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Prof. dr hab. Wojciech Bal uzyskat stopnie magistra (1987) i doktora (1991) nauk chemicznych
na Uniwersytecie Wroctawskim pod kierunkiem prof. dr hab. Henryka Koztowskiego, na
podstawie badan wiasciwosci koordynacyjnych hormonéw peptydowych, Nastepnie odbyt staze
podoktorskie w laboratorium prof. Petera J. Sadlera na Uniwersytecie Londynskim (1992/3), gdzie
odkryt nowe miejsce wigzania metali w albuminie i w NIH Frederick (1994-6), podczas ktérego
badal mechanizmy molekularne w kancerogenezie niklowej pod kierunkiem dr. Kazimierza S.
Kasprzaka. W 1999 habilitowal si¢ na Uniwersytecie Wroclawskim, a nastgpnie uzyskat
stypendium Fundacji Humboldta na Uniwersytecie Karlsruhe (2001/2) w laboratorium prof. Andrei
Hartwig, na badania mechanizméw uszkadzania palcow cynkowych przez metale kancerogenne.
Obecnie (od 2002) prowadzi badania w Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN (tytut i stanowisko
profesora nauk biologicznych w 2006). Do glownych tematow badawczych jego laboratorium
naleza mechanizmy molekularne w transporcie biologicznym miedzi, cynku i srebra oraz
(metalo)chemia peptydow AP. Badania prowadzone sa za pomocg szerokiej gamy metod
termodynamicznych, strukturalnych i kinetycznych. Szczegdlng uwage zwraca si¢ na rol¢ matych
czasteczek, jak aminokwasy i oligopeptydy, jako partneréw wymiany jonéw metali migdzy
biatkami.
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ABSTRACT

The biological relevance of proteins and peptides for Cu(Il) biology, including
the extracellular transport of this element, is commonly estimated by studying
stabilities and structures of their complexes. However, our experimental studies on
the kinetics of formation of Cu(Il) complexes of ATCUN/NTS and Xaa-His-R
peptides, considered to be key actors in extracellular copper biology, revealed novel
long-lived reaction intermediates. These intermediates, rather than the final reaction
products fulfil the chemical criteria for actual biocomplexes derived from biological
studies. Our research clearly demonstrated that understanding of the kinetic aspect of
interactions is indispensable for realistic modeling of biological interactions of metal
ions.

Keywords: copper(Il), peptide, complexation, reaction kinetics, biological
mechanisms
Stowa kluczowe: miedz(Il), peptyd, kompleksowanie, kinetyka reakcji, mechanizmy
biologiczne




458 W.BAL

WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

ATCUN/NTS — sekwencja peptydowa, zawierajaca wolng grupg aminowag w
pozycji 1, dowolny aminokwas naturalny z wyjatkiem proliny
w pozycji 2 i histydyne w pozycji 3 (amino-terminal Cu(Il)-,
and Ni(II) binding motif/N-terminal site)

Cco — oksydaza cytochrome ¢ (cytochrome c oxidase)

Ctrl — transporter miedzi 1 (copper transporter 1)

hCtrl — ludzki transporter miedzi 1 (human copper transporter 1)
HSA — ludzka albumina osocza krwi (human serum albumin)
NTA — kwas nitrylotrioctowy (nitrilotriacetc acid)

RFT — reaktywne formy tlenowe

SOD — dysmutaza ponadtlenkowa (superoxide dismutase)
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WPROWADZENIE

MiedzZ stosowana byta w medycynie od czaséw antycznych, jednak prawdziwe jej
znaczenie jako pierwiastka niezbednego dla zycia opartego na tlenie rozpoznano dopiero
w XX wieku [1]. Do tej pory odkryto ponad 300 enzymoéw miedziowych, ktore realizuja
rozmaite reakcje utleniania bezposrednio lub posrednio, jako przenoséniki elektronow,
wykorzystujac par¢ redoks Cu(I)/Cu(Il). Bezwzglednie niezbgdne dla metabolizmu tlenu
sa dwa enzymy miedziowe: mitochondrialna oksydaza cytochromu c (Cco), zapewniajaca
przyswajanie tlenu czasteczkowego i1 cytozolowa miedziowo-cynkowa dysmutaza
ponadtlenkowa (SOD), odpowiedzialna za neutralizacje toksycznych rodnikow
ponadtlenkowych, powstajacych jako skutek uboczny aktywnosci Cco [2]. Miedz jest
pierwiastkiem silnie toksycznym, gdyz zar6wno akwajony miedziowe, jak i liczne
kompleksy Cu(ll) oddziatuja z tlenem i jego metabolitami komoérkowymi, katalizujac
powstawanie reaktywnych form tlenowych (RFT), w tym najbardziej reaktywnych
rodnikéw hydroksylowych, w mysl reakcji Fentona i Habera-Weissa [3]. W zwigzku
z tym wprowadzanie i wyprowadzanie jonéw miedzi z komorki i ich transport
wewnatrzkomoérkowy sa $cisle kontrolowane przez dedykowane biatka. System
transportu miedzi wewnatrz komorki eukariotycznej jest do§¢ dobrze poznany. Jony
miedzi s3 wprowadzane do komorki gtéwnie za posrednictwem kanatu blonowego Ctrl,
nastgpnie odbierane i transportowane do enzymoéw docelowych przez system szaperonow
komorkowych, a ich nadmiar jest wyprowadzany do innych przedziatow komorkowych
i poza komorke przez pompy jonowe zalezne od ATP [4].

We wszystkich procesach transportu wewnatrz komorki i przez btony komérkowe
uczestniczg jony Cu(l), ktére sa mniej reaktywne, niz jony Cu(Il), zwlaszcza w postaci
bardzo silnie zwigzanych kompleksow tiolowych, tworzonych przez wspomniane
szaperony [5]. Inaczej sprawy maja si¢ w przestrzeniach pozakomoérkowych organizmu,
zwlaszcza w osoczu krwi, gdzie ze wzgledu na dostgpnos$é tlenu stezenie wolnych grup
tiolowych jest niskie, a zidentyfikowane jak dotad kompleksy, uczestniczace
w transporcie miedzi, lub proponowane dla tej funkcji, zawieraja jony Cu(Il). Nalezy do
nich przede wszystkim albumina osocza krwi (ang. Human Serum Albumin, HSA,
obecna w stezeniu 0.6 mM), a takze a2-makroglobulina i by¢ moze hemopeksyna,
wystepujace w stezeniach mikromolowych. Pewien udzial w wigzaniu miedzi we krwi
ma tez nie w petni scharakteryzowana frakcja niskoczasteczkowa, sktadajaca si¢ gtownie
z oligopeptydow i aminokwasow. W tej puli wyrdzniaja si¢ odpowiednio peptyd GHK
i aminokwas histydyna [6]. Enzym zawierajacy wigksza czgs$¢ puli miedzi w osoczu krwi,
ceruloplazmina, nie jest powszechnie uznawany za transporter miedzi, gdyz ze wzgledow
kinetycznych oddaje on miedz jedynie wskutek degradacji enzymatycznej
w hepatocytach [7]. Uzasadnieniem dla prowadzenia badan dystrybucji jonow
miedziowych pomiedzy skladnikami krwi sg coraz liczniejsze doniesienia na temat
dyshomeostazy miedzi w takich istotnych chorobach, jak cukrzyca typu II, choroba
Alzheimera i1 niektore nowotwory ztosliwe [8-10].
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Ze wzgledu na labilnos¢ kompleksow Cu(ll) z peptydami nietatwo jest okresli¢
dystrybucje tego pierwiastka pomiedzy poszczegodlnymi transporterami za pomocg metod
analitycznych. Badania prowadzone w poszczegolnych laboratoriow czgsto daja
niespojne wyniki, czego przykladem sg sprzeczne doniesienia co do roli 02M — wedtug
jednych biatko to zawiera prawie tyle samo miedzi(Il), co HSA, a wedlug innych nie
przenosi tego jonu wcale [11].

1. BADANIA ROWNOWAG KOMPLEKSOWANIA

Alternatywnym podejsciem badawczym jest wykonanie dokladnych badan
kompleksowania i reaktywno$ci jonow Cu(Il) dla poszczegdlnych potwierdzonych
analitycznie lub postulowanych bioczasteczek transportujacych te jony, by nastgpnie
stopniowo, wraz z uzyskiwang wiedza, rekonstruowaé¢ mozliwe réwnowagi chemiczne
i na ich podstawie formutowaé sprawdzalne hipotezy biologiczne. Postgpujac wedtug
tego paradygmatu, scharakteryzowali§my wigzanie jonéw Cu(Il) do HSA, peptydow
GHK i hepcydyny, a takze modeli peptydowych N-koncowego miejsca oddziatywania
jonéw Cu(Il) w receptorze hCtrl. W tych badaniach poshugiwalismy si¢ metodologia
ugruntowang w pracowni prof. Henryka Koztowskiego, uwczes$nie w Instytucie, a potem
Wydziale Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego. Metodologia ta obejmuje doktadny
ilosciowy opis rownowag kompleksowania za pomocg potencjometrii z rownoczesnym
scharakteryzowaniem struktur i reaktywno$ci powstajacych kompleksow za pomoca
spektroskopii  UV-vis, dichroizmu kolowego i elektronowego rezonansu
paramagnetycznego [12, 13]. W podzniejszych latach i w zaleznosci od problemu
badawczego techniki te byly uzupelniane przez badania elektrochemiczne,
kalorymetryczne, spektrometri¢ mas oraz inne techniki spektroskopowe. Badania te
prowadzone sa w szerokim zakresie pH, gdyz praktyka wykazuje, ze jedynie w ten sposob
mozna wiarygodnie opisa¢ proces kompleksowania dla danych warunkow
szczegotowych. Technika potencjometryczna nadaje si¢ do stosowania tylko do
stosunkowo niewielkich czasteczek, gdyz ze wzgledu na ograniczenie rozdzielczosci
pomiaru pH za pomoca elektrody szklanej do 0.002 jednostki pH, w wigkszoS$ci
przypadkéw nie mozna wiarygodnie wyznaczy¢ wartosci statych protonowania dla
czasteczek, ktore w roboczym zakresie pH (typowo 2.5-10.5) wymieniaja z otoczeniem
wigcej niz 10 jonow wodorowych. W takich sytuacjach mozna zastosowa¢ uproszczone
modele peptydowe, albo postuzy¢ si¢ ligandami kompetycyjnymi.

Wyjsciowym zatozeniem dla tych badan bylo przyjecie, ze ze wzgledu na duza
objetos¢ 1 znaczne fizjologiczne czasy zycia poszczegodlnych aktoréw molekularnych,
procesy zachodzace dla jonéw miedziowych maja charakter rownowagowy. W takiej
sytuacji a priori mozna pozna¢ charakter uktadu dzigki wyznaczeniu statych wigzania dla
poszczegolnych kompleksow 1 wyliczeniu na ich podstawie szerszego stanu
rownowagowego, ktory moze by¢ modyfikowany przez procesy fizjologiczne, na przy-
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ktad zmiang stezenia poszczegdlnych czasteczek wskutek metabolizmu lub procesu
chorobowego.

Wyznaczylismy wigc, a nastgpnie skorygowalismy stala wigzania jonu Cu(Il) do
gldwnego miejsca wigzania Cu(Il) w HSA. Jest to N-koncowy tripeptyd tego biatka,
o sekwencji Asp-Ala-His (DAH), tworzacy, tak jak inne peptydy typu ATCUN/NTS
(dowolny aminokwas z niemodyfikowanym N-koncem w pozycji 1, nieobecnos¢
iminokwasu proliny w pozycji 2, obecnos$¢ histydyny w pozycji 3), bardzo silne
kompleksy o ptaskiej strukturze kwadratowej, w ktorych jon Cu(Il) jest zwigzany
z czterema ligandami azotowymi (4N, Rys. 1) [14]. Logarytmiczne wartosci
warunkowych stalych wigzania dla pH 7,4 (log “K7.4), charakterystycznego dla osocza
krwi, znajduja si¢ w zakresie 12-15, co odpowiada femtomolowemu zakresowi statych
dysocjacji.

Bezposrednie wyznaczenie stalej wigzania z tego zakresu nie jest mozliwe, ze
wzgledu na bardzo niskie st¢zenie wolnych substratow reakcji kompleksowania w stanie
rownowagi. Nalezalo wigc postuzy¢ si¢ miareczkowaniem kompetycyjnym z uzyciem
liganda o znanej stalej wigzania, zblizonej do stalej poszukiwanej i charakterystyce
spektroskopowej, umozliwiajacej ilosciowy opis reakcji kompetycji. W takich
doswiadczeniach szczegdlnie pozadane sa sytuacje, gdy kompleksy konkurujacych
ligandow maja dobrze rozdzielone widma, np. absorpcyjne lub CD, umozliwiajace
detekcje punktdow izozbestycznych, zazwyczaj gwarantujacych istnienie w rOwnowadze
tylko dwoch kompleksow — czgsteczki badanej i kompetytora. Nasz poczatkowy wynik,
otrzymany z uzyciem chelatora NTA w roli kompetytora (log K74 = 12.0) [15] okazat
si¢ niedoktadny, gdyz pomimo pozornego spetnienia przez uklad badany powyzszych
warunkow, nie uwzgledniliSmy tworzenia kompleksow ternarnych NTA z resztami
histydyn na powierzchni HSA. Prawidlowa warto$é, log K74 = 13.0 uzyskali$my,
stosujac do reakcji kompetycji tripeptyd Gly-Gly-His, rowniez z rodziny ATCUN/NTS,
niezdolny do tworzenia kompleksow ternarnych w pH 7,4 [16].

Taka sama warto$¢, w granicy btedu eksperymentalnego, otrzymalismy dla modeli
peptydowych (tripeptydu i tetradekapeptydu) kompleksu ATCUN/NTS, tworzonego
przez N-koncowa (zewnatrzkomorkowa) domene ludzkiego komorkowego transportera
miedziowego hCtrl, o sekwencji Met-Asp-His [17, 18].

Niewiele stabszy okazal si¢ kompleks miedziowy peptydu GHK (Gly-His-Lys), dla
ktérego wyznaczyli$my log °K7. 4 = 12.62 [19]. Podobne warto$ci log “K7.4, w zakresie
12.6-13, obserwuje si¢ dla innych kompleksow, zawierajacych sekwencj¢ Xaa-His (reszta
Xaa nie moze by¢ prolina) [20-25]. Struktura tych kompleksow, przedstawiona rowniez
na Rys. 1, jest podobna do kompleksu ATCUN/NTS, ale zawiera trzy, a nie cztery ligandy
azotowe (3N). Czasteczka wody w czwartym miejscu koordynacyjnym moze zostaé
podstawiona przez czasteczke liganda. Mozliwo$¢ takiego podstawienia jest ograniczona
ze wzgledu na zawadg¢ steryczna, wytwarzang przez reszty aminokwasowe peptydow
Xaa-His-R. W serii publikacji wykazaliSmy, ze preferowane w tej pozycji sa atomy azotu
z pier§cieni imidazolowych reszt His z peptydoéw lub bialek, cho¢ moga si¢ tam wigzad
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réowniez grupy tiolowe i karboksylowe [20-25]. WartoSci warunkowych stalych
rownowagi dla wymiany czgsteczki H>O na ligand ternarny w pH 7.4 log TK7. 4 dla matych
czasteczek mieszczg sie w zakresie 2-3. Nieco wyzszymi warto$ciami log TK7 4, do 3.5-
3.7 charakteryzuja si¢ kompleksy, w ktorych donorem pierscienia imidazolowego
w czwartym miejscu koordynacyjnym jest dluzszy peptyd, badz biatko (HSA), dzigki
mozliwo$ci tworzenia dodatkowych wigzan wodorowych lub jonowych pomiedzy
czasteczkami ligandow [22, 24].

Interesujaca cecha takich komplekséw jest zwickszenie wzglednej efektywnosci
wigzania miedzi w zaleznos$ci od stgzenia liganda ternarnego [20]. Ten efekt, ktory mozna
wyznaczy¢ w sposob ilosciowy za pomoca metody CI [26], moze sprawié, ze
w sprzyjajacych warunkach zdolno$¢ peptydow Xaa-His-R do wigzania jonow
miedziowych moze dorownywac peptydom ATCUN/NTS.

A B
9 o ﬁ
H N/\/N H I\JI/\/N
2 \/Cu2+ 2 \/Cui+ =0
“N
HZO ”\\ /:N N
N HN_ o
H 0

Rysunek 1. Struktury kompleksow 3N (A) i 4N (B). Dla uproszczenia pomini¢to niewiazace tancuchy boczne
aminokwasow

Figure 1. Structures of 3N (A) and 4N (B) complexes. For simplicity the non-bonding amino acid side
chains were omitted.

Badali$my rowniez szybko$¢ wymiany jonu miedziowego migedzy HSA, a 14-
peptydem modelowym transportera hCtrl [18]. Reakcja ta zachodzi przy t,, ok. 15 min.
W podobnym czasie zachodzi reakcja oddawania jonu Cu(II) od HSA do hepcydyny (log
CK7.4 = 14.66), wystepujacego w osoczu krwi w niewielkich stezeniach hormonu
peptydowego, réwniez zawierajacego sekwencje ATCUN/NTS [27].

Wartosci rownowagowe i dane kinetyczne, uzyskane w tych badaniach, wraz
z danymi analitycznymi na temat zakreséw stezen biologicznych poszczegodlnych
czasteczek, moga poshuzy¢ do wykonania wstgpnych symulacji dystrybucji miedzi
w osoczu krwi. Z obliczen tych wynika na przyktad, ze peptyd GHK nie moze
wystgpowacé w osoczu krwi w znaczacych ilosciach w formie kompleksu miedziowego,
gdyz ze wzgledu na ponad 1000-krotnie nizsze st¢zenie przegrywa konkurencje z HSA.
Tworzenie kompleksu ternarnego GHK-Cu(II)-HSA zmienia t¢ sytuacj¢ jedynie niezna-
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cznie [24]. Odkrycie to jest zaskakujace, gdyz uwaza si¢ powszechnie, ze GHK,
endogenny czynnik wzrostu i hormon tkankowy, jest aktywowany przez wigzanie jonu
Cu(II) [28]. Rysuje si¢ jednak mozliwos¢, ze niewielka frakcja GHK zwigzana do miedzi
w postaci kompleksu binarnego i ternarnych (ponizej 1%), moze uczestniczy¢
w transporcie miedzi, ze wzgledu na duzo wicksze szybko$ci wymiany jonu Cu?,
w stosunku do peptydow ATCUN/NTS [29].

Rowniez szybkosci wymiany jonu miedziowego migdzy albuming, a modelem
transportera hCtrl, zmierzone w naszych badaniach, budza watpliwosci, co do ich
adekwatnosci do uktadu biologicznego. Trudno pogodzi¢ ty, rzgdu 15 min. ze zmierzona
dla hCtrl wydajnoscia transportu miedzi do komoérki rzedu 10 jonéw na sekunde [30].
Ponadto dla oddzialywania mi¢dzy dwoma motywami ATCUN/NTS, dedykowanymi do
wigzania jonu Cu(Il), trudno wskaza¢ $ciezke, prowadzaca do dostarczenia do kanatu
transbtonowego hCtrl jonu Cu’. Co prawda zaobserwowano posrednio redukcje
komplekséw ATCUN/NTS do niezidentyfikowanych form Cu(I) w obecnosci kwasu
askorbinowego, ale proces ten byl rowniez powolny [31]. Ponadto kompleksow
miedziowych ATCUN/NTS nawet nie mozna zredukowac -elektrochemicznie do
kompleksoéw Cu(l) [32, 33].

2. BADANIA KINETYCZNE

W celu wyjasnienia tych sprzecznos$ci podjeliSmy badania mechanizmu tworzenia
komplekséw miedziowych ATCUN/NTS metodami szybkiej kinetyki. Metody te byly
dotad rzadko wykorzystywane w badaniach kompleksow Cu(ll) z peptydami.
W ostatnich latach badano jedynie tworzenie komplekséw z peptydami beta-
amyloidowymi (ABi-x) [34-38]. W eksperymentach tych przede wszystkim obserwowano
jednoetapowe tworzenie kompleksu koncowego. Tego samego spodziewalismy si¢ dla
modelowego tripeptydu Gly-Gly-His, zwlaszcza ze stata trwatosci jego kompleksu
miedziowego jest ponad stukrotnie wyzsza niz dla peptydow APi.x, co sugerowatoby
odpowiednio wiekszg statg asocjacji [24, 39]. Okazato si¢ jednak, ze jest inaczej. We
wspotpracy z laboratorium prof. Petera-Leona Hagedoorna na Uniwersytecie
Technicznym w  Delft (Niderlandy) dokonali§my  obserwacji  procesow
w mikrosekundowej i milisekundowej skali czasowej, co ujawnito istnienie nieznanych
dotad standw posrednich. Najciekawsze byto zaobserwowanie relatywnie dlugozyjacego
(t, = 97 ms) kompleksu posredniego o strukturze 2N przedstawionej na Rys. 2 [40].
Wykazali$my, ze ten kompleks posredni moze podtrzymywaé odwracalng parg redoks
Cu(II)/Cu(l), co jest warunkiem niezbgdnym dla procesu transportu miedzi przez hCtrl
[41]. Analogiczny kompleks posredni wykryliSmy réwniez we wspotpracy z laboratorium
dr. Liminga Yinga w Imperial College London [42]. W dalszych badaniach,
prowadzonych przede wszystkim w naszym laboratorium w IBB PAN, stwierdzilismy,
ze do tworzenia kompleksu posredniego 2N dochodzi zawsze w reakcjach kompleksow
miedziowych peptydow ATCUN/NTS. Ponadto w reakcjach z innymi peptydami,
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wskutek oddziatywan tancuchow bocznych, dochodzi do znacznego wydluzenia ty,
nawet dwudziestokrotnego. Posredni kompleks 2N powstaje réwniez w reakcjach
peptydow Xaa-His-R, cho¢ w tym przypadku jego ty, nie przekracza 10 ms [43]. Obecnie
prowadzimy  analogiczne  badania  modeli  peptydowych dla  domeny
zewnatrzkomoérkowej hCtrl.

H2Q
HZO\C’OHZ 2 \C/OHZ
u u
NFN/H}N 0 A SN 4
= H'\r{ =_— =\ H o NH
9 NH
N
N 0= _ H
O _H Q
o
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2N -cis(exo)

(o]
HpO  HH NH

N\ N H\H??z
-~ o N /
Sy—Cu —\4 = H  —Cu, o
HN Y, NH o OH2
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N \5L/§; _
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Rysunek 2. Postulowany schemat réwnowag strukturalnych w obrgbie kompleksu 2N (na podstawie [40],

[44])
Figure 2. Postulated scheme of structural equilibria within the 2N complex (based on [40], [44])

UWAGI KONCOWE

Odkrycie dlugozyjacych reaktywnych komplekséw przejsciowych w reakcji jonu
Cu(Il), spetniajacych kryteria chemiczne (czas zycia, reaktywno$¢) dla przeniesienia
miedzi przez hCtrl, zmienia paradygmat pozakomoérkowego transportu miedzi,
uprawdopodobniajgc schematy reakcji z pominigciem tworzenia inertnych kompleksow
4N, ktore petnityby wowczas role¢ magazynowa dla jonéw Cu(ll) [44]. Dodatkowym
potwierdzeniem dla tej propozycji jest wykrycie kompleksu 2N rowniez na §ciezce
dysocjacji kompleksu ATCUN/NTS [45].

Whioskiem o szerszym znaczeniu jest wykazanie w naszych badaniach, ze dla
skutecznego modelowania procesow biologicznych z udziatem jonow metali
niezbedne jest nie tylko wykonanie badan stanéw réwnowagi i struktur kompleksow,
lecz rowniez poznanie ich wtasciwosci kinetycznych.
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