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ABSTRACT

Deltorphin I (Tyr-p-Ala-Phe-Asp-Val-Val-Gly-NH,) and dermorphin (Tyr-p-Ala-Phe-
-Gly-Tyr-Pro-Ser-NH,) are natural opioid peptides that have been isolated from the
skin of South American frogs [1]. The presence of p-amino acid is crucial for their bio-
logical activity. The synthetic analogs of given heptapeptides containing L-alanine are not
analgesics [2]. Analysis of the influence of stereochemistry on molecular packing, dynamics
and biological functions of neuropeptides is still important for receptor studies and practical
applications (e.g. design of new selective pain killers).

Presented research is focused on the structure and dynamics of two N-terminal sequences
of dermorphin: tripeptide Tyr-p-Ala-Phe 1, tetrapeptide Tyr-b-Ala-Phe-Gly 2, and their
analogs with r-alanine: Tyr-Ala-Phe 3 and Tyr-Ala-Phe-Gly 4, using solid state NMR and
X-ray diffraction. This study clearly demonstrates that 1 and 2 crystallized under different
conditions to form exclusively one structure [3, 4]. In contrast, tripeptide and tetrapeptide
with L-Ala in the sequence very easily form different crystal modifications. Tyr-Ala-Phe 3
crystallizes into two forms: 3a and 3b [5], while Tyr-Ala-Phe-Gly 4 gives three modifi-
cations: 4a, 4b and 4c [4]. It seems that one of the factors, which can be important in the
preorganization mechanism anticipating the formation of crystals, is the intramolecular
CH-7 interaction between aromatic rings of tyrosine and/or phenylalanine and the
methyl group of alanine. Such interaction is possible only for p-Ala residue. For rL-Ala
in the peptide sequence, the methyl group is aligned on the opposite side with respect
at least to one of the aromatic groups. It can be further speculated that such internal
CH-7 contacts can also occur during the interaction of ligand-receptor, making the message
sequence of opioid peptides more rigid and finally selective. By employing different NMR
experiments (e.g. PISEMA MAS and PILGRIM) it was proven that the main skeleton of
analyzed peptides is rigid, whereas significant differences in the molecular motion of the
aromatic residues were observed [4, 6]. Solid state *H NMR spectroscopy of samples with
deuterium labeled aromatic rings: Tyr*-p-Ala-Phe 5, Tyr-n-Ala-Phe® 6, Tyr*-Ala-Phe 7,
Tyr-Ala-Phe® 8 was used to analyze the geometry and time scale of the molecular motion.
At ambient temperature, the tyrosine ring of sample 5 is rigid and in the sample 6 the
phenylalanine ring undergoes a ,,n-flip”. The tyrosine rings of form I of 7 and 8 are static,
while the phenylalanine rings of form II of 7 and 8 undergo a fast regime exchange [6].
Variable temperature *H measurements proved that the tyrosine and phenylalanine rings
of two forms of compounds 7 and 8 became more mobile with increasing temperature.
In contrast, the aromatic rings of samples 5 and 6 preserve their dynamics regime (static
tyrosine and ,,7r-flip” phenylalanine) in a large range of temperatures [6].

The analysis of °C, "°N labeled tetrapeptide Tyr-p-Ala-Phe-Gly 2’-phospholipid mem-
brane interactions suggests that peptide 2’ is aligned on the surface of the membrane (RFDR
MAS) and the sandwich-like 7-CH,-7 arrangement of the pharmacophore is preserved
(DARR) [7].

Keywords: opioid peptides, CH-7 interactions, molecular dynamics, peptide-phospholipid
interaction, NMR spectroscopy, 'H Ultra Fast MAS NMR, PISEMA MAS, PILGRIM, XRD
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WPROWADZENIE

W ostatnich latach wiele uwagi poswigca si¢ badaniom aktywnosci
biologicznej i aspektéw strukturalnych peptydéw opioidowych. Ogromne
zainteresowanie ta grupa zwigzkow wynika gléwnie z ich wlasciwosci analge-
tycznych i mozliwosci wykorzystania jako potencjalnych lekéw przeciwbélo-
wych nowej generacji. ,Iypowe” peptydy opioidowe, podobnie jak klasyczne
opiaty na czele z morfing, nie wykazuja wyraznej specyficznosci w stosunku
do receptordw p, 8, k, co moze by¢ przyczyng wystepowania efektow ubocz-
nych podczas ich stosowania. Bardziej wybidrcze okazaly si¢ dermorfina (Tyr-
-D-Ala-Phe-Gly-Tyr-Pro-Ser-NH,) oraz deltorfina I (Tyr-p-Ala-Phe-Asp-Val-Val-
-Gly-NH,) i II (Tyr-p-Ala-Phe-Glu-Val-Val-Gly-NH,), peptydy wyizolowane ze
skory potudniowoamerykanskich zab z rodzaju Phyllomedusa [1]. Obecnoé¢ p-ala-
niny w strukturze jest elementem decydujacym o ich aktywnosci biologicznej.
Z badan wynika, Ze syntetyczne analogi zawierajace L-alaning s3 nieaktywne i bezu-
zyteczne z punktu widzenia zastosowan farmakologicznych [2]. Pelne zrozumienie
roli p-alaniny i jej wplywu na bioaktywna konformacje neuropeptydow jest klu-
czowym zagadnieniem pozwalajacym zrozumie¢ mechanizm oddziatywan ligand-
-receptor, a takze ,,projektowac” nowe leki o wigkszej aktywnosci i selektywnosci.

Majac na uwadze fakt, ze struktura krystaliczna powyzszych peptydéw nie
zostala dotad poznana, prace badawcze zmierzajace do okredlenia wspoétzalez-
nosci struktury i aktywnos$ci biologicznej tych zwigzkéw prowadzone byly na
ich krétszych fragmentach odpowiedzialnych za rozpoznanie oraz polaczenie si¢
z miejscem wigzacym receptora. W przedstawionym artykule omdwione zostaly
badania struktury i dynamiki dwdéch N-terminalnych fragmentéw dermorfiny:
tripeptydu Tyr-p-Ala-Phe i tetrapeptydu Tyr-p-Ala-Phe-Gly oraz ich analogow
z L-alaning. Poréwnanie peptydéw posiadajacych w sekwencji alanine o przeciw-
nych konfiguracjach mialo na celu wyjasnienie wplywu stereochemii tego amino-
kwasu na konformacje tancucha, upakowanie molekularne w sieci krystalicznej,
a w konsekwencji na dynamike analizowanych ukladéw. Do badan wykorzystano
zaawansowane techniki spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego
w ciele statym SS NMR (ang. Solid State Nuclear Magnetic Resonance) i rentgenogra-
tie XRD (ang. X-Ray Diffraction). Pomimo, Ze technika SS NMR analizuje sie uktady
sproszkowane, a w przypadku X-Ray sa to badania monokrysztatu, komplementar-
no$¢ obu tych technik jest oczywista. NMR jest dobra metoda $ledzenia polimor-
fizmu, kontrolowania procesu krystalizacji, lokalnych zaburzen uporzadkowania
materii, a takze dynamiki czasteczki. X-ray pozwala wyznaczy¢ wzajemne polo-
zenia atomow, a dodatkowo umozliwia lepsza interpretacje wynikéw uzyskanych
z pomiaréw NMR.

Uzupelnieniem prezentowanych badan byta analiza oddzialywan tetrapeptydu
Tyr-p-Ala-Phe-Gly zbudowanego ze znakowanych °C i "N aminokwaséw z bong
fosfolipidowg oraz proba wyznaczenia jego bioaktywnej konformacji w warunkach
biomimetycznych i jej poréwnanie z konformacjg zdefiniowana metodami dyfrakto-
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metrycznymi. Problem ten jest niezwykle wazny, poniewaz okreslenie w przypadku
peptydow opioidowych ich bioaktywnej konformacji jest jednym z trudniejszych
zadan wspolczesnej chemii strukturalnej. Wynika to przede wszystkim z braku
dokladnych informacji strukturalnych o receptorach, z ktérymi oddziatuja te pep-
tydy, a w szczegdlnosci o ich stanach aktywnych.

1. BADANIA STRUKTURALNE

Otrzymano krystaliczng posta¢ peptydéw: Tyr-p-Ala-Phe 1, Tyr-p-Ala-Phe-
-Gly 2 oraz ich analogéw z r-alaning: Tyr-Ala-Phe 3, Tyr-Ala-Phe-Gly 4, dla kto-
rych wykonane zostaly badania z uzyciem techniki SS NMR. Do analizy rentgeno-
graficznej wykorzystano monokrysztaly peptydéw 2, 3 i 4. Badania te dostarczyly
informacji o geometrii molekularnej, a takze o wewnatrz- i miedzyczasteczkowych
oddzialywaniach wystepujacych w tych ukladach.

1.1. ANALIZA RENTGENOGRAFICZNA TRIPEPTYDU Tyr-Ala-Phe, TETRAPEPTYDU
Tyr-D-Ala-Phe-Gly I JEGO ANALOGU Z L-ALANINA [4, 5]

Omawiajac wyniki badan XRD warto zwrdci¢ uwage na dwa aspekty. W przy-
padku ukladéw modelowych z p-alaning otrzymywano zawsze jedng strukture,
bez wzgledu na zastosowane warunki krystalizacji, podczas gdy tri- i tetrapeptydy
posiadajace w sekwencji enancjomer L maja tendencje do tworzenia réznych form
krystalicznych. Wykrystalizowano dwie formy tripeptydu Tyr-Ala-Phe 3 (3a i 3b)
oraz trzy formy peptydu Tyr-Ala-Phe-Gly 4 (4a, 4b i 4c¢).

Wartym podkreslenia jest rowniez fakt, ze istotnym elementem strukturalnym
w peptydzie Tyr-p-Ala-Phe-Gly sg stabe wewngtrzczasteczkowe oddzialywania
CH-n, utworzone pomiedzy grupa metylowa p-alaniny a pier§cieniami aroma-
tycznymi tyrozyny i fenyloalaniny, pomimo ,,pseudocyklicznej” konformacji tego
peptydu wymuszonej obecnoscig wigzan wodorowych miedzy koncem aminowym
i karboksylowym z zaangazowaniem czgsteczki wody (Rys. 1). Specyficzny ukfad
typu ,sandwich” (7-CH,-m) wystepuje rowniez w tripeptydzie Tyr-p-Ala-Phe, z t3
tylko réznica, ze grupa metylowa alaniny znajduje si¢ blizej pierscienia aromatycz-
nego tyrozyny, z ktérym tworzy jedno wewnatrzczasteczkowe oddzialywanie CH-7
[3]. Tego typu interakcje bardzo czgsto wystepuja w polaczeniach peptydowych
i pomimo ich niewielkiej energii maja wplyw na upakowanie przestrzenne atomow,
jak réwniez na dynamike grup bocznych i konformacje tych zwigzkéw, co zostanie
zaprezentowane w dalszej czesci tego artykutu.

W peptydach Tyr-Ala-Phe i Tyr-Ala-Phe-Gly grupa metylowa znajduje si¢ po
przeciwnej stronie w stosunku do pierscieni aromatycznych tyrozyny i fenyloalaniny,
w zwigzku z czym nie tworzy z nimi wewnatrzczasteczkowych, a jedynie miedzycza-
steczkowe kontakty CH-7.
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Rysunek 1. Struktura krystaliczna tetrapeptydu Tyr-p-Ala-Phe-Gly 2 z widocznym ukladem typu ,,sandwich”
(n-CH,-7) oraz z zaznaczonym fragmentem ,,pseudocyklicznym” tworzacym si¢ miedzy koricem
aminowym i karboksylowym z udziatem czasteczki wody.

Figure 1. The crystal structure of Tyr-p-Ala-Phe-Gly 2 with shown ,,sandwich” system of (7-CH,-7) type
and the ,,pseudocyclic” fragment created between the N- and C-terminus groups involving water
molecule

1.2. BADANIA TRIPEPTYDU Tyr-Ala-Phe ORAZ TETRAPEPTYDOW
Tyr-Ala-Phe-Gly I Tyr-D-Ala-Phe-Gly ZA POMOCA SPEKTROSKOPII NMR
W CIELE STALYM [4, 5]

Rejestrujacjednowymiarowe widma "C CP-MAS (ang. Cross-Polarization Magic
Angle Spinning) potwierdzono obecno$¢ dwoch form krystalicznych tripeptydu
Tyr-Ala-Phe 3 (Rys. 2). Wida¢ znaczace réznice pomiedzy forma 3a i 3b w obsza-
rze alifatycznym, aromatycznym i karbonylowo/karboksylowym. Linie rezonan-
sowe odpowiadajace karbonylowym atomom wegla: tyrozyny — C10 i alaniny -
C20 bezposrednio zwigzanych z atomami azotu *N sg rozszczepione w przypadku
formy I. Wynika to z obecnosci resztkowego sprzezenia dipolowego “C-"*N, ktére
nie jest usredniane do zera w wyniku zastosowanej techniki MAS. W widmie
formy 3a widoczne sg trzy linie rezonansowe w zakresie 113-120 ppm, podczas
gdy dla formy 3b wystepuje tylko jeden sygnat w tym zakresie przy 116,7 ppm.
Poszerzenie sygnaléw formy II wynika z obecno$ci dwdch czasteczek tego peptydu
w asymetrycznej cze$ci komorki elementarnej. Potwierdza to wyniki badan rent-
genograficznych i $wiadczy o komplementarnosci tych dwoch metod badawczych.
Przypisania sygnaléw rezonansowych na widmach °C CP-MAS do struktury mole-
kularnej peptydéw 3a i 3b dokonano na podstawie eksperymentu Dipolar Depha-
sing i analizy wartosci gléwnych elementéw tensora przesunigcia chemicznego,
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wyznaczonych z eksperymentu 2D PASS (ang. Phase-Adjusted Spinning Sidebands).
W oparciu o analiz¢ mocy wigzan wodorowych, uzyskanych z pomiaréw XRD, roz-
rézniono sygnaly rezonansowe karbonylowych i karboksylowych atoméw wegla.

180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Rysunek 2. Widma ""C CP-MAS dwéch form tripeptydu Tyr-Ala-Phe 3 zarejestrowane w temperaturze poko-
jowej, przy predkosci rotacji 8 kHz wraz z przypisaniami sygnaloéw rezonansowych: a) forma 3a,
b) forma 3b

Figure 2. C CP-MAS spectra of two forms of tripeptide Tyr-Ala-Phe 3 recorded at room temperature with
a spinning rate of 8 kHz and the assignment of "°C resonance signals: a) form 3a, b) form 3b

Podobne podejscie metodologiczne, jak w przypadku struktur 3a i 3b, zastoso-
wano dla tetrapeptydu Tyr-p-Ala-Phe-Gly 2 i dwdch form Tyr- Ala-Phe-Gly - 4ai4b,
dla ktérych wykonano widma 'H Ultra Fast (UF) MAS, jak réwniez °C CP-MAS.
Do badan wykorzystano tylko uklady 4a i 4b, poniewaz nie udato sie wykrystalizo-
wac formy 4c¢ w ilo$ci wystarczajacej do pomiaréw NMR.

Poréwnujgc widma °C CP-MAS tetrapeptydéw 214 (Rys. 3) mozna wnioskowac,
ze pomimo takiej samej sekwencji aminokwasowej tych zwiazkdw, obecnos¢ alaniny
o konfiguracji b w fancuchu peptydowym ma istotny wplyw na strukture krysta-
liczng, upakowanie molekularne i dynamike grup bocznych. Linie rezonan-
sowe znajdujace si¢ w obszarze karboksylowo/karbonylowym sg lepiej rozdzie-
lone na widmie peptydu 2 w poréwnaniu z peptydem 4, w przypadku ktdrego
widoczne jest ich nalozenie i poszerzenie. Z kolei sygnaly rezonansowe pocho-
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dzace od atomoéw Cl15 i C17 pierscienia aromatycznego tyrozyny zaréwno dla
formy 4a, jak i 4b s3a usrednione. Koalescencja ta nie wystepuje w przypadku
peptydu 2, w widmie ktérego obecne s dwa sygnaly znajdujace si¢ w zakresie
110-120 ppm. Sugeruje to, ze aromatyczne pierScienie tych zwigzkéw podlegaja
odmiennym procesom dynamicznym, wynikajagcym najprawdopodobniej z obec-
nosci wewnatrzczasteczkowych oddzialywan CH-m w peptydzie Tyr-b-Ala-Phe-
-Gly 2, ktorych istnienie wykazala analiza XRD. Niewielkie rdznice w ksztalcie linii
rezonansowych i ich przesunieciach chemicznych analizowanych peptydow wida¢
réwniez w rejonie alifatycznym (15-60 ppm).

T T T T T 1
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Rysunek 3. Widma "“C CP-MAS tetrapeptydéw zarejestrowane w temperaturze pokojowej przy predkosci
rotacji 8 kHz a) Tyr-p-Ala-Phe-Gly 2 wraz z przypisaniami sygnaléw rezonansowych do struk-
tury molekularnej zaprezentowanej powyzej widm, b) forma 4a, c) forma 4b

Figure 3. C CP-MAS spectra of tetrapeptides recorded at room temperature with a spinning rate of 8 kHz:
a) Tyr-p-Ala-Phe-Gly 2 with the assignment of °C resonance signals to molecular structure
shown above spectra b) form 4a, c) form 4b

Réznice $wiadczace o odmiennych strukturach krystalicznych peptydow
2 i 4 mozna zauwazy¢ takze na widmach 'H UF MAS wykonanych przy pred-
kosci rotacji 60 kHz (Rys. 4). Linie rezonansowe tetrapeptydu 2 sg relatywnie
ostre i lepiej rozdzielone w poréwnaniu z sygnatami pochodzacymi od form 4a
i 4b. Widoczng roznicg pomiedzy nimi jest obecnos¢ intensywnego sygnalu na
widmie przy 6, = 5,0 ppm dla formy 4b w stosunku do formy 4a, pochodzacego
od czgsteczek wody obecnych w sieci krystalicznej (Rys. 4b i c). Interesujagcym jest
fakt, ze intensywnos¢ tego sygnalu zmniejsza sie stopniowo podczas przechowy-
wania probki w temperaturze pokojowej, w konsekwencji czego po pewnym czasie
widmo formy 4b jest takie samo w poréwnaniu z widmem formy 4a. T3 transfor-
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macje lepiej przedstawiajg widma "C CP-MAS wykonane w zakresie temperatur
296-373 K (Rys. 5). Najbardziej diagnostyczny obszar, pokazujacy etapy przejscia
jednej formy w druga, znajduje si¢ w zakresie 150-160 ppm (atom wegla C16).
W temperaturze 323 K w tym rejonie widoczne sg juz dwa sygnaly rezonansowe
o poréwnywalnej intensywnosci, co wskazuje na obecnos¢ zaréwno formy 4b, jak
i 4a tetrapeptydu 4. Podnoszac temperatur¢ o 30 K stosunek wielkosci sygnalow
obu form w prébce zmienia si¢ na korzy$¢ formy 4a (6, = 157,7 ppm). Natomiast
w 373 K jest juz obecna tylko struktura 4a. W podobny sposéb wizualizujg ten pro-
ces sygnaly atoméw karbonylowo/karboksylowych (165-180 ppm) i alifatycznych
(42-60 ppm). Tego typu przemiana jest wynikiem powolnego uwalniania czaste-
czek wody z sieci krystalicznej formy 4b, co wskazywal wczesniejszy eksperyment
'H UF MAS. Interesujacym jest, ze po ochtodzeniu wczesniej ogrzanej prébki nie
obserwowano powrotu do wyjsciowej formy 4a. Ponadto proba ponownego dyfu-
zyjnego wprowadzenia wody do sieci krystalicznej nie powiodla sig, co jest kolej-
nym dowodem na nieodwracalnos¢ tego procesu.

c)

T T T T T T
16 12 8 4 0 ppm

Rysunek 4. Widma 'H UF MAS tetrapeptydow zarejestrowane w temperaturze pokojowej przy predkosci
rotacji 60 kHz: a) Tyr-p-Ala-Phe-Gly 2, b) forma 4a, c) forma 4b

Figure 4. 'H UF MAS NMR spectra of tetrapeptides recorded at room temperature with a spinning rate of
60 kHz: a) Tyr-p-Ala-Phe-Gly 2, b) form 4a, ¢) form 4b
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Rysunek 5. Widma "“C CP-MAS formy 4b zarejestrowane w zakresie temperatur 296-373 K przy predkosci
rotacji 8 kHz

Figure 5. C CP-MAS spectra of form 4b recorded at temperature range 296-373 K with a spinning rate of
8 kHz

Przypisan strukturalnych tetrapeptydu 2 dokonano na podstawie homo- i hete-
rojadrowych eksperymentéw w ciele stalym. Najbardziej diagnostycznym z nich
okazal si¢ eksperyment “C-"C DARR (ang. Dipolar-Assisted Rotational Reso-
nance) [8], wykonany z uzyciem mieszaniny (9:1, m/m) zwigzku 2 i tetrapeptydu
Tyr-p-Ala-Phe-Gly 2’ znakowanego izotopami C i "N, ktérego synteze zaplano-
wano w konteksécie badan z uktadami fosfolipidowymi (Rys. 6). Niemniej jednak
ze wzgledu na nalozenie sygnaléw rezonansowych karbonylowych atoméw wegla
alaniny - C20 i fenyloalaniny — C30, konieczne bylo zastosowanie innego podejscia
eksperymentalnego pozwalajacego na ich jednoznaczne rozréznienie. Uzyto tu eks-
perymentu wykorzystujacego podwojna polaryzacje skro$ng 'H-""N-""C DCP MAS
(ang. Double Cross-Polarization) [9]. Polega on na przeniesieniu polaryzacji z jader
'H na "N podczas pierwszego transferu, a w drugim - z jader °N na "’C, w konse-
kwencji czego otrzymuje sie widmo jednowymiarowe 1D "C lub 2D “C-"N. Tego
typu widma wykonane z uzyciem mieszaniny peptydéw 2 i 2’ przedstawione sg na
Rysunkach 71 8.
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Widma 2D “C-"C DARR mieszaniny peptydéw 2 i 2’ zarejestrowane z predkoscia rotacji 20 kHz
i czasem mieszania rownym 32 ms: a) widmo 2D DARR w pelnym zakresie, b) obszar aroma-
tyczny w projekcji F1 widma, ) obszar karbonylowo/karboksylowy w projekcji F1 widma

2D "C-"C DARR spectra of peptides 2 and 2’ mixture recorded with a spinning rate of 20 kHz
and mixing time equal to 32 ms: a) 2D DARR spectrum, b) the aromatic region of F1 projection,
¢) the carbonyl/carboxyl region of F1 projection
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Widma "C: a) DCP-MAS mieszaniny peptydow 2 i 2’; pierwsze widmo przedstawia sygnat atomu
wegla C11 polaczonego z amoniowym atomem azotu tyrozyny, a drugie — sygnaly rezonansowe
atoméw wegla C20 i C31 zwigzanych z amidowym atomem azotu fenyloalaniny, b) CP-MAS tetra-
peptydu 2

C spectra: a) DCP-MAS of peptides 2 and 2’ mixture; the first spectrum show the signal of C11
carbon atom bonded to ammonium nitrogen atom of tyrozine, and the second spectrum - reso-
nance signals of C20 and C31 carbon atoms bonded to amide nitrogen atom of phenylalanine,
b) CP-MAS of tetrapeptide 2
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Rysunek 8. Widmo “C-""N DCP-MAS mieszaniny peptydéw 2 i 2’; korelacja atomu azotu: N grupy amonio-
wej — 26,7 ppm i °N grupy amidowej fenyloalaniny - 112,7 ppm

Figure 8. PC-""N DCP-MAS spectrum of peptides 2 and 2’ mixture; the correlation of: "°N nitrogen atom of
ammonium group of phenylalanine - 26,7 ppm and "N nitrogen atom of amide group of pheny-
lalanine - 112,7 ppm

2. BADANIA DYNAMIKI MOLEKULARNE] Z WYKORZYSTANIEM
SPEKTROSKOPII NMR W CIELE STALYM

Problem dynamiki molekularnej jest szczegdlnie istotny podczas analizy ukla-
dow w warunkach fizjologicznych, czyli w temperaturach ok. 37°C. Dzisiaj stan-
dardem w badaniach rentgenograficznych sg badania niskotemperaturowe, tak tez
zostaly wykonane pomiary X-Ray prezentowanych peptydéw. Jednak w przypadku
wykorzystywania struktur rentgenograficznych jako uktady odniesienia do badan
modelowych peptyd-receptor, procesy dynamiczne musza by¢ w jakim$ stopniu
rozpoznane.

Spektroskopia NMR oferuje kilka metod pozwalajacych bada¢ dynamike mole-
kularng w ciele statym: pomiary czaséw relaksacji C T , °C T, analiza profili pola-
ryzacji skro$nej, gléwnych elementéw tensora i ksztalttu linii widma jadra deuteru.
Wszystkie te podejscia, wykazujace zréznicowanie proceséw dynamicznych piers-
cieni aromatycznych tyrozyny i fenyloalaniny w badanych peptydach, zastosowano
w ramach prezentowanej rozprawy doktorskiej. Jednak w artykule przedstawione
zostang jedynie wyniki badan uzyskane za pomoca rezonansu deuterowego oraz
technik ,,recouplingowych” PISEMA (ang. Polarization Inversion Spin Exchange at
the Magic Angle) [10] i PILGRIM (ang. Phase-Inverted LG RecouplIng under MAS)
[11], ktore nie byly wczes$niej wykonywane w Samodzielnej Pracowni Badan Struk-
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turalnych, ani w Zadnym laboratorium w Polsce. Czytelnik zainteresowany glebsza
analizg prezentowanej tematyki bez trudu dotrze do prac oryginalnych cytowanych
w tym artykule.

2.1. ZASTOSOWANIE EKSPERYMENTOW PILGRIM I PISEMA MAS
W BADANIACH DYNAMIKI N-TERMINALNYCH SEKWENCJI DERMORFINY
Z L- I D-ALANINA [4, 6]

Wirowanie probki pod katem magicznym eliminuje lub redukuje sprzezenia
dipolowe, co w konsekwencji prowadzi do utraty wielu cennych informacji na temat
struktury i dynamiki czgsteczek. W celu odzyskania (ang. recoupling) tych informa-
cji stosuje sie odpowiednie sekwencje impulsowe, ktore sg zaprojektowane w taki
sposob, aby w czasie eksperymentu ,,przywroci¢” sprzezenia pomiedzy oddziatywu-
jacymi spinami jadrowymi. Sposrdd wielu sekwencji ,,recouplingowych” na szcze-
go6lng uwage zastuguja LG-CP, PISEMA czy PILGRIM, od pewnego czasu wykorzy-
stywane w badaniach ruchéw molekularnych biomolekul w ciele statym.

— q—

a)

-d —d/2 0 drz  d

Rysunek 9. a) Dipolowy dublet Pake’a dla sprzezonej pary spinéw (I-S) w polikrystalicznej prébce; odle-
gloé¢ pomiedzy wierzchotkami dubletu d jest réwna stalej sprzezenia dipolowego; b) wierzchotki
dubletu odpowiadaja sytuacji kiedy wektor I-S jest prostopadty (6 = 90°) oraz réwnolegly (6 = 0°)
do wektora zewngtrznego pola magnetycznego (B ); w przypadku kiedy wektor I-S jest zoriento-
wany pod katem 6 = 54,7° do wektora B sprzezenie dipolowe jest réwne zero i nie ma wpltywu na
czestotliwo$¢ rezonansowa [12]

Figure 9. a) Dipolar Pake pattern for two coupled spins (I-S) in a polycrystalline powder sample; the spacing
between the points of maximum intensity d is equal to the dipolar coupling constant; b) the points
with maximum intensity corresponds to the case where vector I-S is perpendicular (6 = 90°) and
parallel (6 = 0°) to B ; when the vector I-S is oriented to the vector B at 6 = 54,7° angle, the dipolar
coupling is zero and does not influence on the resonance frequency [12]

W wyniku heterojadrowego sprzezenia dipolowego otrzymuje si¢ charakte-
rystyczny ksztalt linii rezonansowej nazywany dubletem Pakea (Rys. 9) [12]. Odle-
glo$¢ pomiedzy maksimami w tym dublecie jest réwna stalej sprz¢zenia dipolowego
~ d. Typowa wartos¢ stalej d dla izolowanej i statycznej pary spinéw 'H-"C, w ktérej
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jadra oddalone s3 o 1,09 A, wynosi 22,7 kHz. W eksperymentach PISEMA MAS
i PILGRIM ksztalt linii widmowej przypomina klasyczny dublet Pake’a, a rozszcze-
pienie w dublecie dipolowym dla ukltadéw statycznych jest rowne 13,1 kHz. Jednak
ze wzgledu na to, ze ruchy molekularne redukuja sprze¢zenie dipolowe, odleglos¢
w dublecie i jego ksztalt mogg ulec zmianie, co wykazano na przyktadzie analizowa-
nych ukladéw peptydowych.
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Rysunek 10. Zakres alifatyczny (10-60 ppm) i aromatyczny (105-150 ppm) widm 2D PISEMA MAS zareje-
strowanych w temperaturze pokojowej z predkoscig rotacji rowna 13 kHz oraz projekcje F1 tri-
peptydow Tyr-p-Ala-Phe 1 i Tyr-Ala-Phe 3

Figure 10.  The aliphatic (10-60 ppm) and the aromatic region (105-150 ppm) of 2D PISEMA MAS spec-
trum recorded with a spinning rate of 13 kHz and F1 projection of tripeptide Tyr-p-Ala-Phe 1 and
Tyr-Ala-Phe 3

W przypadku tripeptydéw z p- i rL-alaning zastosowana zostala sekwencja
PISEMA MAS. Analiza dwuwymiarowych widm korelujacych przesuniecia che-
miczne jader °C ze sprzezeniem dipolowym 'H-"C, a takze projekcji F1 (Rys. 10),
odzwierciedlajacych heterojadrowy dublet dipolowy wykazala, ze pierscien tyro-
zyny tripeptydu 1 jest nieruchomy (d = 13,1 kHz), podczas gdy pierscien fenyloala-
niny ulega szybkim ruchom (d = 4,1 kHz). Z kolei oba pierscienie formy 3a tripep-
tydu 3 sg statyczne, o czym $wiadcza wartosci d dubletu, wynoszace dla tyrozyny
i fenyloalaniny, odpowiednio, 13,1 kHz i 13,0 kHz. Fragmenty aromatyczne formy
3b w przeciwienstwie do formy 3a charakteryzuja sie znaczng dynamika, co obra-
zujg odlegtosci pomiedzy wierzchotkami dubletu réwne 4,1 kHz dla fenyloalaniny
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i3,9 kHz dla tyrozyny. Grupa metylowa alaniny we wszystkich analizowanych powy-
zej uktadach krystalicznych charakteryzuje si¢ dynamika o nieznacznie rdznigcej si¢
czestotliwosci, czego wynikiem sg wartoéci d wynoszace dla tripeptydu 1 i formy 3a
6,2 kHz, a dla formy 3b 7,1 kHz. Zastosowany eksperyment, oprocz wgladu w dyna-
mike aromatycznych grup bocznych, umozliwia takze analize¢ ruchéw atoméw C,
i C,, ktore jak przedstawia Rysunek 10 charakteryzuja si¢ wartosciami d odpowiada-
jacymi ukladowi statycznemu (d = 12,2-12,4 kHz).
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Rysunek 11. Widma 2D PILGRIM zarejestrowane w temperaturze pokojowej z predkosécia rotacji réwna
13 kHz: a) tetrapeptydu 2, b) formy 4a; poréwnanie obszaréw: ¢) aromatycznych atoméw piers-
cienia fenyloalaniny, d) aromatycznych atoméw pierscienia tyrozyny, e) alifatycznych peptydu 2
(kolor czarny) i formy 4b (kolor czerwony), f) projekcje F1 dla wybranych atoméw wegla tetra-
peptydu 2, formy 4a i 4b

Figure 11. 2D PILGRIM spectra recorded at room temperature with a spinning rate of 13 kHz: a) tetrapep-

tide 2, b) form 4a; comparison of regions: ¢) aromatic - phenylalanine ring, d) aromatic - tyrozine

ring, e) aliphatic — peptide 2 (black) and form 4b (red), f) F1 projection for selected carbon atoms

of tetrapeptide 2, form 4a and 4b
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Analiza poréwnawcza dwuwymiarowych widm PILGRIM i projekcji F1 wyka-
zala, ze pierScienie tyrozyny i fenyloalaniny tetrapeptydu 2 sg statyczne, co potwier-
dzaja wartosci odlegtosci pomiedzy wierzchotkami dubletu dipolowego, wynoszace,
odpowiednio, 12,6 kHz i 12,9 kHz, jak réwniez badania XRD. Wartosci d dubletu
dipolowego dla atoméw wegla pierscieni fenyloalaniny form 4a i 4b, wynoszace,
odpowiednio, 7,7 kHz i 7,1 kHz, wskazuja na ruch typu ,,n-flip”, co udowodnita
réwniez Hong i wspotpracownicy na przykladzie wolnej fenyloalaniny [11]. Z kolei
odlegtosci d dla atomoéw wegla pierscieni tyrozyny form 4a i 4b przyjmuja wartos¢
posrednia (odpowiednio 9,7 kHz i 9,6 kHz), ktora sugeruje obecnos¢ niewielkich
drgan tych grup, ale wyklucza obrét typu ,,-flip”

2.2. BADANIE DYNAMIKI PIER‘SCIENI AROMATYCZNYCH SELEKTYWNIE
ZNAKOWANYCH TRIPEPTYDOW Tyr-D-Ala-Phe I Tyr-Ala-Phe ZA POMOCA
REZONANSU DEUTEROWEGO [6]

Uzupelnieniem badan proceséw dynamicznych zachodzgcych w czasteczkach
modelowych peptydow w fazie statej bylo zastosowanie spektroskopii magnetycz-
nego rezonansu jadra deuteru. Zaletg tej metody jest fakt, ze widmo deuterowe jest
zazwyczaj proste i odzwierciedla zachowanie tylko wigzati C-"H. Dodatkowym atu-
tem tej techniki jest stosunkowo krotki czas rejestracji widma statycznego, ponie-
waz oddzialywania kwadrupolowe w znakomity sposdb przyspieszaja relaksacje.
Pomimo tego, Ze statyczne widma “H NMR charakteryzuja sie szerokg linig rezo-
nansows, analiza ich ksztaltu dostarcza szczegdtowych informacji o rodzaju ruchu
wybranych fragmentdéw czasteczki (Rys. 12), a takze o zakresie jego czestotliwosci
(10°°10°Hz). W przypadku ukladu statycznego ksztalt linii odpowiada typowemu
dubletowi kwadrupolowemu, w ktérym odleglos¢ pomiedzy wierzchotkami d
wynosi 128 kHz. W miare zwigkszania czestotliwosci ruchow ksztalt tego dubletu
ulega zmianie, a odleglo$¢ pomiedzy jego wierzchotkami zmniejsza si¢. W sytuacji
gdy pierscien aromatyczny podlega obrotowi o 180° odleglos$¢ miedzy wierzchot-
kami jest rowna 1/4 odleglosci dla ukladu statycznego, natomiast podczas swobod-
nej rotacji pierscienia fenylowego wokot osi 1,4 — wynosi 1/8 d.
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Rysunek 12. Teoretyczne ksztalty linii widma deuterowego dla réznych typéw ruchu analizowanego ukfadu
(13]

Figure 12.  The theoretical line shapes of deuterium spectrum for variety type of motion of analyzed structure
(13]

180°

Uktady modelowe: Tyr*-p-Ala-Phe 5, Tyr-p-Ala-Phe® 6, Tyr*-Ala-Phe 7,
Tyr-Ala-Phe® 8 postuzyly do wykonania pomiaréw z wykorzystaniem sekwencji
echa kwadrupolowego bez rotacji probki oraz analizy ksztattu linii w funkcji tem-
peratury. Statyczne widma *H NMR tripeptydéw 5 i 6 zaprezentowane na Rysunku
13 pokazuja, Ze pierscien tyrozyny nie ulega procesom dynamicznym. Ksztalt linii
odpowiada typowemu dubletowi kwadrupolowemu, w ktérym odleglos¢ pomie-
dzy wierzchotkami wynosi okoto 128 kHz. Z kolei pierscien fenyloalaniny obraca
sie o 180° wokot osi 1,4 w bardzo szerokim zakresie temperatur (153-353 K), co
potwierdza ksztalt linii charakterystyczny dla tego typu ruchu.



884 K. TRZECIAK-KARLIKOWSKA

~128 kHz

o
£

~32 kHz

353K

353K
333K

203K
313K
293 K 163 K

4000 2000 0 -2000 -4000 ppm 4000 2000 0 -2000 -4000 ppm

Rysunek 13.  Widma *H QUADECHO tripeptydéw: a) Tyr"-p-Ala-Phe 5 zarejestrowane w zakresie temperatur
293 - 353 K i b) Tyr-p-Ala-Phe® 6 zarejestrowane w zakresie temperatur 153-353 K

Figure 13.  ’H QUADECHO spectra of tripeptides: a) Tyr*-p-Ala-Phe 5 recorded at temperature range
293-353 K and b) Tyr-p-Ala-Phe® 6 recorded at temperature range 153-353 K

Z pomiardw ,,solid echo” dwoch form tripeptydu 7 wykonanych w kilku tem-
peraturach wynika, ze pier§cien tyrozyny formy I jest statyczny w temperaturze
293K, jednakwrazzjej wzrostem zwieksza si¢ jego dynamika (Rys. 14). Bardziej oczy-
wista jest sytuacja w przypadku formy II. Jak wynika z ksztaltu linii w temperaturze
233 K pierscien nie podlega procesom dynamicznym, natomiast juz w temperaturze
268 K i wyzszej zaczyna obracac si¢ o 180° wokot osi 1,4 (Rys. 14).

Formal Formalll

353 K

w
w
w
: >

303K

313K

]

293 K

N N w
-~ - )

4000 2000 0 -2000 -4000 ppm 4000 2000 0 -2000 -4000 ppm

Rysunek 14. Widma *H QUADECHO dwéch form tripeptydu Tyr*'-Ala-Phe 7, zarejestrowane w zakresie tem-
peratur 233-353 K

Figure 14.  ’H QUADECHO spectra of two forms of tripeptide Tyr*-Ala-Phe 7 recorded at temperature
range 233-353 K
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Z analizy ksztaltu linii statycznych widm *H NMR dwéch form tripeptydu 8
przedstawionych na Rysunku 15 wynika, Ze pierscien tyrozyny formy I nie podlega
procesom dynamicznym w analizowanym zakresie temperatur (nieznaczne drgania
tego fragmentu czgsteczki pojawiajg si¢ w temperaturze 333 K). W przypadku formy
IT pierscien fenyloalaniny w temperaturze 233 K jest statyczny. Wykonujac pomiar
w temperaturze 293 K obserwuje si¢ ksztalt linii powstaly w wyniku natozenia linii
rezonansowych odpowiadajacych statycznej i rotujacej grupie fenylowe;j. Jak wynika
z badan XRD w asymetrycznej czg$ci komorki elementarnej znajduja sie dwie cza-
steczki peptydu 3. Mozna zatem wnioskowa¢, ze dwie nieréwnocenne magnetycznie
czgsteczki posiadajg odmienng dynamike w ciele statym: w 293 K jeden z pier$cieni
fenylowych wykonuje obroty o 180°, a drugi jest statyczny. W temperaturze 353 K
oba pier$cienie zaczynajg rotowac, co potwierdza jednoznacznie ksztalt linii widma
deuterowego (Rys. 15). Taki przypadek jest znany. Sparks i wspdtpracownicy udo-
wodnili zréznicowang dynamike tancucha bocznego dwdch molekut metioniny
przy uzyciu rezonansu deuterowego [14].

Forma Il
Formall
353K
333K
278K
233K 193K
4000 2000 0 -2000  -4000 ppm 4000 2000 0 -2000  -4000 ppm

Rysunek 15.  Widma "H QUADECHO dwéch form tripeptydu Tyr-Ala-Phe® 8, zarejestrowane w zakresie tem-
peratur 193-353 K

Figure 15.  *H QUADECHO spectra of two forms of tripeptide Tyr-Ala-Phe” 8 recorded at temperature
range 233-353 K

3. BADANIE ODDZIALYWANIA ZNAKOWANEGO IZOTOPOWO
TETRAPEPTYDU Tyr-p-Ala-Phe-Gly Z BLONA FOSFOLIPIDOWA [7]

Ostatni etap prezentowanej pracy doktorskiej dotyczyt poszukiwania odpo-
wiedniej metodologii umozliwiajacej wyznaczenie konformacji i lokalizacji
N-terminalnej sekwencji dermorfiny - tetrapeptydu Tyr-p-Ala-Phe-Gly w $rodo-
wisku biomimetycznym, ktore stanowita btona fosfolipidowa. Zdefiniowanie kon-
formacji aktywnej w przypadku peptydéw opioidowych w ukladach biatek mem-
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branowych, do ktérych nalezg receptory opioidowe, nie jest zadaniem fatwym,
z powodu trudnosci z krystalizacja receptoréw GPCR. W zwigzku z tym coraz
cze$ciej prace badawcze zmierzajace do okreslenia konformacji tych zwiazkéw pro-
wadzone sg $rodowisku najlepiej imitujacym naturalne warunki w komorce, czyli
w obecnosci blon fosfolipidowych, ktére, jak wynika z doniesien literaturowych,
w kontakcie z peptydem wymuszajg jego bioaktywna konformacje.

W pierwszej kolejnosci zostal przygotowany odpowiedni uktad biomimetyczny,
sktadajacy si¢ z mieszaniny fosfolipidow DMPC i DMPG w stosunku 10:3. Sktad
takiego modelu btony wybrano na podstawie doniesien literaturowych, z ktérych
wynika, ze taka kompozycja fosfolipidéw jest optymalna do badania oddziatywan
z peptydami posiadajacymi aromatyczne i alifatyczne reszty aminokwasowe [15].
Charakterystyki tego ukladu dokonano na podstawie widm protonowych i fosforo-
wych wykonanych technika HR MAS (ang. High Resolution Magic Angle Spinning)
(Rys. 16).

.

T T 1
40 20 0 -20 -40 ppm
Rysunek 16. Widma: a) 'H HR MAS NMR membrany DMPC : DMPG (10:3) zarejestrowane z predkosci rota-
cji 5 kHz, w temperaturze 303 K, b) *'P HR MAS NMR zarejestrowane z predkoscia rotacji 7 kHz,
w temperaturze 273 K
Figure 16.  The spectra: a) 'H HR MAS NMR of DMPC : DMPG (10:3) membrane recorded with a spinning
rate of 5 kHz at 303 K, b) *'P HR MAS NMR recorded with a spinning rate of 7 kHz at 273 K

Nastepnie w przygotowanej btonie umieszczono znakowany izotopowo pep-
tyd 2’ w celu okreslenia jego lokalizacji i konformacji. Jednym z eksperymentow
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umozliwiajgcych tego typu badania jest 'H-'H RFDR MAS (ang. Radio Frequency
Driven Dipolar Recoupling), ktéry jest modyfikacja klasycznego eksperymentu
NOESY (ang. Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy), polegajaca na wprowadze-
niu serii impulséw 7 zsynchronizowanych z predkoscig rotora [16]. Zastosowanie
tych dodatkowych impulséw przyspiesza komunikacje spindw, zwigkszajac inten-
sywnos¢ pikoéw korelacyjnych i skracajac czas pomiaru. Widmo RFDR MAS ukfadu
DMPC:DMPG:peptyd 2’ zawiera intensywne sygnaly pochodzace od protonéw fos-
folipidéw (Rys. 17). Dodatkowo zaobserwowa¢ mozna piki korelacyjne od protonow
aromatycznych tetrapeptydu. Niestety, ze wzgledu na niewielka ilo$¢ tego peptydu
w ukladzie fosfolipidowym (2%) proba wizualizacji jego pikéw korelacyjnych z pro-
tonami fosfolipidéw jest utrudniona z powodu szuméw w zakresie 1-2 ppm. Bar-
dziej diagnostyczny jest rejon widma przedstawiajacy piki korelujace protony frag-
mentdéw aromatycznych peptydu z protonami wody (4,6 ppm) i grup metylowych
choliny (5), ktore sugerowalyby, ze analizowany tetrapeptyd znajduje si¢ najpraw-
dopodobniej na powierzchni btony. Jak pokazuje literatura takg wlasnie tendencje
umiejscawiania sie w membranach majg peptydy o malych masach czgsteczkowych
(np. enkefalina) [17].
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Rysunek 17. a) Widmo 'H-'H RFDR MAS ukladu DMPC:DMPG:peptyd 2’, zarejestrowane przy czasie mie-
szania réwnym 50 ms z predkoscia rotacji 7 kHz, w temperaturze 308 K; schemat: b) czasteczki
znakowanego tetrapeptydu 2’, ¢) fosfolipidu DMPC

Figure 17.  a) 'H-'H RFDR MAS spectrum of DMPC:DMPG:peptide 2’ recorded with a mixing time equal to
32 ms with a spinning rate of 7 kHz at 308 K; the scheme of: b) the labeled tetrapeptide 2, ¢) phos-
pholipid DMPC
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W wielu przypadkach zaktada si¢ a priori podobienstwo konformacyjne ukla-
déw w rdéznych stanach skupienia, dlatego probujac okresli¢ konformacje aktywna
peptydu 2’ w ukladzie fosfolipidowym nalezy wzig¢ pod uwage fakt, ze srodowisko
biomimetyczne moze wymusza¢ zupelnie inng konformacje¢ peptydu. W zwiazku
z tym przeprowadzono analize poréwnawcza konformacji peptydu 2’ przed i po
wprowadzeniu go do blony fosfolipidowej. W tym celu najwygodniej jest zastoso-
wac te same sekwencje impulsowe. Majac do dyspozycji rézne techniki spektrosko-
pii SS NMR, uzywane do wyznaczania odleglosci pomiedzy sprzegajacymi si¢ przez
przestrzen jadrami °C, wykorzystano eksperyment PARIS (ang. Phase-Alternated
Recoupling Irradiation Scheme using orthogonal radio-frequency phases) [18], od
niedawna uzywany do badan strukturalnych biomolekut. Umozliwit on obserwa-
cje oddziatywan dipolowych pomiedzy jadrami “C z uwzglednieniem istotnych
kontaktow grupy metylowej alaniny C22 z pierScieniami aromatycznymi tyrozyny
ifenyloalaniny, przy wydtuzeniu czasu kontaktu do 256 ms (Rys. 18). Obserwacje te s3
w pelni zgodne z danymi rentgenostrukturalnymi. Niestety w przypadku uktadu
modelowego blona-peptyd 2’ analogiczny eksperyment nie dostarczyl jednoznacz-
nych informacji na temat topologii peptydu w srodowisku biomimetycznym.
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Rysunek 18. Obraz bedacy natozeniem dwdch widm C-"C PARIS mieszaniny peptydéw 2 i 2” (9:1) wyko-
nanych przy réznych czasach mieszania: 7 = 64 ms (czarne piki korelacyjne) oraz 7, = 256 ms
(czerwone piki korelacyjne), zarejestrowane w temperaturze 273 K z predkoscia rotacji 20 kHz:
a) caly zakres spektralny °C, b) wybrany fragment

Figure 18.  Comparison of two spectra *C-""C PARIS peptides 2 and 2’ mixture (9:1) recorded with various
mixing time: 7, = 64 ms (black correlation peaks) and 7_= 256 ms (red correlation peaks), recor-
ded with a spinning rate of 20 kHz at 273 K: a) full range of °C spectra, b) selected fragment

Zdecydowanie lepsze rezultaty uzyskano wykorzystujac sekwencje DARR.
Analizujac widma otrzymane tg technika wida¢, ze wigkszo$¢ pikéw korelacyjnych
pochodzacych od peptydu 2’ i ukladu blona-peptyd pokrywa si¢ (wyjatek stanowia
dwa piki przy 6 = 48 ppm i 52 ppm od sygnaldéw atoméw C41 i C21).
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Rysunek 19. Obraz bedacy natozeniem dwéch widm C-"C DARR: mieszaniny peptydéw 2 i 2’ (9:1) (niebie-
skie piki korelacyjne) i uktadu DMPC : DMPG : peptyd 2’ (czerwone piki korelacyjne) wykona-
nych przy 7 = 128 ms, w temperaturze 273 K z predkosci rotacji 10 kHz: a) caly zakres spektralny
C, b) obszar alifatyczny projekcji F2, c) obszar aromatyczny projekcji F2

Figure 19.  Comparison of two spectra "C-""C DARR: peptides 2 and 2’ mixture (9:1) (blue correlation peaks)
and DMPC : DMPG : peptyd 2’ (red correlation peaks) recorded with a spinning rate of 10 kHz,
7, =128 ms at 273 K: a) full range of "°C spectra, b) the aliphatic region of F2 projection, c) the
aromatic region of F2 projection

PODSUMOWANIE

Badania X-Ray wykazaly, ze zardwno tripeptyd Tyr-Ala-Phe 3, jak i tetrapeptyd
Tyr-Ala-Phe-Gly 4 z tatwoscia tworza rézne formy krystaliczne. Wynika z tego,
ze zwigzki te charakteryzuja si¢ wigksza swoboda konformacyjng niz analogiczne
peptydy posiadajace w strukturze p-alanine. Mozna wiec przypuszczacé, ze jednym
z wazniejszych czynnikéw wplywajacych na proces ,,preorganizacji” poprzedzajacy
tworzenie krysztalu jest obecno$¢ wewnatrzczasteczkowych oddziatywan CH-7
pomiedzy pierécieniami aromatycznymi tyrozyny i/lub fenyloalaniny a grupa mety-
lowa alaniny. Jak wykazaty badania rentgenograficzne tego typu interakcje mozliwe
sa tylko w przypadku analizowanych przeze mnie ukladéw posiadajacych alanine
o konfiguracji p. Fakt ten tlumaczylby role p-alaniny w sekwencji sygnalowej der-
morfiny, jak réwniez brak aktywnosci biologicznej syntetycznych pochodnych
zawierajacych enancjomer L tego aminokwasu. Mozna spekulowad, ze takie interak-
cje wystepujg rowniez podczas kontaktu liganda z receptorem opioidowym, zmniej-
szajac labilno$¢ konformacyjng peptydu, a przez to zwigkszajac jego selektywno$¢.

Pomiary “C CP-MAS potwierdzily istnienie: jednej formy krystalicznej tetra-
peptydu Tyr-p-Ala-Phe-Gly 2 i dwdch w przypadku analogu Tyr-Ala-Phe-Gly
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4 oraz peptydu Tyr-Ala-Phe 3. Ponadto na podstawie analizy widm 'H UF MAS
i temperaturowych widm "°C CP-MAS wykazano nieodwracalne przejécie formy 4b
tetrapeptydu Tyr-Ala-Phe-Gly w forme 4a.

W oparciu o eksperymenty PISEMA MAS i PILGRIM wykazano, ze fancuch
gléwny tri- i tetrapeptydéw z p- i L-alaning jest usztywniony, a dynamika moleku-
larna zwigzana jest z ruchem pierscieni aromatycznych tyrozyny i fenyloalaniny.

Analiza ksztaltu linii statycznych widm deuterowych tripeptydéw 5, 6, 7, 8,
w ktorych jeden z pier§cieni aromatycznych zawierat atomy deuteru, potwierdzila
zroznicowanie proceséw dynamicznych pierscieni w lancuchach bocznych tych
aminokwaséw i dodatkowo umozliwita zdefiniowanie ich ruchu jako ,,7-flip”.

Badania tetrapeptydu 2’ w srodowisku biomimetycznym pozwolity na dopra-
cowanie procedury przygotowania blony fosfolipidowej i jej charakterystyki za
pomocg eksperymentéw 'H i P HR MAS, a takze umozliwily jedynie na sfor-
mulowanie przypuszczenia, ze peptyd 2’ znajduje si¢ na powierzchni blony fos-
folipidowej ('"H-'H RFDR MAS). Analiza widm otrzymanych techniky DARR
wykazala duza zgodno$¢ pikow korelacyjnych pochodzacych od peptydu i ukladu
peptyd-blona. Mozna zatem przypuszczaé, ze konformacja tetrapeptydu Tyr-p-
-Ala-Phe-Gly, okreslona za pomocg technik w ciele stalym jest zblizona do tej, ktora
przyjmuje podczas kontaktu z ukladem fosfolipidowym. W tym miejscu warto
przypomnie¢, ze w sieci krystalicznej tetrapeptyd 2 przyjmuje konformacje ,,pseu-
docykliczng” Obecnos$¢ czgsteczki wody, ktora poprzez wigzania wodorowe spina
N- i C-konce peptydu wydaje sie kluczowa. Podobienstwo konformacyjne tetrapep-
tydu w formie krystalicznej i po wbudowaniu w blone DMPC : DMPG sugeruje, ze
woda réwniez w ukladzie biomimetycznym pelni funkcje medium sprzegajacego.
Wynik ten mozna traktowac jako kolejny argument potwierdzajacy, iz wystepujacy
w postaci jonu obojnaczego fragment Tyr-p-Ala-Phe-Gly, ulokowany jest w hydro-
filowym obszarze btony.

Rozwijanie metodologii spektroskopii NMR w ciele statym w badaniach pro-
duktéw naturalnych i syntetycznych polaczen bioorganicznych stanowi element
szerszej strategii badawczej od wielu lat realizowanej w Samodzielnej Pracowni
Badan Strukturalnych CBMiM PAN. W zwiazku z tym wartym podkreslenia jest
fakt, ze eksperymenty PILGRIM, PISEMA MAS, DCP, DARR czy PARIS, wykorzy-
stane do prezentowanych badan, zostaly wykonane po raz pierwszy w Polsce, a opu-
blikowane prace NMR w ciele stalym dotyczace tej tematyki pochodza wylacznie
z grupy prof. Marka Potrzebowskiego.
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