aminokwasowych

Konformacyjne wtasciwosci modyfikowanych reszt

Opole

Prosimy cytowac jako: CHEMIK 2014, 68, 4, 329-334

Wstep

Poszukiwanie zwigzkéw biologicznie aktywnych jest celem prac
licznych zespotéw badawczych. Duza popularnos¢ i nadzieje aplika-
cyjne w medycynie, farmacji, przemysle i rolnictwie zyskuja zwiazki
peptydowe. Peptydy, jako leki wykazuja jednak wiele wad, miedzy
innymi niska biodostepnos¢ po podaniu doustnym, ktéra przypi-
suje sie inaktywacji tych zwiazkéw w przewodzie pokarmowym.
Podejmowanych jest wiele dziatan, ktérych celem jest zwigksze-
nie stabilnosci tych zwiazkéw [I]. Jednym z nich jest modyfikacja
peptydu poprzez wprowadzenie niekodowanych aminokwaséw
(np. a,p-dehydroaminokwaséw) w faricuch gtéwny peptydu. o,f3-
Dehydroaminokwasy réznig si¢ od naturalnych c-aminokwaséw
tym, ze zawieraja podwdjne wiazanie pomiedzy weglem C° oraz CF,
co ogranicza mozliwo$¢ zmian konformacyjnych fancucha bocznego
i blokuje B-podstawik w pozycji Z lub E [2].

Peptydy moga by¢ rowniez modyfikowane poprzez zastapie-
nie atomu wodoru przy amidowym atomie azotu grupa metylowa,
co okresla sie jako N-metylowanie. N-metylowane peptydy wykazuja
unikatowe cechy konformacyjne. W zwiazkach tego typu zauwazono
zwiekszong tendencje do przyjmowania konfiguracji cis ugrupowania
amidowego w poréwnaniu do standardowych peptydéw. Wazng kon-
sekwencjg wprowadzenia grupy metylowej do ugrupowania peptydo-
wego jest wzrost odpornosci peptydu na degradacje proteolityczna.
Ponadto obecnos¢ dodatkowych grup metylowych w tancuchu zwigk-
sza hydrofobowos¢ peptydu, a przez to ufatwia przenikanie przez bfo-
ny biologiczne [3+5].

Celem niniejszego artykutu jest przedstawienie wiasciwosci kon-
formacyjnych modyfikowanych reszt aminokwasowych na przykiadzie
matych modelowych diamidéw badanych metodami teoretycznymi.

Czes¢ eksperymentalna

Konformacja faricucha peptydowego moze sie zmienia¢ dzieki
obrotom wokét wigzan N-Ci C*-C’ kazdej reszty aminokwasowe;.
Obroty te definiowane s3 odpowiednio przez katy ¢ (C’-N-C-C’)
i ¢ (N-C*-C’-N) , ktore przyjmuja wartosci w granicach od -180°
do +180°. Aby okresli¢ réznice w preferencjach konformacyjnych
izomerow E i Z, reszty dehydrofenyloalaniny oraz cis/trans (cis:
,=0° trans: w,= 180°) reszty N-metyloglicyny w sasiedztwie
drugo lub trzeciorzedowego uktadu amidowego, zostaty obliczone
mapy konformacyjne przedstawiajace zalezno$¢ energii potencjal-
nej czasteczki od wartosci katéw torsyjnych ¢,y dla nastepujacych
zwiazkéw: Ac-(E)-APhe-NHMe (1), Ac-(Z)-APhe-NHMe (2), Ac-
(E)-APhe-NMe, (3), Ac-(Z)-APhe-NMe, (4), Ac-(Me)Gly-NHMe
(5) oraz Ac-(Me)Gly-NMe, (6) (Rys. I). Obliczenia byly prowa-
dzone metoda B3LYP/6-31G* w prézni i w otoczeniu polarnego
rozpuszczalnika (woda). Minima konformacyjne zostaty w pefni
zoptymalizowane metoda B3LYP/6-31 +G**. Wptyw wody mode-
lowany byt metoda PCM [6, 7]. Obliczenia zostaly wykonane przy
uzyciu programu Gaussian 09 [8]. Na podstawie uzyskanych warto-
$ci energii narysowano mapy konformacyjne E = f(¢,}) korzystajac
z programu Surfer 8 [9].
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Ac-(E)-APhe-NHMe (1)
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Ac-(2)-APhe-NMe; (4)
Rys. 1. Struktury badanych zwiazkéw z zaznaczonymi katami torsyjnymi

R=H  Ac-Me)Gly-NHMe (5)
R=Me Ac-(Me)Cly-NMe, (6)

Oméwienie wynikéw

Mapy konformacyjne badanych zwiazkéw w wodzie zostaly przed-
stawione na Rysunkach 2 oraz 3. W Tablicach | i 2 zostaty zebrane
energie wzgledne konformerdw i wartosci katow torsyjnych ¢, ¢ dla
badanych zwiazkéw w prézni i w wodzie.

Na mapie konformacyjnej Ac-(E)-APhe-NHMe (1) w wodzie
wystepuja trzy minima energetyczne E*, H, A* (Rys. 2, Tab. 1). Ob-
liczenia DFT wskazuja, ze polarne srodowisko wptywa na zmniejsze-
nie ilosci konformeréw tego zwiazku, jednak zaréwno w prézni jak
i w otoczeniu wody, minimum globalnym jest struktura rozciagnigta E
stabilizowana przez wiazanie wodorowe N'-H--O? typu C5 . Wyka-
zang teoretycznie tendencje do przyjmowania przez (I) konformagji
rozciagnietej potwierdzaja wyniki krystalograficzne: katy torsyjne ¢, 1
Ac-(E)-APhe-NHMe w krysztale s3 réwne odpowiednio +/—163,46(16)°
oraz +/-116,19(17)° [10], natomiast w dtuzszych peptydach reszta (E)-
APhe przyjmuje konformacje H lub A [11, 12].

Zmiana pofozenia piersicienia fenylowego w tancuchu bocznym
reszty APhe z pozycji E do Z ma ogromny wpfyw na jej wtasciwosci
konformacyjne. W otoczeniu wody najnizej energetyczne struktury Ac-
(Z2)-APhe-NHMe (2) to konformer A* (¢, y = 67°, 19°), o katach typo-
wych dla struktur helikalnych i niespotykany dla standardowych reszt
aminokwasowych konformer H (¢, ¢ = 47°, 142°). Wartosci katow
torsyjnych tego zwiazku w krysztale wynosza ¢ =+/- 57°,¢ = —/+149°
i leza w obszarze konformacji H [13].

180 m 4 0 [T

Rys. 2. Mapy konformacyjne E=f(¢,y) Ac-(E)APhe-NHMe (1),
Ac-(Z2)APhe-NHMe (2), Ac-(E)APhe-NMe, (3), Ac-(Z)APhe-NMe, (4)
obliczone metoda B3LYP/6-31G* w wodzie. Zaznaczone potozenia

miniméw otrzymane metoda B3LYP/6-3 | +G**
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Tablica |

Energia wzgledna oraz wartosci wybranych katéw torsyjnych
zwiazkow | +4 otrzymane metoda B3LYP/6-3 1 +G**

Konformer o [°] Y [°] AE, kcal/mol
Ac-(E)APhe-NHMe (1)
proéznia
E -178,6 162,3 0,00
C -74,6 68,8 4,23
H -43,2 123,1 4,37
D -154,0 38,7 6,66
A* 55,7 36,3 7,26
woda
E* 177,6 147,0 0,00
H -40,6 127,5 0,88
A* 49,3 45,3 1,64
Ac-(Z)APhe-NHMe (2)
préznia
B -55,8 24,4 0,00
H -43,8 138,8 1,27
E -129,1 159,8 1,32
E* 132,6 170,3 1,54
woda
A* 67,4 18,9 0,00
H -46,7 142,4 0,16
B -61,8 25,8 1,28
E -128,2 156,0 1,55
E* 125,3 160,2 1,71
Ac-(E)APhe-NMe, (3)
préznia
E -174,2 129,8 0,00
H -37,6 116,4 1,69
woda
H -33,7 117,4 0,00
E* 179,8 120,0 0,44
Ac-(Z)APhe-NMe, (4)
proéznia
H -38,6 127,7 0,00
E -127,7 146,4 1,13
D -124,1 45,3 4,20
E* 124,5 155,5 3,37
G* 125,9 50,4 6,85
woda
H -41,7 133,1 0,00
A* 37,3 52,8 0,95
E -129,9 142,5 1,94
E* 112,8 141,1 2,88
D -126,7 46,3 3,14

Trzeciorzedowy, C-koncowy uktad amidowy wyraznie ograni-
cza swobode konformacyjna reszty (E)-APhe i zmniejsza jej tenden-
cje do przyjmowania konformacji rozciagnietej. Ac-(E)-APhe-NMe,
(3) w otoczeniu wody moze przyjmowac tylko jedna z dwéch kon-
formacji o podobnych energiach (Tab. I): H (¢, y = -34°, 117°) lub
E* (¢, p = 180°, 120°). Istnienie w roztworze chloroformu miesza-
niny dwéch konformeréw — jednego stabilizowanego wewnatrzcza-
steczkowym wigzaniem wodorowym a drugiego otwartego — po-
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twierdzaja widma IR [14]. W krysztale wartosci katow torsyjnych
¢, P Ac-(E)-APhe-NMe,*H,O wynosza odpowiednio —/+36,23(14)°
i +/-124,08(10)°, co zgodnie z wynikami teoretycznymi odpowiada
konformacji otwartej H [10].

Na mapie konformacyjnej izomeru Z Ac-APhe-NMe, (4) wyste-
puje pie¢ miniméw oraz ich odbicia lustrzane. Minimum globalnym
w prézni i w wodzie jest konformer H (¢, ¢ = -40°, 130°) stabi-
lizowany przede wszystkim przez oddziatywanie dipolowe dwaéch
grup karbonylowych [10]. Charakterystyczne dla zwiazkéw (2) i (4)
jest pojawienie si¢ w $rodowiskach polarnych konformacji A*, ktéra
dla Ac-(Z)-APhe-NHMe w wodzie jest minimum globalnym, nato-
miast dla Ac-(Z)-APhe-NMe, jest drugim pod wzgledem energii mi-
nimum. Dla Ac-(Z)-APhe-NMe, (4) zostaly zarejestrowane widma IR
w czterochlorku wegla oraz w chloroformie [14]. Na obu widmach
w zakresie drgan rozciagajacych grup -NH widoczne jest jedno wa-
skie symetryczne pasmo przy czesto$ciach odpowiednio 3424 cm'
w CCl, oraz 3416 cm™' w CHCI,. Swiadczy to o obecnosci w roztwo-
rze jednego konformeru, w ktérym wystepuje wiazanie wodorowe
grupy —NH. Korzystajac z wynikéw obliczen teoretycznych, pasmo
to zostato przypisane konformerowi otwartemu H, stabilizowanemu
poprzez oddziatywanie grupy —N'H z elektronami it pierscienia feny-
lowego faricucha bocznego [14].

Réwniez w przypadku peptoidu Ac-(Me)Gly-NHMe (5) zauwa-
zony zostat bardzo istotny wplyw polarnego otoczenia na wtasci-
wosci konformacyjne. W proézni zlokalizowane zostaty 3 minima
(Tab. 2), z ktérych najnizej energetycznym jest konformer trans-
C (¢, ¢ = -88°, 77°) stabilizowany przez stosunkowo silne we-
whnatrzczasteczkowe wigzanie wodorowe NZ2-H:-O'. Natomiast
w otoczeniu wody zwiazek (5) wykazuje 6 miniméw (Rys. 3), wsréd
ktérych najnizsze energie maja konformery trans-F (¢, ¢ = -84°,
178°) i cis-F (¢, Y = —-89°, 152°) stabilizowane gtéwnie poprzez
oddziatywania dipolowe grup karbonylowych [15].

Rys. 3. Mapy konformacyjne E=f(¢,)) Ac-(Me)Gly-NHMe (5¢/5t),
Ac-(Me)Gly-NMe, (6¢/6t) obliczone metoda B3LYP/6-31G*
w wodzie. Zaznaczone potozenia miniméw otrzymane metoda
B3LYP/6-31+G**

Dla peptoidu Ac-(Me)Gly-NMe, (6) zlokalizowano 6 miniméw,
zaréwno w fazie gazowej jak i w otoczeniu wody (Tab. 2, Rys. 3).
W otoczeniu rozpuszczalnika najbardziej korzystng konformacja jest
trans-F* (¢, Y=87°, 177°) stabilizowana przez silne oddziatywanie
dipolowe. W $rodowisku wody réznica energii pomiedzy konfor-
merami F z konfiguracja cis i trans ugrupowania amidowego ulega
zmniejszeniu do 0,62 kcal/mol. Podobnie jak w przypadku pepto-
idu z drugorzedowym ugrupowaniem amidowym drugim w szeregu
energetycznym minimum jest cis-F* (¢, | = 84°, 173°) [15].
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Tablica 2

Energia wzgledna oraz wartosci wybranych katéw torsyjnych
zwiazkow 5 i 6 otrzymane metoda B3LYP/6-3 1 +G**

Konformer o [°] Y [°] AE, kcal/mol
Ac-(Me)Gly-NHMe (5)

préznia
trans-C -87,5 76,6 0,00
cis-B -103,0 83 2,40
cis-F -89,6 -148,9 4,56
woda
trans-F -84,4 178,0 0,00
cis-F -88,5 151,7 0,07
trans-B -127,4 31,9 0,51
cis-B -108,8 14,6 0,87
trans-A* 81,4 17,0 1,17
trans-C -91,0 79,7 1,68

Ac-(Me)Gly-NMe, (6)

proéznia
trans-D -115,0 68,1 0,00
trans-F -90,2 -176,5 0,25
cis-F -84,3 -173,3 2,01
cis-D -148,0 63,0 3,66
cis-A -62,2 -49,4 471
trans-A -56,0 -44,1 6,33

woda
trans-F* 86,8 177,2 0,00
cis-F* 84,2 173,2 0,62
trans-D -130,0 63,2 1,37
trans-A* 59,2 46,2 3,34
cis-D -147,5 64,2 3,74
cis-A* 64,0 46,5 4,49

Podsumowanie i wnioski

Wyniki przeprowadzonych obliczer wskazuja na zdolno$é¢ izome-
réw E i Z reszty APhe do przyjmowanie konformaciji H, ktéra nie jest
dostepna dla standardowych aminokwasow. W przypadku reszty (Z)-
APhe (zwiazki 2 i 4) polarne srodowisko silnie stabilizuje konformacje
A o katach ¢,y charakterystycznych dla struktur helikalnych.

Stwierdzono réwniez w przypadku peptoidéw (5 i 6) tendencje
do przyjmowania konfiguracji cis N-koricowego wiazania amidowego.
Woprawdzie w proézni najnizej energetycznym konformerem dla obu
zbadanych zwiazkéw jest izomer trans, a nastepny pod wzgledem
energii izomer cis ma energie o ok. 2 kcal/mol wyzsza, ale w otoczeniu
wody energie konformeréw F z cis i trans konfiguracja N-koncowego
amidu (czyli cis-F i trans-F) staja sie poréwnywalne.

Ponadto, dla wszystkich badanych zwiazkéw stwierdzono,
ze w prozni minima globalne stanowity konformery stabilizowane
przez wewnatrzczasteczkowe wigzania wodorowe. Natomiast w oto-
czeniu wody silnie stabilizowane byty konformery otwarte stabilizowa-
ne gtéwnie przez oddziatywania dipolowe.
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