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ABSTRACT

Hormones are a heterogeneous, significant compounds, responsible for proper
functioning of living organisms, produced by specialized cells, tissues and glands.
Theirs main role is signals transmission to target tissues, responsible for the right
working of the whole organism. Dysfunctions of the hormones homeostasis balance
lead to disease states [1-3]. Recently, scientists have paid attention to role of the
metal ions in the proper synthesis of these compounds and functioning of human
body [4]. More and more scientific works explain the complicated roles of metals as
beneficial factors that stimulate the conformation of peptides. Metal ions are
responsible for biological properties and influence of hormones binding to
appropriate receptors, but also adverse factors [4,5]. The search for an answer to the
question about the metal — hormone relationship has led to the development
of a new, interdisciplinary studies: metalloendocrinology, linking inorganic
chemistry with endocrinology [4].

In this work, we present the literature data that relate to metal — peptide
hormone interactions. We focused on cyclic hormones with a disulfide bridge and
their analogues. In our review we have focused on selected natural cyclic peptide
hormones: oxytocin, vasopressin, somatostatin, hepcidin and amylin. The studies on
the coordination abilities showed that transition metal ions, such as copper(Il),
zinc(Il) or nickel(Il), form stable complexes with described peptides. Metal ions
actively participate in many phenomena. They have played role in the formation
of amylin aggregates in patients with type 2 diabetes [6]. The high ability to
copper(Il) by hepcidin may have an effect on its homeostasis [7]. Stable complexes
of oxytocin and vasopressin facilitate binding with appropriate receptors for these
peptides [8].

Keywords: peptide hormones, cyclic peptide, disulfide bridge, metal ions
Stowa kluczowe: hormony peptydowe, peptydy, wigzanie disulfidowe, jony metali
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WPROWADZENIE

Uktad hormonalny, jako jeden z najwazniejszych w organizmie czlowieka, sklada
si¢ z szeregu gruczotow, takich jak: szyszynka, przysadka moézgowa, podwzgorze,
tarczyca, przytarczyce, grasica, watroba, nadnercza, trzustka, jajniki czy jadra, tkanek
oraz wyspecjalizowanych komorek nabtonkowych, ktore wydzielaja przekazniki
chemiczne do krwi lub ptynéw pozakomdrkowych [1,2]. Czasteczki te, zwane
hormonami, odgrywaja istotna role w organizmie — odpowiadaja za regulacje wielu
procesow fizjologicznych takich jak: wzrost, metabolizm, rozmnazanie czy
utrzymywanie homeostazy. Hormony produkowane sa w niskich stezeniach
i transportowane do komorek, gdzie wiaza si¢ z odpowiednimi receptorami.
Powszechnie = wiadomo, ze nie  wszystkie  hormony  dzialaja  tylko
w sposob endokrynny, czyli poprzez wysylanie sygnatéw do odlegltych komoérek za
pomoca uktadu krwionosnego. Znane sa réwniez substancje, ktore dziataja w poblizu
komorek wydzielajacych — parakrynnie lub inicjujac sygnat bezposrednio na komorke je
produkujaca, czyli autokrynnie [3].

Klasyfikacja hormonéw nastgpuje miedzy innymi w zaleznos$ci od miejsca
pochodzenia, czy wiazania z receptorem. Najbardziej powszechnym jest podzial na trzy
grupy: hormony steroidowe jako pochodne cholesterolu, hormony bedace pochodnymi
aminokwasow lub amin, ktore powstaja na skutek modyfikacji tyrozyny lub tryptofanu
oraz najliczniejsze, hormony peptydowe/biatkowe [3]. W niniejszej pracy zostana
przyblizone zagadnienia dotyczace grupy hormonow peptydowych.

1. HORMONY PEPTYDOWE

Budowa hormonéw peptydowych waha sie w zakresie od trzech do
kilkudziesigciu reszt aminokwasowych, polaczonych wigzaniami amidowymi. Sa
one syntezowane z udzialem rybosoméw w postaci diugich nieaktywnych
polipeptydéw, zwanych preprohormonami, ktére w swojej budowie zawieraja
miedzy innymi jedng lub kilka kopii wlasciwego hormonu, sekwencj¢ sygnatowa,
ktéra odpowiada za wysylanie czasteczki peptydu do siateczki $rodplazmatycznej
oraz dodatkowe tancuchy aminokwasowe (Rysunek 1). Takie czasteczki nastgpnie
kierowane sa do siateczki $rédplazmatycznej, gdzie po odcigciu sekwencji
sygnatowej powstaja nieaktywne prohormony, ktére kolejno w aparacie Golgiego
sa poddawane modyfikacjom potranslacyjnym. W wyniku tych dziatan
produkowane zostaja pecherzyki wydzielnicze, zawierajace aktywne hormony
peptydowe, ktére magazynowane sa w cytoplazmie komérek i uwalniane na skutek
bodzcéw zewnetrznych na drodze egzocytozy [9,10]. Hormony peptydowe, ze
wzgledu na swdj lipofobowy charakter, nie sa zdolne do przenikania bezposrednio
przez btong komérkowsa. Dlatego wytworzyty mechanizmy, dzieki ktorym aktywnie
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wiaza si¢ z powierzchniowymi receptorami blonowymi i swobodnie przechodza do
wnetrza komérki [3].
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Rysunek 1. Schemat syntezy hormondw peptydowych w organizmie cztowieka [3]
Figure 1. Scheme of synthesis of peptide hormones in human body [3]

Ich  transport w  organizmie odbywa si¢ z wudzialem ptynu
zewnatrzkomoérkowego, dlatego hormony peptydowe charakteryzuja si¢ dobra
rozpuszczalno$cia w wodzie, a okres poéttrwania jest krotki i waha sie
w granicach kilku do kilkudziesieciu minut. W zwigzku z tym, aby zapewnic
organizmowi dostateczng ilo§¢ hormonéw, ich wydzielanie musi przebiegaé
w sposob ciagly [3,11].
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Hormony peptydowe sa najliczniejsza sposréd wszystkich grup hormonow.
Roéznia si¢ miedzy soba budowa, strukturg oraz miejscem wystepowania.
Najpowszechniejszym miejscem ich wytwarzania jest przedni plat przysadki
mozgowej, gdzie produkowane sa zwigzki kontrolujace metabolizm kilku innych
gruczolow i narzadéow, w tym gonad — hormon folikulotropowy i hormon
luteinizujacy, gruczotéw sutkowych — prolaktyna, nadnerczy — hormon
adrenokortykotropowy, tarczycy — tyreotropina, watroby — hormon wzrostu [3,10].
Hormony peptydowe syntezowane sa réwniez w tylnym placie przysadki mézgowe;j
— oksytocyna i wazopresyna, przez podwzgorze — zwiazki kontrolujace wydzielanie
hormondéw przez przysadke, np. tyreoliberyna, przez tarczyce — kalcytonina
1 przytarczyce — parathormon, serce — przedsionkowy peptyd natriuretyczny,
watrobe — angiotensyna, zoladek i jelito cienkie — gastryna, cholecystokinina
i sekretyna, trzustk¢ — insulina, amylina, glukagon i somatostatyna oraz inne
wyspecjalizowane komorki, czego przyktadem moze by¢ synteza greliny czy
leptyny [3,12,13].

2. CYKLICZNE HORMONY PEPTYDOWE

Wsréd dotychezas poznanych hormonéw peptydowych mozemy wyrdznié
zaréwno krotkie oligopeptydy zbudowane od 3 do kilku reszt aminokwasowych,
przykladem jest tyreoliberyna, oksytocyna czy wazopresyna, jak i bardzo zlozone,
zwierajace powyzej 100 reszt aminokwasowych, takie jak hormon wzrostu, leptyna
czy prolaktyna. Zwiazki te rdznig sie miedzy soba nie tylko dlugoscia tancuchow
peptydowych, ale rowniez struktura. Wiekszos$¢ ludzkich hormonéw jest peptydami
liniowymi, ktére sa elastyczne i podlegaja degradacji przez proteazy [14]. Jednak
cze$¢ z nich posiada sztywna budowe cykliczng, ktora zostaje uzyskana poprzez
utworzenie mostka disulfidowego pomiedzy dwiema resztami cysteiny, co chroni
zwigzki przed degradacja enzymatyczng 1 niekorzystnymi warunkami
srodowiskowymi. Do cyklicznych hormonéw peptydowych zaliczamy:
oksytocyne, wazopresyng, somatostatyne, kalcytonine, amyling, hepcydyne, czy
najbardziej znang sposrod hormondw insuling [15,16].

3. METALE A HORMONY

W ostatnich latach szczeg6lng uwage zwrocono na role jonow metali
w prawidlowej syntezie hormonéw peptydowych oraz funkcjonowaniu catego
ukfadu dokrewnego. Liczne badania, poszukujace odpowiedzi na pytanie jaka rolg
w organizmie odgrywa zwigzek metal — hormon, spowodowaly rozwdj nowej,
interdyscyplinarnej dziedziny nazwanej metaloendokrynologia [4].
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Pierwsze zainteresowania wptywem metali na hormony narodzily si¢ podczas
badania czynnikow chemicznych, ktére zaktocaja prawidlowe funkcjonowanie
ukfadu hormonalnego i jego elementéw, w tym produkowanych przez liczne
gruczoty i komorki, czasteczek sygnatowych zwanych hormonami. Badania te
koncentrowaly si¢ przede wszystkim na metalach ciezkich, takich jak: kadm, otéw,
arsen, rte¢ [5]. Poczatkowo jony: cynku, selenu i miedzi, uznawane byly za zwiazki
zaburzajace  dziatanie hormondéw. Jednak przeprowadzenie  wnikliwych
doswiadczen biochemicznych dowiodlo, ze odgrywaja one krytyczna role
w regulowaniu szeregu proceséOw biologicznych, w tym dziatanie ukfadu
endokrynnego. Przypuszcza sig, ze jony metali wptywaja na czynnosci hormonéw
peptydowych. Podczas syntezy tych zwigzkéw jony metali wigza si¢ z DNA lub
czynnikami transkrypcyjnymi i odpowiednio utatwiajg badZz hamujg transkrypcje
[4,17]. Metale moga wiazaé si¢ bezposrednio z hormonami po procesie translacji
lub po wejsciu do retikulum endoplazmatycznego, co wplywa na ich stabilnos¢.
Natomiast w aparacie Golgiego hormony peptydowe poddawane sa modytikacjom
potranslacyjnym z udziatem licznej grupy peptydaz zaleznych od jonéw metali.
Ponadto metale moga réwniez wplywaé na konformacje hormonéw po wydzieleniu,
stymulujac badz hamujac ich aktywnos¢ biologiczna, a takze odgrywayjg istotng role
podczas wigzania ze swoistymi receptorami, co znacznie ulatwia interakcje typu
hormon — receptor [4]. Te liczne oddziatywania typu metal — hormon staly sig¢
interesujacym obiektem badawczym dla wielu grup, zajmujacych sie chemig
bionieorganiczng. Badanie tworzenia stabilnych komplekséw jonow metali
z hormonami peptydowymi, badz ich fragmentami, pozwala na zglebienie wiedzy
odnosnie funkcjonowania uktadu hormonalnego na poziomie komorkowym, co
w dalszym etapie umozliwia projektowanie nowych lekéw, badz staje sie
efektywnym celem diagnostycznym.

4. OKSYTOCYNA I WAZOPRESYNA
Oksytocyna i wazopresyna sa cyklicznymi nonapeptydami, ktére réznig sie

w swojej budowie tylko jedna reszta aminokwasowa — w pozycji 8 oksytocyna
posiada leucyne, a wazopresyna arginine (Rysunek 2).
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Rysunek 2.  Schematyczna struktura pierwszorzedowa: a) oksytocyny i b) wazopresyny [18, 19]
Figure 2. Schematic primary structure: a) oxytocin and b) vasopressin [18, 19]
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Oba hormony produkowane sa przez jadra przykomorowe i nadwzrokowe
podwzgorza, a nastepnie przekazywane i magazynowane w tylnym placie przysadki
mozgowej [19]. Do najwazniejszych funkcji oksytocyny nalezy przede wszystkim
udzial w skurczach macicy podczas porodu, jej obkurczanie po porodzie oraz
pobudzanie laktacji [20]. W zwigzku z tym znalazta ona powszechne zastosowanie
jako $rodek przys$pieszajacy akcje porodowa. Ponadto, nazywana potocznie
hormonem milosci, zaangazowana jest w zlozone zachowania socjalne oraz
odpowiada za tworzenie wiezi emocjonalnych pomiedzy dzieckiem a matka
i wyzwala potrzebe bliskosci migdzy partnerami [21]. Oksytocyna nie jest
klasycznym hormonem krazacym jedynie we krwi. Dziala réwniez jako
neuroprzekaznik i neuromodulator, poprzez swoiste receptory, ktérych obecnos¢
wykazano migdzy innymi w moézgu, rdzeniu kregowym, jelitach czy nadnerczach
[22].

Wazopresyna,  strukturalnie podobna do  oksytocyny, odpowiada
w organizmie za resorpcje wody w kanalikach nerkowych. Druga wazng jej funkcja
jest zwezanie naczyn krwionosnych. Drziatanie antydiuretyczne wazopresyny
skutkuje zageszczeniem moczu, wzrostem ci$nienia tgtniczego oraz zwigkszeniem
objetosci krwi obwodowej [20]. Przypuszcza si¢, ze hormon ten, podobnie jak
oksytocyna, jest mediatorem w regulacji zlozonego poznania i zachowan
spotecznych [19].

4.1. WLASCIWOSCI KOORDYNACYJNE OKSYTOCYNY, WAZOPRESYNY
1 ICH ANALOGOW

Pierwsze doniesienia literaturowe, dotyczace wlasciwosci koordynacyjnych
oksytocyny i wazopresyny siegaja konca lat 80. i poczatku lat 90. ubiegtego
stulecia. Udowodniono, ze oksytocyna, wazopresyna i ich analogi tworza stabilne
kompleksy z jonami miedzi (II) [23, 24]. Finalnie w opisywanych uktadach
powstawaly formy kompleksowe, w ktérych donorami jonu metalu byly: aminowy
atom azotu na N-koncu peptydu oraz trzy kolejne amidowe atomy azotu z wigzan
peptydowych. Pomimo tego, ze sposéb koordynowania jonéw miedzi (II) byt tu
podobny do tetraglicyny, to drugi i trzeci amidowy atom azotu rozpoczynaly
wigzanie w znacznie nizszym pH, co skutkowalo duzo wieksza stabilno$cia tych
komplekséw. Powodem wiekszej skutecznosci byto tu powstanie 20-cztonowego
pierscienia, utworzonego na skutek zwigzania jonu metalu oraz obecnosci mostka
disulfidowego pomigdzy dwiema resztami cysteinylowymi. Udowodniono réwniez,
ze dodanie reszty aminokwasowej na N-koncu czasteczki wazopresyny
(a doktadniej, wydluzenie tancucha peptydowego o reszt¢ alaniny) spowodowato,
ze wilasciwos$ci koordynacyjne tego peptydu byty bardziej zblizone do tetraglicyny,
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przez co utracona zostata tu zdolno$¢ do zwiekszonej stabilnosci kompleksow typu
4N [24, 25].

W 1995 roku Danyi i wspolpracownicy analizowali wlasciwosci
koordynacyjne kolejnych analogdéw oksytocyny i wazopresyny wzgledem jonéw
Cu(Il) [25]. Autorzy postanowili doda¢ na N-koncu hormonéw peptydowych
dodatkowe reszty aminokwasowe, wydluzajac tym samym tancuch peptydowy.
Innymi wprowadzanymi modyfikacjami bylo zastapienie glutaminy i asparaginy
odpowiednio kwasem glutaminowym lub asparaginowym. Tak skonstruowane
czasteczki zawieratly dodatkowe donory dla jonéw miedzi (II), w poréwnaniu
z natywnymi zwigzkami. Otrzymane wyniki badan potwierdzity wczesniejsze
obserwacje, ze jakakolwiek modyfikacja sekwencji peptydowej, zaréwno
wewnatrz, jak i na zewnatrz 20-czlonowego pierscienia, znaczaco wplywa na
konformacj¢ powstajacych form kompleksowych i skuteczno$¢ koordynowania
jonu metalu. Zastapienie glutaminy kwasem glutaminowym w 4-Glu-oksytocynie
powodowalo, ze grupa karboksylowa tego aminokwasu brata udzial w wigzaniu
jonu metalu, co zwigkszatlo stabilno$¢ kompleksu typu 2N o modelu
koordynacyjnym {NH,, N ,uq4}. Natomiast kompleks czteroazotowy tworzyt si¢
wtedy w nieco wyzszym pH niz w przypadku niemodyfikowanej oksytocyny.
Z kolei w przypadku 5-Asp-oksytocyny (w ktdrej asparagina zostala zastgpiona
kwasem asparaginowym) nie obserwowano udzialu grupy karboksylowej
w koordynacji, jednakze zmiana ta znaczaco wplywatla na wlasciwosci
koordynacyjne, ktére w tym uktadzie byly zblizone do tetraglicyny. Ostatni
z analizowanych peptydéw z wydluzonym tancuchem na N-koncu, GlyGlyGly-8-
Lys-wazopresyna, wykazywatl wiasciwosci koordynacyjne zblizone do 4-Glu-
oksytocyny.

W 2003 roku Kleszczewski i wspdtpracownicy opublikowali badania
sugerujace, ze zwiazanie jonoéw miedzi (II) przez wazopresyng wzmacnia
i modyfikuje aktywno$¢ skurczowa hormonu [26]. Rola jonu metalu polega tu na
ustabilizowaniu odpowiednich konformacji aromatycznych tancuchéw bocznych
fenyloalaniny i tyrozyny, niezbednych do oddzialywania z receptorem. Podobne
obserwacje, dotyczace jonow metali i oksytocyny, opublikowano juz w 1979 roku
[27]. Z kolei w 2004 roku Liu i wspolpracownicy zbadali wpltyw skoordynowania
jonéw Zn(Il) przez oksytocyne na jej oddziatywanie z receptorami [28]. Wyniki
pokazaty, ze konformacja oksytocyny znaczgco zmienia si¢ po zwiazaniu z jonem
metalu, co ufatwia oddzialywanie z receptorem. Potwierdzily to réwniez dalsze
eksperymenty z roznymi dwuwartosciowymi jonami metali [8, 29].

Wtasciwosci koordynacyjne analogéw oksytocyny i wazopresyny zostaly
réwniez opisane w pracach Justyny Brasun i wspdtpracownikéw [30-33]. Autorzy
postanowili sprawdzi¢, jak na sposéb koordynacji i efektywnos¢ wigzania jondw
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metali wplynie zastgpienie reszt cysteinylowych resztami histydylowymi. Tak
zaprojektowane peptydy tracity strukture cykliczng, ale dzigki wprowadzonej
modyfikacji w czasteczce pojawialy si¢ dodatkowe donory dla jonéw metali. Celem
badan bylo okreslenie, czy mozliwe jest powstawanie kompleksow, gdzie struktura
cykliczna zostanie uzyskana dzigki zwigzaniu jonu metalu. Pierwsza praca,
opublikowana w 2008, prezentuje wyniki badan przeprowadzonych dla
1,6-His-wazopresyny [31]. Otrzymane wyniki pokazaly, ze w analizowanym
uktadzie w zakresie pH fizjologicznego dominowatl kompleks, w ktérym jon miedzi
(II) byt koordynowany przez aminowy atom azotu z N-konca peptydu oraz dwa
imidazolowe atomy azotu z reszt His. Zatem utworzona zostala tutaj oczekiwana
makrochelatowa struktura cykliczna. Co wigcej, okazato sie, ze wprowadzona
modyfikacja znaczaco wplyneta na zwiekszenie skutecznosci koordynowania jonu
metalu przez badany ligand, w poréwnaniu z niemodyfikowana czasteczka
hormonu. W nastepnym kroku zbadano wpltyw wprowadzenia dwoch reszt His
zamiast Cys w czasteczce oksytocyny [32]. Wyniki badan potencjometrycznych
i spektroskopowych pokazaty, ze ligand ten rowniez tworzy makrochelatowe
kompleksy z dwoma imidazolowymi atomami azotu. Ponadto, przy pomocy technik
spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR), wyznaczono struktury
3D dla kompleksow histydylowych analogéw obu hormonéw peptydowych.
Wyniki tych badan pokazaty, ze kompleksy te majg podobna strukture przestrzenna
do komplekséw miedzi z natywnymi hormonami.

Przeprowadzono réwniez analize wlasciwosci koordynacyjnych obu peptydéw
z jonami Zn(II) [33]. Podobnie jak w przypadku kompleksow z Cu(ll),
w analizowanych uktadach w fizjologicznym pH powstawaty formy kompleksowe
o modelu koordynacyjnym {NH,, 2Ny,}. Zaréwno jony miedzi, jak i jony cynku
w wyzej opisywanych uktadach byly, w catym analizowanym zakresie pH,
skuteczniej wigzane przez histydylowy analog wazopresyny, niz przez pochodna
oksytocyny. Prawdopodobng przyczyna tej sytuacji jest hydrofobowe
oddziatywanie pierscieni aromatycznych tyrozyny i fenyloalaniny w czasteczce 1,6-
His-wazopresyny. W zwiazku z tym, w ostatniej z prac z tej serii autorzy
postanowili sprawdzi¢ jak na witasciwosci koordynacyjne histydylowej pochodnej
oksytocyny wptynie zastapienie Tyr przez Phe [30]. Otrzymane wyniki pokazaty,
ze do pH okolo 7,5 zaréwno peptydy z Tyr jak i Phe, cechujg si¢ podobna
skutecznoscig koordynowania jonu miedzi. Powyzej tej wartosci bardziej skuteczne
staja si¢ peptydy z fenyloalaning w sekwencji.

Interesujace  wyniki  badan,  dotyczace  oksytocyny,  przedstawili
w swojej pracy z 2020 roku Mervinetsky i wspdtpracownicy [34]. Autorzy
zaprojektowali biosensor na bazie czasteczki tego hormonu. Wykazuje on bardzo
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wysoka czutos¢ i selektywnos¢ wzgledem jonow Zn(Il). Moze by¢ stosowany do
wykrywania jondw cynku w obecnosci jondw miedzi.

5. HEPCYDYNA

Hepcydyna jest hormonem peptydowym, produkowanym  gléwnie
w watrobie, pelniagcym role inhibitora ferroportyny. Zostata ona odkryta w 2000
roku, jako peptyd o silnym dzialaniu  przeciwdrobnoustrojowym:
przeciwgrzybiczym przeciwko Candida albicans, Aspergillus fumigatus, oraz
Aspergillus  niger 1 przeciwbakteryjnym przeciwko  Escherichia  coli,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis oraz paciorkowcom grupy
B [35]. Przeprowadzone badania dowiodty, ze ekspresja tego zwigzku wzrasta
W momencie obcigzenia organizmu zelazem, co sugerowalo kluczowa role
hormonu w regulacji homeostazy tego metalu [36]. Dotychczas w ludzkim moczu
scharakteryzowano 3 rézne formy hepcydyny, réznigce si¢ dlugoscia N-konca
peptydu. Dwie dominujace formy zbudowane sa odpowiednio z 20 i 25 reszt
aminokwasowych. Kazda z nich ma w swojej strukturze 8 reszt cysteinylowych,
potaczonych wewnatrzczasteczkowo mostkami disulfidowymi [37]. Sekwencje
bioaktywnej 25-aminokwasowej formy hepcydyny przedstawiono na Rysunku 3.

“Cys - Gly — ''Cys — '°Cys — “Phe — “Ile — 'Cys —Ile — "Pro — ‘Phe — ‘His — “Thr— 'Asp—H
|
S ™
| > L

—

S

‘Cys — '"His — '“Arg — ' 'Ser —'“Lys — “Cys — “"Gly — ~'Met — ““Cys — Cys — “'Lys — " Thr— OH

Rysunek 3.  Struktura pierwszorzgdowa bioaktywnej formy hepcydyny [35]
Figure 3. Primary structure of the bioactive form of hepcidin [35]

5.1. WLASCIWOSCI KOORDYNACYJNE HEPCYDYNY
1 JEJ FRAGMENTOW

Bardzo atrakcyjna z koordynacyjnego punktu widzenia jest sekwencja
N-konca hepcydyny-25: Asp—Thr-His, z reszta histydylowa w pozycji trzeciej
w tancuchu peptydowym (Rysunek 3). Jest to tak zwany motyw ATCUN (z ang.
amino-terminal Cu(Il)- and Ni(I)-binding), bedacy efektywnym miejscem wigzania
dla jonéw Cu(Il) i Ni(Il), obecny na N-koncu wielu naturalnie wystepujacych
bialek, np. albumin [38]. W bardzo stabilnym czteroazotowym kompleksie
donorami dla jonu metalu s3: aminowy atom azotu z grupy N-konca, imidazolowy
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atom azotu z reszty histydylowej oraz dwa amidowe atomy azotu z wigzan
peptydowych [39] (Rysunek 4).

0 R
Il
R r*il =0
HzN—ﬂ*?u—N
N RN

Rysunek 4.  Czteroazotowy kompleks z jonami miedzi (II) w motywie ATCUN
Figure 4. Complex with four nitrogen atoms with copper (II) ions in ATCUN motif

W 2005 roku Melino i wspdtpracownicy wykazali, ze N-koniec hepcydyny jest
miejscem wiazania jonéw metali, takich jak miedz (II) i nikiel (IT) [40].

Kolejne badania dotyczace hepcydyny i jej wilasciwosci koordynacyjnych
wzgledem  jonow  metali  zostaly przeprowadzone przez  Farnaunda
i wspotpracownikéw [41,42]. Za pomocag MALDI-MS 1 metod spektroskopowych:
UV-Vis, CD i EPR, badano oddzialywanie tego zwiazku z jonami zelaza (ILI).
Udowodniono, ze donorami dla jonu metalu s3 tu cztery atomy siarki, a powstajacy
kompleks ma strukturg tetraedryczna.

W 2010 roku Tselepis i wspotpracownicy postanowili uwazniej przyjrzec si¢
wlasciwosciom koordynacyjnym hepcydyny-25 [7]. Udowodnili oni, ze hormon ten
moze tworzy¢ kompleksy z dwuwartosciowymi jonami miedzi, niklu i cynku. Nie
zaobserwowano jednak wigzania z jonami zelaza (III). Najwieksze powinowactwo
hepcydyna wykazywata wzgledem Cu(ll). W pracy tej udowodniono réwniez, ze
zastapienie reszty histydylowej w pozycji 3 oraz kwasu asparaginowego w pozycji
1 przez reszte alaniny zmniejszylo aktywno$¢ biologiczna badanego hormonu. Na
podstawie otrzymanych wynikéw wysnuto wniosek, ze wysoka zdolnos¢ do
wigzania jonéw miedzi przez hepcydyng, a co za tym idzie, prawdopodobne
wigzanie tego pierwiastka rdwniez w warunkach in vivo, moze mie¢ znaczacy
wplyw na homeostaze jondw zelaza i miedzi w organizmie.

W 2018 roku Plonka i wspdtpracownicy przeanalizowali wilasciwosci
koordynacyjne heksapeptydu o sekwencji H—Asp—Thr—His—Phe—Pro—Ile-NH,,
bedacego modelem fragmentu wiazacego jony miedzi (II) w czasteczce hepcydyny
[43]. Za pomoca metod spektroskopowych: UV-Vis i CD oraz miareczkowania
potencjometrycznego, badacze udowodnili, ze jest to najsilniej wigzacy peptyd
z dotychczas badanych. Analizowany N-koncowy fragment hepcydyny wyparl



WELASCIWOSCI KOORDYNACYINE WYBRANYCH CYKLICZNYCH HORMONOW PEPTYDOWYCH ... 811

catkowicie jony miedzi zwigzane przez ludzka albuming. W tym samym roku
Abbas i wspolpracownicy analizowali oddzialywanie czasteczki hepcydyny-25
z jonami miedzi (II) za pomocg metod LC-MS/MS i NMR [44]. Za pomoca
techniki NMR wyznaczono struktury 3D powstajacych form kompleksowych.
Potwierdzono powstawanie kompleksu, w ktérym jon metalu jest wigzany przez
4 atomy azotu: z N-konca peptydu, imidazolowy z reszty histydylowej oraz dwa
amidowe z wigzan peptydowych. Co ciekawe, analiza probek metoda MS
w roznych stosunkach hepcydyny do jonéw miedzi pokazala, ze mozliwe jest
réwniez tworzenie sie¢ komplekséw z dwoma jonami metalu.

6. SOMATOSTATYNA

Somatostatyna, jako kolejny sposrod cyklicznych hormonéw peptydowych,
wystepuje w dwoch bioaktywnych formach, odpowiednio zbudowanych z 14 i 28
reszt aminokwasowych (Rysunek 5). Jest neuropeptydem produkowanym przez
komérki parakrynne, zlokalizowane miedzy innymi w uktadzie nerwowym. Ich
obecnos¢ zidentyfikowano takze w przewodzie pokarmowym, ptucach oraz trzustce
[45]. Somatostatyna dziata za posrednictwem interakcji z jej specyficznymi
receptorami (sstr), ktorych dotychczas scharakteryzowano 5 podtypow i oznaczono
sstr 1-5 [46]. Za aktywno$¢ biologiczna i oddzialywanie z wlasciwymi receptorami
odpowiedzialne sa 4 reszty aminokwasowe —Phe—Trp—Lys—Thr—, oznaczone na
Rysunku 5 kolorem zielonym. Tworza one strukturge B-zgiecia, dodatkowo
stabilizowang przez strukture cykliczng peptydu, uzyskang dzieki utworzeniu
wigzania disulfidlowego pomiedzy obiema resztami cysteiny [47]. W organizmie
czlowieka somatostatyna petni funkcje neuroprzekaznika, wptywa na proliferacje
komorek, bierze udziat w regulacji ukladu immunologicznego, hamuje wydzielanie
hormonu wzrostu i tyreotropiny, a w przewodzie pokarmowym jest inhibitorem
insuliny i glukagonu [48]. Szerokie spektrum dzialania somatostatyny sktonito
naukowcéw do syntezy jej skutecznych analogdw, ktore posiadaja dluzszy czas
polowicznego  zaniku  przy  jednoczesnym  zachowaniu  fragmentow
odpowiedzialnych za aktywnos$¢ biologiczna natywnego hormonu. Syntetyczne
pochodne somatostatyny: oktreotyd, lanreotyd i wapreotyd znalazly liczne
zastosowanie w diagnostyce i terapii [49-51].
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Rysunek 5. Schematyczna struktura pierwszorzedowa somatostatyny: a) 14 1 b) 28 [48, 52]
Figure 5. Schematic primary structure of somatostatin: a) 14 and b) 28 [48, 52]

6.1. WLASCIWOSCI KOORDYNACYJNE ANALOGOW SOMATOSTATYNY

Jak opisano w rozdziale dotyczacym wiasciwosci koordynacyjnych oksytocyny
i wazopresyny, atrakcyjne wydaje si¢ by¢ zastapienie w sekwencji aminokwasowe;j
reszt cysteiny resztami histydylowymi. W ten sposob podejmuje si¢ prébe
otrzymania czgsteczki o strukturze cyklicznej, uzyskanej na skutek jej
kompleksowania przez jon metalu (a nie przez obecnos¢ mostka disulfidowego, jak
w przypadku natywnych hormondw). Podejscie to zostato réwniez wykorzystane
przy projektowaniu liniowych analogéw somatostatyny (Rysunek 6b).
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-Gal Xxx S His +Phe Ac{30x} Cys-phs (T2 Pro —Cve CFha
D-Phe— Cys -Phe, . . ¢ Cis Phe, . - His 4 Pro — Cys ~Phe _
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Rysunek 6. Koncepcja badan przeprowadzonych dla analogéw somatostatyny z jonami miedzi (I).
Kolorem zielonym zaznaczono fragment odpowiedzialny za interakcj¢ z sstr, pomaranczowym
— mostek disulfidowy pomiedzy resztami cysteiny, niebieskim — miejsce koordynowania jonu
metalu (a: analogi SST uzywane w medycynie, b: badane liniowe analogi SST, c: badane
cykliczne analogi SST, d: badany bicykliczny analog SST)

Figure 6. The concept of research carried out for somatostatin analogues with copper (II) ions. The green
is the fragment responsible for interaction with the sstr, orange — the disulfide bridge between
cysteine residues, the blue — the metal ion coordinating site (a: SST analogues used in
medicine, b: studied SST linear analogues, c: studied SST cyclic analogues, d: studied bicyclic
SST analogue)
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Prowadzone badania opieraly si¢ na poszukiwaniu nowych analogow
somatostatyny, w ktorych jon metalu bylby potaczony bezposrednio z czasteczka
peptydu. Analogi somatostatyny obecnie stosowane w diagnostyce i terapii
posiadaja w swojej strukturze czasteczke peptydu, tacznik oraz skompleksowany
radioaktywny jon metalu. Czynnikami chelatujagcymi sg tu czasteczki organiczne
typu DOTA (kwas 1,4,7,10-tetraazacyklododekano-1,4,7,10-tetraoctowy), czy
TETA (trietylenotetraamina) (Rysunek 6a).
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Rysunek 7. Liniowe analogi somatostatyny: a) somatostatyny-14 z 2 resztami His zamiast Cys;
b) z wolna grupa aminowa; ¢) z acetylowana grupa aminowa; d) z 4 resztami His

Figure 7. Linear somatostatin analogues: a) somatostatin-14 with 2 His residues instead of Cys;
b) with free amino group; c) with acetylated amino group; d) with 4 His residues

Zaprojektowano i przebadano cztery liniowe analogi somatostatyny (Rysunek
6b, 7). Pierwszym analizowanym peptydem byla pochodna somatostyny-14
o sekwencji pokazanej na Rysunku 7a [53]. Modyfikacja wprowadzona do struktury
analizowanego peptydu, w poréwnaniu do natywnego hormonu, polegata jedynie na
zastapieniu reszt cysteinylowych resztami His. Ligand zaprojektowany w ten
sposob posiadat jedna z reszt histydylowych w 3 pozycji, podobnie jak wczesniej
opisywany motyw ATCUN, obecny w ludzkiej albuminie, czy hepcydynie.
Otrzymane wyniki pokazaly, ze to wlasnie polozenie tej reszty aminokwasowej
determinowato wlasciwosci koordynacyjne analizowanego peptydu. W ukladzie
z nadmiarem liganda powstajace formy kompleksowe byly charakterystyczne dla
peptydéw z reszta His w trzeciej pozycji, a dominujagcym kompleksem byta forma
o modelu koordynacyjnym {NHj, Njp, 2N miq}. W calym analizowanym zakresie
pH nie obserwowano form kompleksowych o strukturze cyklicznej. Pomimo tego,
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okazato sie, ze skuteczno$¢ wigzania jondw miedzi (II) przez opisywany liniowy
analog somatostatyny jest wieksza niz przez histydylowy analog wazopresyny, czy
prosty tripeptyd o sekwencji Gly—Gly—His. Ciekawy wynik data rowniez analiza
zdolno$ci koordynacyjnych liganda w obecnosci podwojnego nadmiaru jonow
metalu. W analizowanym zakresie pH, pomiedzy 2,5 a 11, powstawaly formy
kompleksowe o réznej stechiometrii L:Cu(ll), poczawszy od 1:1, poprzez 2:3,
a skonczywszy na 1:2.

Kolejne dwie badane pochodne somatostatyny, to peptydy liniowe krétsze od
poprzedniego liganda, réznigce si¢ miedzy soba grupa N-konca: w jednym z nich
grupa aminowa byla wolna, w drugim zablokowana (acetylowana) [54] (Rysunek
7b,c). W obydwu analizowanych zwigzkach zachowano fragment istotny
biologicznie, odpowiedzialny za oddzialywanie natywnego hormonu z receptorami,
zbudowany z czterech aminokwasdéw: Phe-Trp—Lys—Thr. Celem badan bylo
poszukiwanie form kompleksowych, ktére na skutek skoordynowania jonu miedzi
(IT) przez obie reszty histydylowe, mialyby strukture cykliczng. Analiza
otrzymanych wynikéw pokazata, ze obydwa peptydy tworza tego typu kompleksy.
W przypadku peptydu z wolng grupa N-koncowa forma kompleksowa Cul
o modelu koordynacyjnym {NH,, 2Ny, N4} dominowata w badanym uktadzie
w zakresie pH od 6 do 9. Jednakze modelowanie molekularne pokazato, ze
struktura przestrzenna fragmentu istotnego biologicznie jest tu odmienna niz dla
peptydu z resztami cysteinylowymi i mostkiem disulfidlowym pomiedzy nimi.
W przypadku liganda z acetylowang grupa na N-koncu peptydu pierwsza forma
kompleksowa, ktéra powstawala w uktadzie byt kompleks CuHL. Donorami dla
jonu metalu byly tu dwa imidazolowe atomy azotu. Zatem byt to kompleks
o strukturze cyklicznej, ale dominujacy tylko w niskim zakresie pH, pomigdzy
5 a 6. Co ciekawe, struktura przestrzenna fragmentu odpowiedzialnego w natywnej
czasteczce za oddziatywanie z receptorami, wyznaczona za pomoca modelowania
molekularnego, w przypadku tej formy jest bardzo zblizona do jej cysteinylowego
odpowiednika. Wraz ze wzrostem pH w koordynacj¢ jonu miedzi (1) angazowane
byty kolejno amidowe atomy azotu z wigzan peptydowych, co powodowato utrate
struktury cykliczne;j.

Ostatni z grupy ligandow liniowych posiadat w sekwencji cztery reszty
histydyny [55] (Rysunek 7d). Ponadto aminokwasy te zostaty oddzielone od
pozostalych w tancuchu peptydowym za pomoca dwdch prolin, dziatajacych jako
tzw. "break point" [56]. Dziatanie to polega na blokowaniu koordynowania jonu
miedzi (II) przez kolejne amidowe atomy azotu z tancucha peptydowego. Formy
kompleksowe, ktore powstawaly w tym uktadzie wraz ze wzrostem pH, miaty
odpowiednio nastgpujace modele koordynacyjne: {INy,}, {2Nim}, {3Nim}, {4Nim}.
Dla kompleksu, w ktorym w wigzanie jonu miedzi (II) sa zaangazowane cztery
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reszty histydylowe wykonano poréwnanie jego struktury przestrzennej
z cysteinylowym analogiem. Jednakze ulozenie fragmentow czasteczek, istotnych
z biologicznego punktu widzenia, bylo odmienne dla poréwnywanych peptydéw.

Druga grupe badanych analogéw somatostatyny stanowity cztery peptydy
cykliczne [57,58] (Rysunek 6¢, 8). Kazdy z nich miat w swojej strukturze po cztery
reszty aminokwasowe zdolne do koordynowania jonu miedzi (II), His i Asp
w roéznych konfiguracjach. Wszystkie badane ligandy efektywnie koordynowaty
jony metalu. Jednakze najbardziej skuteczny byt ten, ktéry posiadal w strukturze
cztery reszty histydylowe. Pozbawienie peptydu tych reszt i zastapienie ich resztami
kwasu asparaginowego znaczgco wplyngto na obnizenie efektywnosci wigzania
jonu Cu(II) [58].
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Rysunek 8. Cykliczne analogi somatostatyny: a) 1,9-Asp,2,10-His-SST i b) 1,9-His,2,10-Asp-SST,
¢) 1,2,9,10-Asp-SST, d) 1,2,9,10-His-SST

Figure 8. Cyclic somatostatin analogues: a) 1,9-Asp,2,10-His-SST i b) 1,9-His,2,10-Asp-SST,
¢) 1,2,9,10-Asp-SST, d) 1,2,9,10-His-SST

Ciekawe wyniki uzyskano w badaniu wlasciwosci koordynacyjnych dwodch
cyklicznych peptydow, rézniacych si¢ jedynie potozeniem reszt histydyny i kwasu
asparaginowego (Rysunek 8a,b) [57]. Przeprowadzone badania pokazaly, ze
niewielka modyfikacja w obrebie tancucha peptydowego ma znaczacy wptyw na
skutecznos$¢ wigzania jonéw miedzi (II). W calym analizowanym zakresie pH
peptyd 1,9-His,2,10-Asp-SST okazat si¢ by¢ duzo bardziej efektywnym ligandem
niz drugi z badanych analogéw somatostatyny. Spowodowane jest to
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prawdopodobnie tym, ze 1,9-His,2,10-Asp-SST koordynuje jon metalu przez
amidowe atomy azotu w nizszym pH niz 1,9-Asp,2,10-His-SST, co znaczaco
podnosi jego skutecznosé.

W roku 2020 ukazala si¢ praca, opisujaca wilasciwosci koordynacyjne
bicyklicznego analogu somatostatyny (Rysunek 6d, 9) [59]. Ligand zostat
zaprojektowany w taki sposdb, aby w czasteczce znajdowaly si¢ dwa istotne
fragmenty: cykliczny motyw z mostkiem disulfidowym, odpowiedzialny za
interakcje z receptorami w natywnym peptydzie (zaznaczony na Rysunku
9 kolorem zielonym) oraz cykliczny fragment z resztami histydylowymi, bedacy
miejscem wigzania jonu metalu (zaznaczony na Rysunku 9 kolorem niebieskim).
Otrzymane wyniki pokazaty, ze tak skonstruowana czasteczka efektywnie
koordynuje jon miedzi (II). Co ciekawe, zaobserwowano tu niezwykle duza
stabilno$¢ form kompleksowych, w ktérych jon metalu byl koordynowany tylko
przez imidazolowe atomy azotu, duzo wieksza w poréwnaniu z innymi ligandami
opisanymi w literaturze, wigzacymi Cu(Il) w taki sam sposob. Prawdopodobnym
powodem  zwigkszonej  stabilnosci  imidazolowych  kompleksow  jest
wewnatrzczasteczkowe oddziatywanie czesei cyklicznej, gdzie skoordynowany jest
jon metalu, z aromatycznymi aminokwasami z drugiego cyklu, istotnego
z biologicznego punktu widzenia.
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Rysunek 9. Bicykliczna pochodna somatostatyny
Figure 9. Bicyclic somatostatin analogues

Otrzymane wyniki przeprowadzonych badan pokazaly, ze odpowiednio
modyfikujac sekwencje analogéw somatostatyny, mozna wptywaé na skutecznos¢
koordynowania jonu metalu, czy sposob jego zwigzania. Taki sposob projektowania
pochodnych tego hormonu peptydowego jest nietypowy, ale wyniki pokazuja, ze
jon miedzi moze tu by¢ efektywnie wiazany bezposrednio do fancucha
peptydowego. Ze wzgledu na wiele doniesien literaturowych, pokazujacych
potencjalne zastosowanie radionuklidow miedzi w potaczeniu z ta grupa zwiazkéw
i ich mozliwosci stosowania w diagnostyce i terapii [60], podejscie to wydaje si¢
by¢ stuszne.
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7. AMYLINA

Amylina jest hormonem neuroendokrynnym. Podobnie jak insulina,
wydzielana jest przez komdrki trzustki. Sekwencja sktada sie z 37 reszt
aminokwasowych, z mostkiem disulfidowym pomigdzy resztami cysteinylowymi
w pozycjach 2 i 7, a C-koniec peptydu zawiera grupe amidowa (Rysunek 10). Za
aktywnos¢ biologiczng hormonu odpowiada obecnos¢ grupy amidowej i wigzan
disulfidowych. Amylina dziala jak synergistyczny partner insuliny, poniewaz
reguluje poziom glukozy poprzez tlumienie wydzielania glukagonu i insuliny,
spowalniajac tym samym opréznianie zotadka i promujac ttumienie apetytu poprzez
interakcje z receptorami kalcytoniny [61]. Ponadto hormon ten wplywa na
rozszerzanie naczyn krwionosnych, a poprzez hamowanie aktywnosci osteoklastow
przeciwdziata rozwojowi osteoporozy [62].
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Rysunek 10 Schematyczna struktura pierwszorzedowa ludzkiej amyliny [61]
Figure 10.  Schematic primary structure of human amylin [61]

7.1. WLASCIWOSCI KOORDYNACYJNE AMYLINY

W ostatnich latach intensywnie badany jest wplyw jonow metali na agregacje
amyliny. Udowodniono bowiem, ze hormon ten jest kluczowym skfadnikiem
agregatéw biatkowych, pojawiajacych si¢ u pacjentéw chorujacych na cukrzyce
typu 2 [6]. Obecnos¢ takich dwuwartosciowych jonéw metali jak cynk, miedz
i zelazo wydaje sie tu by¢ kluczowa. Oddzialywanie amyliny z réznymi jonami
metali oraz rolg¢ tych oddzialtywan doskonale podsumowali i opisali w pracy
przegladowej z 2019 roku Mariusz i Lukasz Jaremko wraz ze wspotpracownikami
[63].

Oddziatywanie z jonami Zn(Il) zaréwno ludzkiej jak i szczurzej amyliny oraz
jej agonisty — pramlintydu, stosowanego w leczeniu cukrzycy, opisano w pracach
Rowifiskiej Zyrek i wspotautoréw [64,65]. Podjeto probe wyjasnienia wplywu
jondéw cynku na proces agregacji amyliny. W pracach tych autorzy postuluja, iz
miejscem wigzania jonu cynku (II) jest reszta histydylowa w pozycji 18 oraz grupa
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lizyny z N-konca. Taki sposob koordynacji wymusza zgiecie czasteczki migdzy
resztami 1 a 18. Pokazano réwniez, ze po zwigzaniu jonéw cynku dobrze
rozpuszczalny peptyd agreguje po uptywie czasu.

Li i wspdlpracownicy badali oddzialywanie amyliny z jonami Cu(ll) za
pomoca spektrometrii masowej [66]. Ich badania pokazaty, ze obecnos¢ jonow tego
metalu hamuje powstawanie dimeréw peptydu i ogranicza tworzenie fibryli.
Obecnos¢ jonow miedzi (II) powoduje, ze czasteczki peptydu uzyskuja
drugorzedowa strukture przestrzenng typu "spinki do wloséw". Natomiast
dimeryzacja wplywa na pojawienie sie struktur o charakterze p-kartki. W pracy tej
udowodniono réwniez, ze bez wzgledu na stosunek molowy dodanych jonow
miedzi (I1) do liganda, tworzg si¢ wytacznie kompleksy o stechiometrii 1:1. W 2016
roku Carolina Sanchez-Lopez i wspdlpracownicy za pomoca metod
spektroskopowych UV-Vis, CD i EPR oraz metody NMR okreslili donory
koordynujace jon miedzi (II) przez czasteczke ludzkiej amyliny [67]. Udowodnili,
ze jon Cu(Il) jest tu wigzany przez imidazolowy atom azotu reszty His-18 oraz dwa
amidowe atomy azotu, pochodzace z reszt Ser-19 i Ser-20. Czwartym donorem dla
jonu metalu jest atom tlenu z Ser-20. Mozliwe jest tu wigzanie zaréwno przez
O z grupy hydroksylowej tancucha bocznego, jak i karbonylowy donor tlenowy.
Wyniki pokazaty, ze pierwsza z mozliwosci jest bardziej prawdopodobna.
Dodatkowo, atom tlenu grupy CONH, z reszty aminokwasowej Asn-22 moze
peli¢ role donoru aksjalnego. W pracy tej ponownie udowodniono, ze reszty
aminokwasowe zaangazowane w koordynacj¢ jonu miedzi (1) sa kluczowe
w tworzeniu struktur typu B-kartki i wiokien amyloidowych. Okazuje si¢ roéwniez,
ze wspolwystepowanie réznych form kompleksowych powoduje wyzsza bariere
energetyczng dla tworzenia fibryli amyloidowych. Zatem z powyzszego opisu
wyraznie wida¢, ze obecno$¢ jonéw miedzi (II) ma znaczacy wplyw na
powstawanie agregatow biatkowych, jednakze zgota odmienny od jondéw cynku.

UWAGI KONCOWE

Mimo rosnacej wiedzy na temat hormonéw peptydowych i ich roli
w organizmie czlowieka, pytanie o role metali w ich prawidlowym funkcjonowaniu
pozostaje w dalszym ciggu otwarte. W zwiazku z tym zglebianie wiedzy na temat
oddzialywan typu metal — hormon w ostatnich latach stalo si¢ niezwykle interesujacym
i popularnym przedmiotem badan wsréd naukowcow. Tworzenie stabilnych form
kompleksowych przez natywne hormony, czy ich strukturalne analogi z jonami metali
przejsciowych, moze w przyszlosci zostaé wykorzystane
w aspekcie projektowania nowych lekéw, badz efektywnych czynnikoéw
diagnostycznych. Warto podkresli¢ tu ogromny wktad polskich naukowcéw na rozwgj
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tej dziedziny nauki. W niniejszej pracy wiele z zacytowanych artykulow naukowych
jest autorstwa badaczy, pochodzacych z Polski.
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