Zanik rodnikéw alkoksylowych moze odbywaé si¢ dwiema drogami, poprzez

przeniesienie wodoru o [16] lub a-B- fragmentacje [17].

\(l'tH Cl)H
RS H, . [16]
\CH \/(l) — S. _CH,
2
S XCHZ
CH2 ol \ R\
B ?H X ﬁ) [17]
S . CH,
“CH,

Ta ostatnia reakcja jest zrédtem powstawania aldehydu mréwkowego.
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Kwasy alkilotiokarboksylowe

Utlenianie kwasow alkilotiokarboksylowych prowadzi do powstania produktow
przejsciowych z migdzyczasteczkowym wiazaniem trojelektronowym S..S lub
wewnatrzczasteczkowym wiazaniem trojelektronowym S..O. W tym ostatnim
przypadku grupy tioeterowa i karboksylowa musza by¢ oddzielone przez dwie lub
trzy grupy metylenowe (kwas 3,3’ tiodipropionowy oraz kwasy endo- 6-
(metylotio)- bicyklo[2.2.1]heptano- endo- 2- karboksylowy 1 4- (metylotio)butanowy
(rysunek [18]) (Glass i i n. 1984, 1985,1988, Asmus i i n. 1985, Mahling i
i n. 1987, Mohan 1990).

o__-OH

A L w
o7 0 S.. Ao
0 ne' 070 H,C

o

1 2 3

Podobnie jak dla tioeterow hydroksyalkilowych usztywniona struktura zwiazku,
stabilizujaca powstawanie pierScienia szescioczlonowego, powoduje zwigkszenie
wydajno$ci wewnatrzczasteczkowego wiagzania S..O (wiazanie S..O dla (2) jest
trwalsze niz w przypadku zwiazku (3). Dla zwiazku (2) nie obserwowano
powstawania migdzyczasteczkowego wiazania S..S, w przeciwienstwie do (3), dla
ktérego obserwuje si¢ absorpcje odpowiadajaca kationorodnikowi dimerowemu z
migdzyczasteczkowym wigzaniem S..S. Produkty przejsciowe zanikaja w wyniku
deprotonacji, ktéra prowadzi do powstania rodnikéw a- (alkilotio)alkilowych, Dla
tych kwasow alkilotiokarboksylowych nie obserwowano powstawania produktow
dekarboksylacji (Gilbert i Marriott 1979).

Dla kwasu 2,2'- tiodietanowego (tiodiglikolowego) obserwowano pasmo
absorpcji w bliskim nadfiolecie (A, = 285 nm) (absorpcja ta zostala przypisana
produktom deprotonacji (HOOC- "CH- S- CH,- COOH)"), zwickszajac stezenie
kwasu powyzej 4 mol dm™ 3 obserwowano powstawanie kationorodnika dimerowego
z migdzyczasteczkowym wiazaniem S..S (Mohan i Moorthy 1990, Maity i Mohan
1993).

1 Budowa tych rodnikow nie zostata potwierdzona metoda EPR, ponadto nie oznaczono trwatych

produktoéw utleniania.
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Zaproponowany przez Mohana i wsp. (Mohan i Moorthy 1990) mechanizm
reakcji nie uwzglednia procesu dekarboksylacji, co jest sprzeczne z wynikami EPR
potwierdzajacymi powstawanie w procesie rodnikow typu -CH,- S- CH,- COOH
(Gilbert 1 Marriott 1979).

Estry kwasow alkiltiokarboksylowych i acetale aldehydow tioalkilowych

Obecnos¢ w czasteczce tioeteru grup karbonylowych i metoksylowych w
pozycji B w stosunku do grupy tioetrowej (CH;- S- CH,- X) w znaczacy sposob
zwigksza stabilno$¢ rodnikoéw hydroksysulfuranylowych (Bobrowski i Schoneich
1993). Obserwowany efekt stabilizacji jest wynikiem tworzenia si¢
wewnatrzczasteczkowego wigzania wodorowego pomiedzy atomami tlenu tych grup
a wodorem rodnika hydroksysulfuranylowego. Co przejawia si¢ ponad 20- krotnym
obnizeniem stalej szybkosci spontanicznej dysocjacji rodnikow
hydroksysulfuranylowych (reakcja (2) — (5) w schemacie 1) w stosunku do tioeteru
dimetylowego. Powstawanie wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych jest
szczegblnie ulatwione gdy prowadzi do powstania stabilnych sze$cioczionowych
struktur cyklicznych (Bobrowski i Schoneich 1993, Dziembowska 1994).

2.3. Utlenianie aminokwasow i peptydow zawierajacych grupe tioeterowa
2.3.1. Utlenianie aminokwaséw tioeterowych

Tak jak dla wigkszos$ci pochodnych tioeterow, gldéwnym kierunkiem reakcji
rodnika OH z aminokwasami zawierajacymi grupeg tioeterowa jest addycja rodnika
do uktadu elektronéw p- siarki tioeterowej i tworzenie rodnika hydroksy-
sulfuranylowego.'* Droga na jakiej nastepuje rozpad tego rodnika silnie zalezy od
pH s$rodowiska, decydujacego o formie jonowej pozostatych grup funkcyjnych
aminokwasu (NH,/NH;*, COO~ /COOH patrz punkt 5.1), a w konsekwencji o ich roli
w przemianach rodnikowych.

W zakresie niskiego pH, pH < pK (COOH), rodnik hydroksysulfuranylowy

eliminuje wod¢ 2z udzialem protondw $rodowiska dajac monomeryczny

14 W przypadku metioniny okoto 80% rodnikow OH reaguje z aminokwasem w ten sposob

pozostate 20% poprzez oderwanie atomu wodoru z tancucha bocznego w pozycji o do siarki

tioeterowej (Hiller i in. 1981).
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kationorodnik >S- *, ktéry jest stabilizowany przez addycje do nieutlenionej grupy
tioeterowej drugiej czasteczki aminokwasu tworzac kationorodnik dimerowy z
migdzyczasteczkowym wiazaniem trojelektronowym (A, = 480 - 500 nm).
Kationorodnik dimerowy jest dos$¢ stabilny (czas zycia rz¢du ps) i zanika poprzez
deprotonacjg, dajac rodniki a- (alkilotio)alkilowe (A, ~ 285 nm) (Gilberti in.
1973, Hilleri i n. 1979, 1981, Daviesi in. 1983)".

Z kolei, w miar¢ podwyzszania pH, pH > pK,COOH rodnik hydroksy-
sulfuranylowy moze eliminowa¢ wod¢ w procesie wewnatrzczasteczkowym z
udzialem protonu z protonowanej grupy aminowej (Hiller i i n. 1981, Asmus
1985, Monig i i n. 1985a). W konsekwencji, w przypadku metioniny nastepuje
szybkie zamknigcie pigcioczlonowego pierscienia prowadzace do powstania
kationorodnika z wewnatrzczasteczkowym wiazaniem trojelektronowym S..N, o

charakterystycznej absorpcji A, =390 nm [19].

CH; CH
gS'—OH \

S..NH, [19]
( I|-I e + Hzo
NH, COy;
CO,

Sita napgdowa tego procesu jest stabilno$¢ wiazania S..N oraz powstawanie
uprzywilejowanego przestrzennie pierscienia pigcioczlonowego. Indywiduum to
zanika w rezultacie przeniesienia elektronu z grupy karboksylowej do azotu,
prowadzacego do utlenienia grupy karboksylowej i dekarboksylacji (Asmus i i n.
1985)[20].

CH3+ CH; . CI\{3 /CH\ CHz\
S I\II_I2 NH2 CH2 S

\ AV
S..NH, S NH,
—— _— —_—> N
COy CO, CO,
[20]

Z kolei, sita napedowa procesu dekarboksylacji [20] jest powstawanie
stabilizowanych rezonansowo, poprzez oddzialywanie z wolna para elektronowa
azotu, rodnikéw o- aminoalkilowych (Hiller i i n. 1981, Hiller i Asmus 1983,
Daviesi 1 n. 1983, Burkeyi i n. 1983).

1> W tym zakresie pH mechanizm utleniania aminokwaséw tioeterowych jest identyczny z

mechanizmem utleniania alifatycznych tioeterow przedstawionym w schemacie 1.
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Wedlug Asmusa i wsp. (Hiller i i n. 1979, 1981) proces dekarboksylacji
zachodzi efektywnie wtedy, gdy grupa karboksylowa aminokwasu jest
deprotonowana, pH > pK,(COOH). Pozwala to na przedstawienie drugiego,
alternatywnego mechanizmu utleniania metioniny, zaktadajacego bezposredni udziat
Zjonizowanej grupy karboksylowej w dehydratacji rodnika hydroksy-
sulfuranylowego. Postulowano zachodzaca na atomie siarki reakcje podstawienia
anionu hydroksylowego (OH") przez -COO- (w procesiec migdzy lub
wewnatrzczasteczkowym) (Hilleri i n. 1979, Daviesi i n. 1983)[21].

CH, -
ATEES N
HO:. S\~ 0 5O~ 0 [21]
— 1 S on
ks NH;* NH;,*

Bezposrednia konsekwencja utlenienia grupy karboksylowej miataby by¢ bardzo
szybka dekarboksylacja [22].

C%S .0___O T o o CH_ _CH, __CH,
S NHy”  CH;, S [22]
Ll —1 —
N
NH;* NH;* o,

Mechanizm zostal jednak zakwestionowany, przez eksperymenty z N-
acetylometioning dla ktérej obserwuje si¢ zmniejszenie o potowe, w stosunku do
metioniny, wydajno$ci chemoradiacyjnej dekarboksylacji a jedynym obserwowanym
produktem jest dimer z migdzyczasteczkowym wigzaniem trojelektronowym S..S
(Hiller i i n. 1981, Gilbert 1990)'°. Nizsza wydajnosci dekarboksylacji w N-
acetylometioninie niz W metioninie mozna wyjasni¢ w oparciu o mechanizm
pierwszy [20] zaktadajacy w etapie posrednim utlenianie azotu grupy aminowe;j.
Zgodnie tym mechanizmem zastapienie jednego z wodoréw grupy aminowej w

metioninie przez elektronoakceptorowa grupe acetylowa powodujace obnizenie

16 Produkty utleniania metioniny, N-acetylometioniny i etioniny, w szkliwach LiCl i LiBr

posiadajace wiazania trojelektronowe, zostaty scharakteryzowane metoda EPR. Dla wszystkich trzech
aminokwasow stwierdzono powstawanie produktow z wigzaniem S..S, a tylko dla metioniny

produkty z wiazaniem S.. N (Champagne i in. 1991).
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potencjatu redox grupy aminowej zmniejszajac wydajnos$¢ utleniania azotu, a tym
samym wydajno$¢ dekarboksylacji (Hilleri i n. 1981)" .

Dodatkowym argumentem przemawiajacym za zachodzeniem dekarboksylacji
metioniny poprzez tworzenie wewnatrzczasteczkowego wiazania S..N bylo
otrzymanie indywiduum o prawie identycznym pasmie absorpcji (A, =~ 400 nm) na

max

drodze redukcji dehydrometioniny przez elektron solwatowany [23] (Asmus i i n.
1985).
CH CH
\or \
S—NH S..NH [23]
+ C_aq _—>
COy COy

Produkt tej reakcji r6zni si¢ od powstajacego podczas utleniania metioniny
tylko stopniem protonowania azotu.

Powstawanie wewnatrzczasteczkowego wiazania S..O obserwowano dla
usztywnionej pochodnej metioniny; kwasie exo- 2- amino- endo- 6- (metyltio)-
bicyklo[2.2.1]heptano- endo- 2- karboksylowym, w ktorym ograniczenia
przestrzenne nie pozwalaja na powstawanie wewnatrzczasteczkowego wiazania
S..N [24] (Steffeni in. 1991)'.

NH,/NH;"

S..
H3C/ O (0]

' [24]
Odmienna zalezno$§¢ wydajnosci dekarboksylacji i intensywnos$ci pasma absorpcji
(A

wewnatrzczasteczkowym wigzaniem S..O nie jest prekursorem dekarboksylacji.

x = 340 nm) przypisanego temu indywiduum od pH wskazuje, Zze indywiduum z
Jego powstawanie konkuruje z dekarboksylacja, ktéra wg. Steffena i wsp. zachodzi

jednoczes$nie z deprotonacja protonowanego rodnika hydroksy sulfuranylowego [25]
(Steffeni i n. 1991).

17 Ponadto, wprowadzenie elektronoakceptorowej grupy acetylowej, zmniejsza ggstosé

elektronowa na azocie, co ostabia "sil¢ napedowa" procesu dekarboksylacji poprzez zmniejszenie

trwato$ci rodnikéw a-aminoalkilowych (Hiller i Asmus., 1983).

18

Dla izomeru tego zwiazku endo-amino/exo-karboksylo obserwowano absorpcje (A, = 400

nm) przypisana produktowi przejsciowemu z wewnatrzczasteczkowym wiazaniem trojelektronowym

S..N (Bonifaci¢ i in. 1991).
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H
Il\]_*H — ~NH, + CO, + H,0 + BH"
"
H
§ N J S
H3C/ O O O B H3C/
~
: I|{ H (B = zasada, n.p., H,0)
[25]

Utlenianie S- metylocysteiny (aminokwasu, w ktorym dlugo$¢ tancucha
alifatycznego pomigdzy siarka tioeterowa a grupami - COOH i - NH, jest mniejsza o
jedna jednostkg - CH,- w poréwnaniu do metioniny) w §rodowisku kwasnym, pH <
~3 podobnie jak dla innych tioeteréw, prowadzi do deprotonacji monomerycznego
kationorodnika >S- + (Davies i in. 1983). W tym zakresie pH dla stezen
aminokwasu rzgdu 10”4 mol dm™ 3 nie obserwuje si¢ powstawania kationorodnika
dimerowego z migedzyczasteczkowym wiazaniem S..S (oczekiwane pasmo
absorpcji, A, ® 500 nm) a powstawanie indywiduum przej$ciowego o absorpcji A,
=385 nm (Asmusi in. 1985). Absorpcjg A,

wewnatrz- czasteczkowym wigzaniem S.. O . Indywiduum to jest w rownowadze

= 385 nm przypisano produktowi z

z kationo-rodnikiem dimerowym z migdzyczasteczkowym wigzaniem trdj-
elektronowym S..S [26], ktorego powstawanie (charakterystyczna absorpcja z A,
= 500 nm) zaobserwowano zwigkszajac stgzenie aminokwasu do 2%10~ 2 mol dm™ 3 i
obnizajac pH do 0 (Asmusi i n. 1985).

CH; CH;, H
\S N 0) \S + O/ >Ss
H .
0 0 \s.-. s/ [26]
/N
NH;" NH;"

Z drugiej strony po podwyzszeniu pH powyzej pK, grupy karboksylowej (~ 3)
powstajaca deprotonowana forma produktu cyklicznego jest bardzo nietrwala i
ulegala, zgodnie z 6wczesnymi pogladami autorow, szybkiej dekarboksylacji (Hiller
i in. 1981, Davies i in. 1983, Hiller i Asmus 1983, Asmus i i n. 1985).
Tylko niewielka czg§¢ produktéw dekarboksylacji S- metylocysteiny, rodnikéw o-

aminoalkilowych (okoto 4% w stosunku do metioniny), jest zdolna redukowa¢ stabe

Ze wzgleddw przestrzennych nie moze to by¢ produkt z wewnatrzczasteczkowym wiazaniem S
~N, gdyz oddzialywanie siarka - azot prowadzi do powstania niestabilnego pierScienia

czteroczlonowego.
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utleniacze takie jak metylowy viologen czy p- nitroacetofenon (Hiller i i n. 1981,
Hiller i Asmus 1983). Przyczyng tego zjawiska tlumaczono zachodzeniem
fragmentacji monomerycznego kationorodnika >S- ¥, ktérej produkty rodnikowe
(CH,- S) zaobserwowano metoda EPR (spin traping) w pH > 9,2 (Davies i i n.

1983). Mechanizm zaproponowany do wyjasnienia tego procesu, zaklada atak

nukleofilowy deprotonowanej grupy aminowej na wegiel B [27] (Davies i i n.
1983).
/COZ' COy
CH3—'§J—CH2-CI\{ ——> CHs~S- + CH—CH [27]
:NH, N,

+

Mechanizm ten nie wyjasnia jednak proceséw fragmentacji w zakresie pH kiedy

. . 2
grupa aminowa jest protonowana™’.

2.3.2. Utlenianie prostych peptydéw zawierajacych pojedyncze grupy

tioeterowe?!

Wydajnos¢ chemoradiacyjna przejsciowych jak i koncowych produktow
utleniania peptydow metionylowych rodnikiem OH zalezy od liczby i potozenia
reszt metioninowych w czasteczce peptydu (Bobrowskii i n. 1991a).

Z danych przedstawionych przez Bobrowskiego i wsp. (Bobrowski i i n.
1991a) wynika, ze dekarboksylacja w dwupeptydach zawierajacych metioning
zachodzi tylko wtedy, gdy grupa tioeterowa i karboksylowa znajduje si¢ w tej samej

C- koncowej jednostce peptydu (tj. w peptydach typu X- Met, gdzie X = Gly, Ala,

20 Podobnie nie wyjasniono jak dotychczas przyczyny, dla ktérej wydajnos¢ powstawania

rodnikéw a-(amino)alkilowych w homometioninie (aminokwasie, w ktorym dhugos¢ tancucha
alifatycznego pomigdzy siarka tioeterowa, a grupa aminowa jest wicksza o jedna jednostke
metylenowa w porownaniu z metioning) jest o okoto jedng trzecia nizsza niz w metioninie (Hiller i
in.1981, Hiller i Asmus1983).

2 W peptydach zawierajacych dwie lub wigcej reszt metioninowych mechanizm generowania i
stabilizacji wigzan trojelektronowych oraz nieodwracalnej degradacji peptydow jest bardziej ztozony
niz w peptydach z pojedyncza reszta metioninowa ze wzglegdu na powstawanie
wewnatrzczasteczkowych wiazan S..S. Istotne znaczenie maja tu kontrolowane réwnowagami

kwasowo-zasadowymi  procesy = wewnatrzczasteczkowej  konwersji  pomigdzy = wiazaniami

trojelektronowymi (Bobrowski i Holeman., 1986, 1989, Bobrowski, 1990, Holcman i in. 1991).
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Val, Leu, Pro, Ser i Thr). Zaproponowany mechanizm dekarboksylacji zaktada
wewnatrzczasteczkowe  przeniesienie  elektronu od  deprotonowanej  grupy

karboksylowej do monomerycznego utlenionego centrum siarkowego [28]. *

|
/C\ .
X—NH-CH (0) — X—NH-CH- + CO, [28]
D .
™~ “cH,

Proces ten konkuruje z drugim nieodwracalnym procesem tj. deprotonacja

monomerycznego kationorodnika >S- * w pozycji a do siarki [29].

X-NH-CH—-CO, = —> X-NH-CH-CO, + W'
J [29]
EH3 EH3

Zwigkszeniu wydajnosci deprotonacji sprzyja obecno$¢ dwu tadunkoéw dodatnich w
czasteczce peptydu, tj. protonowanej N- koncowej grupy aminowej i utlenionego
centrum siarkowego, oddzialywujacych na siebie sitami elektrostatycznego
odpychania, co w konsekwencji prowadzi do destabilizacji kationorodnika >S- +. Z
kolei utrata protonu przez grupe aminowa zwigksza stabilnos¢ >S- +, powodujac
zwigkszenie wydajnosci dekarboksylacji (obserwowane jest zwigkszenie wydajnosci
dekarboksylacji wraz ze wzrostem pH srodowiska).

Na wydajnos¢ dekarboksylacji wplywaja wiasnosci elektronodonorowe
tancucha bocznego N- koncowej reszty aminokwasowej, od ktorych zalezy warto$¢
pK, grupy aminowej. W dwupeptydach typu X- Met obserwuje si¢ zmniejszenie
wydajnosci dekarboksylacji wraz ze zwigkszajaca si¢ zasadowoscia grupy aminowe;j
reszty aminokwasowej X- > (Bobrowskii i n. 1991a). Z kolei dla trojpeptydow,
wpltyw destabilizujacych oddziatywan elektrostatycznych pomig¢dzy dodatnio
natadowanymi grupami funkcyjnymi jest mniejszy i w konsekwencji obserwuje si¢
wyzsze wydajnoéci dekarboksylacji oraz stabilizacji kationorodnika >S- * poprzez

tworzenie kationorodnika dimerowego z miedzyczasteczkowym wiazaniem S.. S.

2 Jest to mechanizm typu "pseudo-Kolbego" (Gassman i Fox 1967, Coleman i Eberson 1971,

Eberson 1987).

3 Wydajno$¢ dekarboksylacji w dwupeptydach typu X-Met zmniejsza si¢ w nastgpujacym

porzadku Gly-Met > Ala-Met > Val-Met > Leu-Met > Pro-Met (Bobrowski i in. 1991a).
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Zmiana sekwencji peptydu, prowadzaca do rozdzielenia grup funkcyjnych
tioeterowej i karboksylowej (w peptydach Met- Gly, Met- Glu, Met- Gly- Gly, Gly-
Met- Gly) praktycznie hamuje dekarboksylacj¢ (Bobrowski i in. 1991a). W
peptydach tego typu (Met- X) dominuje tworzenie kationorodnikéw z

wewnatrzczasteczkowym wigzaniem S.. N [30].

TBN-CHQOX BN -COX
HoS s RO 301
CHs

Wysoka wydajno$¢ chemoradiacyjng CO, obserwuje si¢ w y- Glu- Met, w
ktorej obydwie grupy karboksylowe moga uczestniczy¢ w dekarboksylacji, a o
kierunku reakcji decyduje stabilno$¢ odpowiedniego prekursora - >S-- OH (31a) lub
>S- * (31b) (Bobrowski 1990, Bobrowski i i n. 1991a). Dekarboksylacja na N-
koncu peptydu zachodzi prawdopodobnie poprzez powstajacy pierwotnie rodnik
hydroksysulfuranylowy >S--OH, ktéry eliminuje wod¢ z udzialem protonu z
protonowanej grupy aminowej w procesie wewnatrzczasteczkowym. Natomiast
dekarboksylacja na C-koncu, zachodzi w wyniku przeniesienia elektronu z C-
koncowej grupy karboksylowej do kationorodnika >S- * w procesie identycznym jak
w innych peptydach typu X- Met [28], [31].

i ]
“H,N & *HyN
% C
>CH—(CH2)2—CONH-CH Nor >CH—(CH2)2—CONH-CH/ o
'02C ) '02C l\/§
. HO=S cn,
CH,
[31a] [31b]
N- koncowa dekarboksylacja C- koncowa dekarboksylacja

W przeciwienstwie do y- Glu- Met, w S- alkilowych pochodnych glutationu nie
ma mozliwosci wewnatrzczasteczkowego przeniesienia elektronu z C- koncowej
grupy karboksylowej do >S- * poniewaz grupa tioeterowa i karboksylowa nie
znajduja si¢ w tej samej jednostce aminokwasowej. Manifestuje si¢ to znacznym
zmniejszeniem wydajnosci chemoradiacyjnej dekarboksylacji (w stosunku do y-
Glu- Met), ktora zachodzi tylko na N- koncu peptydu w procesie takim jak w -
Glu- Met [32a] (Bobrowski 1990, Bobrowskii i n. 1991b)
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+H3N\ HN
}IH—(CH2)2-CONH-CH-CONH-CHZ-COZ' /CH—(CH2)2—CONH-CH-CONH-CHZ—COZ‘
0 HO—$ OL +S \JY/
N~ R R
[32a] [32b]
N- koncowa dekarboksylacja C- koncowa dekarboksylacja

Obserwowane zmniejszenie wydajnosci  dekarboksylacji  w  S- alkilowych
pochodnych glutationu wraz ze wzrostem efektu indukcyjnego podstawnika R,
thumaczy si¢  zwigkszeniem gestosci elektronowej na siarce, co sprzyja
rezonansowe] stabilizacji protonowanego rodnika hydroksysulfuranylowego
(>S..OH,)" (rozpad tego rodnika prowadzi do kationorodnika >S-* a w
konsekwencji do deprotonacji) (Bobrowski 1990, Bobrowskii i n. 1991b).

W  dwupeptydach metioninowych zawierajacych N- koncowe hydroksy-
aminokwasy (Ser 1 Thr), utlenianie rodnikiem OH poza C- koncowa dekarboksylacja
prowadzi do N- koncowej fragmentacji z wydzieleniem odpowiedniego aldehydu
[33].

)
_CH
HO \ 'HzO .
CH-CONH-CH—CO,;; ———— H,N-CH-CONH-CH—CO, + R-CH=0
+ H
H,N

HO—S ' S
AN AN
\/ CH;, CH, (33]

Produktem posrednim w tym ostatnim procesie jest os§miocztonowy kationorodnik
cykliczny z wewnatrzczasteczkowym wigzaniem S.. N (A__ = 385 nm)** (Schéneich

i in. 1994).

max

# Mechanizm ten byt jak dotad sprawdzony dla modelowych dwupeptydow ale wg. autorow

moze on dziata¢é w wigkszych petydach Iub biatkach, ktore zawieraja Ser lub Thr na N-koncu i sa
dostatecznie gigtkie aby umozliwi¢ kontakt tych jednostek aminokwasowych z Met.

Na podstawie tej obserwacji nalezy takze oczekiwac, ze podobne kationorodniki cykliczne,
odpowiednio dziewigcio 1 dziesigcio czlonowe, moga powstawa¢ podczas N-koncowej

dekarboksylacji w y-Glu-Met i S-alkiloglutationach.
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2.3.3. Procesy nieodwracalne deprotonacja: dekarboksylacja i 3- fragmentacja,

i ich produkty rodnikowe

Utlenianie zwiazkéw zawierajacych grupe tioeterowa prowadzi do
nieodwracalnych procesow deprotonacji i fragmentacji*®, ktérych produktami
rodnikowymi sa rodniki o- (alkilotio)alkilowe (aS) (A, =~ 285 nm) i o-

aminoalkilowe (aN) (A_ <260 nm). Wzgledna trwato$¢ tych rodnikow, wynikajaca

ze stabilizujacych oddziatywan rezonansowych niesparowanego elektronu, stanowi
"site¢ napedowa" w/w procesOw. Boczne nakladanie si¢ czg§ciowo zapelnionego
orbitalu typu p wegla a, z zapelionym orbitalem sp* heteroatomu (- koniugacja)*®
zostalo potwierdzone metoda EPR, ktorej rezultaty wskazuja na znaczaca
delokalizacj¢ niesparowanego spinu (Symons 1973, 1987, Gilbert i in. 1973,
Daviesi 1 n. 1983)

Pomiary spektrometrii masowej oraz obliczenia ab initio wykonane dla
prostych tioeterow i amin alifatycznych w stanie gazowym dowiodly, ze energia
stabilizacji (ES)27 wynikajacej z tego rodzaju oddzialywan dla rodnikéw aS zwykle
nie przekracza 10 - 12 kcal mol™ ! (40 - 50 kJ mol~ ') (Clark 1990), natomiast dla
rodnikow aN, E_ jest prawie dwukrotnie wigksza, rzedu 14 - 20 kcal mol~ ! (60 - 80
kJ mol~ ') (Griller i Lossing 1981, Burkey i i n. 1983, Fossey i in. 1995). Z
tego powodu procesy prowadzace do powstawania rodnikow a- aminoalkilowych sa
korzystniejsze termodynamicznie od tych, ktére prowadza do rodnikow  a-
(alkilotio)alkilowych.

Rodniki - aminoalkilowe sa silniejszymi reduktorami od o- (alkilotio)
alkilowych poniewaz, podobnie jak rodniki, odpowiednie karbokationy typu aN sa
lepiej stabilizowane rezonansowo niz karbokationy typu oS (zmierzone warto$ci
energii jonizacji rodnikéw aN sa z reguty nizsze od 6 eV (Griller i Lossing 1981,
Burkey i i n. 1983) arodnikéw aS wynosza okoto 7 eV (Kuhnsi i n. 1994)).

Réznica w potencjatach redoks pomigdzy rodnikami oN i aS pozwala na ich

rozroznienie w reakcjach ze stabymi utleniaczami takimi jak np. p- nitroacetofenon

» Dekarboksylacji w przypadku kwaséw 1 aminokwasow tioalkilowych, peptydow

metioninowych oraz P-fragmentacji w przypadku tioeterow hydroksy alkilowych i peptydow
metioninowych zawierajacych N-koncowe hydroksyaminokwasy (vide supra).
2 n-koniugacje mozna roéwniez opisa¢ jako wytworzenie dodatkowego, trojelektronowego
wiazania 26/ 16" pomigdzy weglem i heteroatomem (Griller i Lossing., 1981).
7 Energia stabilizacji rodnika R- jest z definicji r6znica pomig¢dzy energia dysocjacji wiazania C-

H w metanie, traktowanym jako odniesienie, a energia dysocjacji wiazania R-H (Fossey i in. 1995).
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(PNAP), czy metylowy viologen (MV), ktére moga by¢ redukowane przez rodniki
a- aminoalkilowe®®. Reaktywno$é rodnikéw a- aminoalkilowych pochodzacych z
dekarboksylacji aminokwasoéw jest na tyle duza, ze jak dotychczas, metoda EPR
rejestrowano je jedynie z zastosowaniem tzw. putapek spinowych (spin traping)
(Davies i i n. 1983), natomiast bezposrednie zarejestrowanie widm EPR rodnikow
a- (alkilotio)alkilowych nie przedstawia wigkszych trudnosci (Gilberti i n. 1973,
Daviesi 1 n. 1983).

2.4. Podsumowanie aktualnego stanu badan procesow rodnikowych w

aminokwasach i peptydach zawierajacych grupe tioeterowa

Opierajac  sig na przedstawionym powyzej przegladzie literaturowym,
dotyczacym w szczegdlnosci proceséw rodnikowych zachodzacych w aminokwasach
i peptydach siarkowych zawierajacych grupe tioeterowa indukowanych rodnikami
wodorotlenkowymi, mozna stwierdzi¢, ze nie ma systematycznego i ilosciowego
przedstawienia 1 wyjasnienia mechanizmu utleniania tej grupy zwiazkow.
Opublikowane prace dotycza gldwnie metioniny i ograniczaja si¢ do analizy
niektorych indywidudw przejsciowych (gtdéwnie w skali czasowej mikrosekundowe;j
i dluzszej) oraz w nielicznych przypadkach do analizy produktu koncowego,
dwutlenku wegla. Pomimo faktu, ze wlasciwie w peli jest poznany mechanizm
utleniania rodnikami wodorotlenkowymi prostych alkilowych tioeterow, to nie
wyjasnia on wigkszoSci obserwacji procesow rodnikowych w zwiazkach
zawierajacych poza grupa tioeterowa inne grupy funkcyjne. Z przegladu
literaturowego wynika jednoznacznie, ze obecnos¢ grup funkcyjnych wpltywa w
zasadniczy sposob na kierunek reakcji rodnikowych. W tym kontekscie, szczegolnie
wazne 1 interesujace jest wyjasnienie, w jakim stopniu istotna jest rola w tych
procesach sasiadujacych grup funkcyjnych (tj. grupy aminowe;j i karboksylowej) na
charakter tworzacych si¢ indywiduow przejsciowych i produktéw trwatych, a co za
tym idzie na kierunek przemian rodnikowych w aminokwasach i peptydach
zawierajacych grupe tioeterowa. Wazna role w tych procesach powinien odgrywac

rodnik hydroksysulfuranylowy, ktorego rolg w procesach utleniania aminokwasow i

2 Obliczone potencjaty redoks dla rodnikéw a-aminoalkilowych pochodzacych od prostych amin

znajduja si¢ w przedziale od -1,9 do -1.4 V (Armstrong i in. 1993), natomiast potencjaty redoks
stosowanych do identyfikacji utleniaczy wynosza opowiednio: E°(PNAP/PNAP-)=-0,35 V;
Eo(MV2t/MV-1) = 0,45 V (Wardman 1989).
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peptydéw do tej pory prawie catkowicie pomijano. Sprzeczne sa doniesienia co do
roli w procesie dekarboksylacji indywiduéw z wewnatrzczasteczkowymi wigzaniami
trojelektronowymi pomigdzy siarka i tlenem oraz siarka i azotem. Calkowitego
wyjasnienia wymaga mechanizm  utleniania  aminokwaséw  siarkowych
zawierajacych grupg tioeterowa w pozycji B do wegla C,. Proces ten prowadzi
wprawdzie do dekarboksylacji czasteczki, ale do chwili obecnej nie zostat
jednoznacznie udowodniony udziat grupy aminowej w tym procesie.
Nierozwigzanym problemem jest mechanizm reakcji rodnikowych w ktorym
uczestnicza powstajace w procesie dekarboksylacji tej grupy aminokwasow rodniki
o-aminoalkilowe. Interesujacym zagadnieniem z punktu widzenia mechanizmu
utleniania rodnikami wodorotlenkowymi aminokwasow 1 peptydow z grupa
tioeterowa (ktore do tej pory nie zostalo nigdy podjete) jest obecnos¢ w czasteczce
dwodch potencjalnie dostepnych miejsc dla addycji rodnika wodorotlenkowego tj.
grupy tioeterowej oraz deprotonowanej grupy aminowej, wzajemne ulozenie w
przestrzeni i r6zna liczba grup funkcyjnych (aminowe;j i karboksylowej) w stosunku
do grupy tioeterowej oraz zmiana swobody konformacyjnej czasteczki wymuszona
cyklizacja tancucha bocznego albo zawada steryczna.

Przechodzac z kolei do uktadow bardziej zlozonych, a mianowicie peptydow
zawierajacych grupe tioeterowa, kluczowa sprawa jest wyjasnienie na ile
opracowane mechanizmy wyjasniajace procesy rodnikowe zachodzace w
pojedynczych aminokwasach moga wyjasni¢ procesy rodnikowe zachodzace w tej
klasie zwiazkow. Pierwsze nieliczne eksperymenty zwiazane z tym zagadnieniem
zostaly podjete dopiero w ostatnich kilku latach. Wiaze sig to z okresleniem na ile i
czy zmieni si¢ mechanizm reakcji rodnikowych gdy grupa tioeterowa jest oddzielona
od koncowych grup funkcyjnych (aminowej 1 karboksylowej) wiazaniem
peptydowym, oraz jaka jest rola wigzania peptydowego w tworzeniu indywidudéw
przejsciowych.

Zasygnalizowane powyze] niektore problemy zwigzane =z utlenianiem
aminokwasow 1 peptydow z grupa tioeterowa rodnikiem wodorotlenkowym oraz
sugerowane w literaturze znaczenie tych proceséw w ukladach biologicznych

sktonily mnie do podjecia proby cho¢ czgsciowego ich wyjasnienia.



