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ABSTRACT

Peptidomimetics are different groups of compounds which are the
modifications of natural occurring peptides — mostly in the sense of the structure.
Due to these kind of changes, the new, modified systems are more stable and could
act as a tool dedicated in specific biological activity. One of the most important and
developed group of peptidomimetics are B-peptides.

This review discusses the coordination ability of peptides containing f-amino
acid residues incorporated into their sequence. Special attention is given to
the importance of PAla residue and metal binding affinity of transition metal ions,
especially Cu®” ion. The coordination process occurs analogously to peptides
composed of a-amino acids. The complexes are usually formed initially by
coordination of N-terminal amine group and subsequently, with increasing pH
value, by deprotonation of amide bonds. The main difference can be observed in the
stability and geometry of complexes. Namely, the stability constants of B-peptides
are usually slightly lower than in the case of natural analogues. Furthermore,
the review presents data according to coordination ability of peptides containing
B-amino acids, such as: BAsp, BHis, BCys and BLys. In spite of differences between
standard peptides and their analogues, containing B-amino acid residues, there are
no very important differences in the model of their coordination with the transition
metal ions. However, the comparison of B-peptides and their natural counterparts
reveals interesting features, which can be useful for more effective designing
of new compounds possessing expected properties.

Keywords: B-peptide, coordination, transition metal ion
Stowa kluczowe: B-peptyd, koordynacja, jon metalu przejsciowego
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WPROWADZENIE

Jedna z najciekawszych grup peptydomimetykoéw stanowia B-peptydy. Sa to
analogi naturalnych a-peptydéw, lecz gtéwna roznica miedzy peptydami a- i - jest
lokalizacja grupy aminowej. W przypadku o-peptyddw wspomniana grupa jest
przytaczona do atomu wegla a, podczas gdy B-peptydy posiadaja grupe aminowa
usytuowana przy atomie wegla B. Wilaczenie B-aminokwasu do tancucha peptydowego
umozliwia tworzenie wielu nowych konformeréow, ktére moga by¢ niezbedne
w projektowaniu innowacyjnych lekdw. Przytoczone szczegoélne wilasciwosci
strukturalne sa konsekwencja roznorodnej liczby katéw torsyjnych pomiedzy
sasiadujacymi wiazaniami peptydowymi (Rysunek 1) [1-4].
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Rysunek 1. Katy torsyjne o- (a) i B-peptydow (b); X, Y: sekwencja peptydu; Ry, R,: tancuch boczny
Figure 1. Torsional angles of a- (a) and B-peptides (b); X,Y: sequence of the peptide; R, R,: side chain

Okazuje sie, iz struktury B-peptydow sa czesto wykorzystywane jako $rodki
farmaceutyczne [5, 6]. Speiniaja one role odpowiednich konformacyjnie mimetykow
naturalnych peptydéw, poniewaz przyjmuja struktury drugorzedowe podobne do
uktadow peptydow a. Jednak w przeciwienstwie do naturalnych peptydow, B-peptydy
nie sa hydrolizowane przez wigkszo$¢ enzymoéw proteolitycznych [7-9]. Jest to powdd
dla ktorego przytoczone zwiazki chemiczne sa stosowane m.in. jako antybiotyki
[10-12], leki przeciwnowotworowe, przeciw wirusowi HIV [13] oraz S$rodki
umozliwiajace wigzanie z tancuchem DNA i RNA [6, 14].

Powszechnie wiadomo, iz peptydy posiadaja zdolnos¢ do koordynowania jonow
metali [15, 16]. Najczesciej stosowang reakcja kompleksowania jest tworzenie
5- 1i6-czlonowych pierscieni chelatowych. W owych ukladach jon metalu jest
skoordynowany przez grupe aminowa, atomy donorowe grupy karbonylowej, wigzanie
peptydowe badz atomy donorowe lancucha bocznego. Zasadniczym miejscem wigzania
uczestniczacego w tworzeniu kompleksu jest m.in. azot imidazolowy, siarka tiolowa
oraz tlen karbonylowy. Wspomniane lokalizacje naleza odpowiednio do reszt
histydyny, cysteiny, asparaginy oraz kwasu glutaminowego [17, 18]. Przytoczone
aminokwasy, zawierajace wymienione wczesniej grupy funkcyjne, najczesciej sa
obecne w centrach aktywnych enzymow [19-21].

Wystepowanie jonu metalu w danym biatku jest zwiazane nie tylko z jego
udziatem w katalizie, ale takze odpowiada za stabilizacje struktury drugorzedowej
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wymaganej w niezbednych funkcjach biologicznych [22, 23]. W przypadku preferencji
koordynacyjnych, B-peptydy sa doskonatymi ligandami, gdyz wykazuja zdolno$¢ do
tworzenia kompleksow z jonami metali, zwlaszcza z Cu*" czy Zn®" [22, 24, 25].
Potaczenie zdolnosci koordynacyjnych jonow metali oraz odpornosci na aktywnosé
enzymow metabolizujacych, umozliwia zaprojektowanie serii najnowszej generacji
zwiazkow chemicznych o potencjalnych aktywnosciach farmaceutycznych. Przytoczone
ukltady  znajduja  zastosowanie jako $rodki lecznicze w  schorzeniach
neurodegeneracyjnych, takich jak choroba Alzheimera lub Parkinsona [26].
Dodatkowym argumentem jest fakt, iz f-peptydy maja znakomite warunki do tworzenia
chelatéw oraz przenoszenia jonéw metali bioracych udzial w stanach patologicznych
[27-29].

W literaturze naukowej mozna znalez¢ glownie informacje dotyczace sposobow
koordynacji naturalnych peptydow [16-19], struktur drugorzedowych utworzonych
przez B-peptydy [1-3, 13, 30, 31] lub opisujacych oddziatywania pomigdzy
poszczegdlnymi jonami metali a strukturami peptydowymi [12, 13]. Aktualnie zaden
z opublikowanych artykutow nie scharakteryzowat specyficznego sposobu koordynacji
zachodzacego miedzy pB-peptydami a jonami metali przejsciowych. W niniejszej
publikacji nasza uwage chcieliby$my skupi¢ sie na preferencjach koordynacyjnych
B-peptydéw i B-aminokwasow oraz sklasyfikowaé obecna wiedze zwiazana z owym
zagadnieniem. Moze to by¢ przydatne w celu projektowania aktywnych biologicznie
zwiazkow  chemicznych, szczegdlnie  uzytecznych ~w  leczeniu  chordb
charakteryzujacych sie nieprawidlowym poziomem jonéw metali przejsciowych.

1. KOORDYNACJA JONOW METDALI Z B-AMINOKWASAMI

Jednym z najprostszych B-aminokwasow jest BAla. Mane i wspdtpracownicy
badali stabilnos¢ wspomnianego aminokwasu w stosunku do jonéw Mn*", Cu*",
Fe’* oraz Ni*". W wyniku miareczkowania pH-metrycznego metoda Irvinga-Rossoti
ustalono, ze stabilno$¢ termodynamiczna komplekséw zawierajacych przytoczone
jony metali wynosi odpowiednio: Cu** > Ni*" > Fe'" > Mn’". Krzywe
miareczkowania PAla zawieraja dwa niezalezne etapy neutralizacji, zwigzane
z wystepowaniem grup -NH, i -COOH podatnych na dysocjacje [32].

Zdolnosci koordynacyjne BAla wzgledem Cu®" byly w centrum zainteresowar
licznych grup badawczych [33-37]. Zespdt Arkosi prowadzit badania nad sposobem
koordynacji kompleksow pojedynczych —p-aminokwaséw z jonem Cu®".
Przeanalizowali oni serie B-podstawionych aminokwasow,
gdzie -H, -Me, -Et, -iBu, -iPr, -cHex, -1-EtPr oraz -fBu stanowity taficuchy boczne.
Prowadzone eksperymenty wykazaly, iz kompleksy te wystepuja w roztworze
wodnym w postaci szesciu form: [CuLH]H, [CuL]’, [CuL2H2]2+, [CuL,H]" w tym
dwoch izomeréw [CuL,]. Ponadto, kompleks Cu®* z BAla wystepuje w charakterze
[Cul,H.,] przy wartosci pH wyzszej niz 9,5. Forma [CuLH]*" przewaza w niskim
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pH, w ktérym grupa aminowa jest uprotonowana. Tylko zdeprotonowana grupa
karboksylowa uczestniczy w koordynacji Cu®". Pozostale pozycje mozliwe do
koordynacji sa oblegane przez czasteczki wody, podczas gdy uklad [CuL,H,]*"
tworzy sie poprzez zajecie sfery koordynacji grupy karboksylowej z kolejnego
aminokwasu. Wraz ze wzrostem wartosci pH, i w konsekwencji deprotonacjg grupy
aminowej, pojawiaja si¢ kompleksy typu [Cul,H]" oraz [CuL]". Pierwsza
przedstawiona forma sklada si¢ z dwoch grup karboksylowych iaminowych
w pozycjach ekwatorialnych do jonu Cu®’. Za$ drugi kompleks zbudowany jest
z obu grup funkcyjnych jednej czasteczki aminokwasu, tzn. grup -COOH oraz
-NH,. Przy najwyzszej wartos¢ pH pojawit si¢ kompleks [CuL,], sktadajacy si¢
z dwoch czasteczek liganda oraz grupy aminowej i karboksylowej przyjmujac
pozycje trans lub cis, gdzie izomer cis jest izomerem Korzystniejszym [38]. Aby
okreslic wplyw rodzaju tancucha bocznego na zdolnosci koordynacyjne nalezy
postuzy¢ sig¢ statymi trwalosci (Tabelal) oraz efektami -elektronowymi
i sterycznymi [39, 40]. Autorzy dowiedli, iz obecnos¢ rozgalezionych
podstawnikéw przyczynia si¢ do faworyzowania powstawania zdeprotonowanych
ligandow [38].

Tabela 1. State trwato$ci dwoch najczesciej formowanych typoéw [CuL]" i cis-[Cul,] uzyskane z eksperymentu
potencjometrycznego [38]
Table 1. Stability constants of two of the most common formed species [CuL]" and cis-[CuL,] obtained from

potentiometry experiment [38]

Lancuch boczny B-aminokwasu Warto$¢ logf dla [CuL]* Warto$é logg dla cis-[Cul,]

-H 7,00(1) 12,51(1)

-Me 7,02(1) 12,80(2)

-Et 7,17(1) 13,14(1)

-iBu 7,12(1) 13,06(2)

-iPr 7,12(1) 13,09(1)

-cHex 7,33(1) 13,38(5)

-1-EtPr 7,23(5) 13,25(8)

-1Bu 7,33(1) 13,22(2)

2. KOORDYNACJA JONOW METALI Z PEPTYDAMI
2.1. DIPEPTYDY

Najczgsciej spotykany sposdb wigzania dwuwartosciowych jondéw metali
przejsSciowych to tworzenie 5-cztonowych pierscieni chelatowych. Wiazanie
odbywa si¢ przez grup¢ aminowa i tlen karbonylowy w sasiedniej sferze
koordynacji tworzenia wigzania peptydowego (-NH,, -CO). Kolejnym
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sposobem koordynacji jest wykorzystanie N-koncowej grupy aminowej w pozycji
chelatujacej z atomami donorowymi gtownego tancucha N-amidowego (-NH,, N)
(Rysunek 2). Zaprezentowana na ponizszym rysunku geometria koordynacji jest
charakterystyczna dla naturalnych dipeptydow [17, 19].

R HN—X R4 0
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Rysunek 2. Podstawowe sfery koordynacji utworzone przez a-peptydy zawierajace wolng N-koncowa grupe
aminowa: a) (NH,, CO); b) (NH,, N'); X: sekwencja peptydu

Figure 2. The basic coordination sites formed by a-peptides containing free N-terminal amine group:
a) (NH,, CO); b) (NH,, N°); X: sequence of the peptide

W poréwnaniu do  naturalnych  odpowiednikow,  wprowadzenie
B-aminokwaséw do sekwencji peptydowej przyczynia si¢ do wystepowania
réznorodnych rodzajow koordynacji [16, 19]. Obecnos¢ dodatkowego atomu wegla
miedzy wigzaniami amidowymi (lub/i aminowymi, grupa karbonylowg) prowadzi
do pojawienia si¢ 6-cztonowych chelatow. Zasadniczo, ten rodzaj zamiany
zmniejsza stabilno$¢ komplekséw ze wzgledu na zwiekszenie elastycznosci
struktury. Jest to szczegOlnie obserwowane, gdy liczba 6-cztonowych
skondensowanych pierscieni rosnie [41, 42].

Stabilno$¢ ugrupowan zalezy od pozycji reszty B-aminokwasowej w tancuchu
peptydowym. W celu ustalenia roli 6-cztonowych pierscieni chelatowych dla
stabilnosci kompleksu, Sigel i wsp. zbadali uktady - dipeptydy zawierajace reszty
Gly i pAla w réznych kombinacjach: GlyGly, GlypAla, pAlaGly i PAlapAla
w charakterze potencjalnych ligandéw dla Cu®" [43]. Jon miedzi(Il) dzieki
zdolnosci  deprotonowania grupy -NH,, wykazuje najlepsze wlasciwosci
koordynacyjne wigzania amidowego obecnego w peptydach sposréd innych jondw
metali przejsciowych. Jest to rezultatem efektu chelatowego, zwykle zaczynajacego
sie od zakotwiczenia jonu Cu®" do bardziej kwasowej grupy, a nastepnie azotu
amidowego, ktéry moze by¢ zdeprotonowany oraz odporny w normalnych
warunkach, poniewaz wartos¢ pK~15 [15].

Stabilnos¢ charakterystycznego dla dipeptydu kompleksu [CuH_ L], ze sfera
koordynacyjna (NH,, N, COO") utworzong przez dwa skondensowane pierscienie
chelatowe, zostala ustalona przez zespdt badawczy kierowany przez Sigela
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(Rysunek 3). W przypadku tego sposobu koordynacji stabilno$¢ uktada sie
odpowiednio: (5, 5) > (5, 6) > (6, 5) > (6, 6). Przedstawione dane ukazuja wlaczenie
6-czlonowego pierscienia jako reszty P-aminokwasowej do uktadu koordynacji
przyczyniajac si¢ do zmniejszenia stabilnosci chelatéw [43]. Podobne cechy mozna
zaobserwowa¢ w peptydach o dluzszym lancuchu gléwnym, w ktorych
atomy -COO" grupy karboksylowej sa zastapione przez ugrupowanie karbonylowe
nalezace do kolejnego wigzania amidowego. W tym przypadku stabilnos$¢ przebiega
nastepujaco dla (NH,, N°, CO): (5, 6) > (5, 5) > (6, 5) > (6, 6) [42].

Rysunek 3.  Sfera koordynacji: a) (NH,, N', COO"); b) (NH,, N°, CO); X: sekwencja o-peptydu
Figure 3. The coordination sites: a) (NH,, N', COO"); b) (NH,, N', CO); X: sequence of the a-peptide

Stechiometria oraz grupy donorowe zaangazowane w koordynacje
dipeptydow: BAlaGly i GlyBAla z Cu®" zostaly okreslone przez Sovago i wsp.
(Tabela 2). Uklady GlyGly wykazuja analogiczny sposdb wigzania
z naturalnym peptydem, lecz gléwna rdznica opiera si¢ na zastapieniu
pierscieni 5- pierscieniami 6-czlonowymi (BAla), co przyczynia si¢ do zmian
w stabilnosciach komplekséw (Tabela 3). Kolejne réznice zwigzane sa
z preferencjami formowania si¢ kompleksu przy danej stechiometrii.
Mianowicie, BAlaGly nie tworzy kompleksu typu [CuH_,L,]
w przeciwienstwie do GlyGly czy GlypAla. Dodatkowo, BAlaGly réwniez nie
preferuje tworzenia kompleksu [CuH,L,]*, podczas gdy dla GlypAla
omowione formy sg bardziej stabilne niz w analogu GlyGly [44].

Tabela 2. Stechiometria oraz miejsca koordynacyjne dipeptydu GlyGly i jego analogow zawierajacych reszte
BAla [44]
Table 2. Stoichiometry and coordination sites of dipeptide GlyGly and its analogues containing fAla residue
[44].
Peptyd Stechiometria Sfery koordynacyjne pH
[Cu(HL),]* 2(CO0O) 35
[CuL]’ (NH,, CO) 4,7
GlypAla
[CuH. L] (NH,, N°, COO") 6,9
[CuH,L] (NH, N', COO")(OH") 11,1
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[CuH.,Ly] (NH,, N°, COO")(NH,, CO) 11,7
[CuH,L,)* 2(NH,, NY) 13,1

[Cu(HL),]* 2(CO0) 4,8

[CuL]' (NH,, CO) 54

BAlaGly [CuH.,L] (NH,, N', COO") 8,9
[CuHLL] (NH,, N, COO")(OH) 11,4
[CuH.,Ly] (NH,, N°, COO")(NH,) 10,9

[Cu(HL),]* 2(CO0") 3,8

[CuL]' (NH,, CO) 4,1

[CuHL,]' (NH,, CO)(COO") %)

[CuH.,L] (NH,, N', COO") 6,9

GlyGly [Cu(H.,L)(HL)] (NH,, N°, COO’)(COO0") 5,5
[CuHLL] (NH,, N, COO")(OH) 10,3

[CuH.,Ly] (NH,, N°, COO")(NH,, CO) 8,6

[CuH,L,)* 2(NH,, NY) 13,2

[CuH.;L)* (NH,, N)2(OH) 12,9

Ponizsze wartosci statych trwalosci wskazuja stabilno$¢ na poziomie:
(5,5)>(6,5)>(5,6) w przeciwienstwie do wynikow uzyskanych przez Sigela

i wsp. [43].
Tabela 3. Stale statosci dla [CuH.,L] dipeptydow zawierajacych reszty Gly i BAla [44]
Table 3. Stability constants for [CuH.,L] species of dipeptides containing Gly and BAla residues [44]
Peptyd logp
GlyGly 1,33
BAlaGly 1,21
GlypAla 0,91

Kolejnym interesujacym przyktadem jest karnozyna (Rysunek 4) — naturalnie
wystepujacy B-dipeptyd, zbudowany z B-alaniny i histydyny. Wspomniany zwigzek
chemiczny bierze udzial w wielu procesach biologicznych zywych organizmow,
m.in. buforowaniu pH, reakcji przeciwutlenienia oraz regulacji receptoréw
i enzymow [45, 46]. Ponadto, posiada tendencje do tworzenia komplekséw z
jonami metali przejsciowych, gtownie z Cu®" jak réwniez Zn>". Dodatkowo,
karnozyna wykazuje mniejszg zdolnosci koordynacyjne niz AlaHis czy His [47,

48].
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Rysunek 4.  Struktura karnozyny
Figure 4. Structure of carnosine

W przypadku kompleksow z Cu®" formy kompleksowe obecne
W roztworze wystgpuja w postaci monomerdéw, dimerdw oraz trimeréw. Przy
wartosci pH>6,7 peptyd posiada predyspozycje do tworzenia komplekséw
dimerycznych. Uzyskane wyniki wskazuja, ze w zakresie fizjologicznego pH
czasteczka wystepuje w trzech réznych formach. Jeden z uktadéw tworzy sie przy
nadmiarze liganda i obejmuje grupg aminowa, zdeprotonowany azot amidowy,
grupe karboksylowa oraz azot z pierscienia imidazolowego nalezacego do drugiego
liganda [49, 50].

Ponadto karnozyna tworzy nie tylko kompleksy z Cu®" czy Zn", lecz réwniez
z innymi jonami metali, takimi jak Cd*", Mn®" i Co®". Na postawie stalych trwatosci
mozna wysunaé wnioski, iz istnienie zaprezentowanych struktur w organizmach
zywych jest niemozliwe [50]. Jon Zn>" indukuje deprotonacje N-koncowej grupy
aminowej i azotu pochodzacego od wigzania peptydowego. Utworzenie
kompleksow [ZnHL]" jak i [ZnL] zachodzi gléwnie przy wartosci pH mniejszej niz
7.5. Z kolei przy wyzszych warto$ciach pH nastepuje proces wytracania. Co istotne,
jon Zn>" posiada zdolnosci do tworzenia kompleksow bis(ligandow), a takze form
oligomerycznych [49]. Badano réwniez zwiazki kompleksowe z Hg”", Ni*", Pb*",
Pt*" oraz Ag" [51-53], jednak uklady z Cu®* zostaly przebadane najdoktadniej [53].

2.2. TRIPEPTYDY

Przewazajaca rdéznorodno$¢ struktur obserwuje sie dla tripeptydow,
w ktorych atomy azotu kolejnych wigzan peptydowych i C-koncowa grupa
karboksylowa znajduja si¢ w pozycji chelatujacej z N-koncowa grupa aminows.
Zaangazowanie innej ,.kotwicy” przyczynia si¢ do wystgpowania réznych metod
wigzan kompleksow (NH,, 2N°, COO) (Rysunek 5), a w konsekwencji do wzrostu
stabilnosci [17].
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Rysunek 5. Miejsca koordynacji: (NH,, 2N°, COO); Ry, Ry, Rj: taficuch boczny
Figure 5. The coordination sites: (NH,, 2N°, COO"); Ry, R,, Rs: side chain

Peptydy zawierajace w swojej sekwencji minimum trzy reszty aminokwasowe
na ogot wystepuja w postaci komplekséw z Cu®"w geometrii kwadratowo-plaskie;.
Mechanizm sposobu koordynacji opiera si¢ na otoczeniu jonu przez tancuch
peptydowy i nasyceniu czterech ekwatorialnych miejsc wigzania, tworzac
S-cztonowe pierscienie odpowiadajace odleglosci migdzy sasiednimi wigzaniami
amidowymi w a-peptydach [15-19].

Grupa badawcza kierowana przez Sanna udowodnita znaczenie 6-cztonowych
pierscieni chelatowych wraz z ich iloscig w sekwencji dla stabilnosci kompleksow.
Zbadali oni seri¢ tripeptydow zawierajacych PBAla w réznych pozycjach oraz ich
kompleksy z Cu”" (Tabela 4) [42].

Zasadniczo, peptydy w charakterze komplekséw z jonami metali wystepuja
gléwnie w postaci: [CuL]", [CuL,], [CuH_,L], [CuH,L] i [CuH.L,] (Tabela 4).
Stechiometrie komplekséw sg pordwnywalne do form utworzonych przez peptydy
zawierajace trzy reszty Gly. Wyjatek stanowia tancuchy zawierajace PAla
w pozycji N-koncowej. Owa lokalizacja reszty P-aminokwasowej praktycznie
wyklucza tworzenie bis(ligandéw). Natomiast w przypadku monoligandéw stala
trwatosci formy [CuL]" utworzona przez N-koncowa Gly i PAla jest zblizona [42].

Tabela 4. Sfery koordynacyjne B-tripeptydow [42]

Table 4. Coordination sites of p-tripeptides [42]
Typ kompleksu Grupy zawierajace atom donorowy
[CuL] (NH,, CO)
[CuL,] 2(NH,, CO)
[CuH.,L] (NH,, N, CO)
[CuH., L, (NH,, N', CO)(NH,, CO)
[CuHL,L] (NH,, 2N, COO)
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W  przypadku kompleksow [Cul,] oraz [CuH_L] jak i peptydow
zawierajacych PAla w pierwszej pozycji, wykazuja one nizsza stabilnos¢ dzigki
utworzeniu  6-czlonowych pierscieni. Spowodowane jest to przewazajaca
preferencja chelatow do tworzenia pierscieni 5-cztonowych. Dodatkowo, zwigzane
jest to ze zwiekszonag planarnoscia pierscieni 5- niz 6-cztonowych. Jednakze
chelatacja typu [CuH_,L] dominuje nawet przy nadmiarze peptydow. Tworzenie
bis(ligandow) przez peptydy z reszta BAla umiejscowiong w pozycji N-koncowej
jest niekorzystne oraz wymaga przejsciowego zakresu wartosci pH [42].

Tabela 5.  Stala trwalosci kompleksow z jonami Cu®* (logB), pK(NH;") i pK(COOH) dla [CuH_,L] tripeptydow
zawierajacych reszty Gly i BAla [42]

Table 5. Stability constant of complexes with Cu>" ion (logf), pK(NH;") and pK(COOH) values for [CuH.,L]"
species of tripeptides containing Gly and BAla residues [42]

Peptyd logf pK(NH;") pK(COOH) logk .
BAlaGlyGly 5,79 9,29 3,26 -15,08
BAlaGlyBAla -6,34 9,29 4,11 -15,63

BAlaBAlaBAla - 9,33 4,09 -
GlyBAlaGly 5,51 8,06 3,36 -13,57
GlypAlapAla 8,37 8,12 4,09 -16,49
GlyGlyBAla 6,24 7,93 4,09 -14,17

GlyGlyGly -7,02 7,93 3,32 -14,95

Uzupetnienie omoéwionych badah stanowig wartosci statych protonacii,
przedstawione w Tabeli 5. Mianowicie, wskazuja one na zwigkszong zasadowos¢
grupy aminowej jak i zmniejszona kwasowos¢ grupy karboksylowej dla peptydow
zawierajacych BAla odpowiednio w pozycjach N- i C-koncowych. Wprowadzenie
PBAla wewnatrz sekwencji nie wykazuje znaczacego wpltywu na deprotonacje
amidowego azotu w tancuchu peptydowym [42].

Badania kompleksow [CuH_,L]" utworzonych przez tripeptydy pozwolily na
otrzymanie wartosci stabilnosci (logK ) na
poziomie: (5, 6,5)> (5,5, 6)>(5,5,5)> (6, 5,5)> (6, 5, 6) > (5, 6, 6) > (6, 6, 6)
dla miejsca koordynacji (NH,, 2N°, COO"). Warto zaznaczy¢, ze tylko w przypadku
BAlapAlaAla wystepowanie wodorotlenkow spowodowato trudnosci w okresleniu
logk, dla formy [CuH,L]. Odpowiednie stale trwalosci dla kompleksoéw
utworzonych przez poszczegdlne peptydy przedstawiono w Tabeli 5.
Zaprezentowana kolejnos¢ potwierdza destabilizujacy efekt wprowadzenia PAla,
a w konsekwencji obecnos¢ 6-cztonowego pierscienia w pozycji N-koncowej [42].

Na uwagg zastuguja dane otrzymane dla peptydow z reszta f-aminokwasowa
na drugiej i trzeciej pozycji w sekwencji peptydowej. Obecnos¢ 6-cztonowego
pierscienia chelatowego w ukladach (5, 6, 5) oraz (5, 5, 6) odpowiednio zwigksza
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ich stabilnos¢. Prawdopodobnie zwigzane jest to z geometria kompleksow. Otéz
obecnos$¢ 5-czlonowych pierScieni przyczynia si¢ do powstawania bardziej
napietych struktur niz ich analogi zawierajace 6-czlonowe pierscienie w wyzej
wymienionych uktadach [42].

Kolejnym interesujagcym zagadnieniem jest wplyw wielkosci pierscienia
w pozycji C-koficowej na stabilno$¢ kompleksu z jonem Cu*". Hanaki i in.
przedstawili badania dotyczace roli wielkosci podstawionego trzeciego
skondensowanego pierscienia do sekwencji GlyGlyX. Wyniki potwierdzaja, ze
peptyd zawierajacy PAla na trzeciej pozycji jest bardziej stabilny niz analog z Gly
tworzacy (5, 5, 5)-cztonowy pierscien. Najbardziej prawdopodobnym wyjasnieniem
tego zjawiska jest utworzenie zrelaksowanej struktury kompleksu przez
(5, 5, 6)-cztonowe pierscienie niz z pierScieniami (5, 5, 5)-cztonowymi [38].
Ogodlne zestawienie to: (5,5,6)> (5, 5,5)>(5,5,7) > (5,5,8)>(5,5,9) dla
kompleksu [CuH,L] (fadunek zostal pominigty przez autoréw) ze statg trwatosci
logfs rowng odpowiednio: -6,0 > -6,7 > -7,9 > -8 .8 > -8,9 [54, 55].

2.3. TRIPEPTYDY Z KOORDYNUJACYM EANCUCHEM BOCZNYM

Wiasciwosci formowanych komplekséw zmieniaja sie, gdy dodatkowe miejsce
koordynujace, np. reszta aminokwasowa z tancuchem bocznym, zostaje
wprowadzone do sekwencji peptydu. Jednym z najlepiej koordynujacych
fragmentdw jest pierscien imidazolowy histydyny. Reszta ta powoduje pojawienie
si¢ 6-czlonowego pierscienia chelatujgcego z udziatem donora w postaci 8-azotu
z pierscienia imidazolowego (Rysunek 6), co w konsekwencji podwyzsza
stabilno$¢ kompleksu [16].

W przypadku B-peptydow, obecnos¢ [-aminokwasu przyczynia si¢ do
powstania innego, 6-czlonowego pierscienia chelatujacego jon metalu - zjawisko to
opisano w pracy Nagaj i in. Przebadano w niej grupe tripeptydow zawierajacych
reszty alaniny (i/lub B-alaning) oraz histydyny na ostatniej pozycji w lancuchu
(Tabela 6), ktore kompleksowaly Cu*". Kazdy z peptydéow zawieral amidowy
C-koniec sekwencji [25].
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Rysunek 6. Podstawowe sposoby koordynacji przez pierscien imidazolowy histydyny: a) (NH,, Ni,) - His
na pierwszej pozycji; b) (NH,, N, Nin) - His na drugiej pozycji; ¢) (NH,, 2N°, Nin) - His na
trzeciej pozycji; d) (4N, Niy,) - His w $rodku tancucha peptydowego; R, ,: tancuchy boczne;
X, Y: pozostale reszty aminokwasowe

Figure 6. Basic coordination modes with imidazole ring of His: a) (NH,, Nin) - His at first position;
b) (NH,, N°, Ni) - His at second position; ¢) (NH,, 2N°, Ni,) - His at third position; d) (4N,
Nim) - His in the middle of peptide chain; R, »: side chain; X, Y: sequence of the peptide

W gléwnej mierze peptydy zawierajace reszty histydylowe na trzeciej pozycji
formuja znane kompleksy [CuH_L] z miejscami koordynujagcymi NHj, 2N°, Niy,
i chelatowanym jonem Cu®" (Rysunek 6¢) [16, 19, 56]. W naturalnych peptydach
Ala-Ala-His-amid, gdzie ,,amid” oznacza amidowy C-koniec lancucha, ten sposdb
koordynacji obserwowany jest juz od wartosci pH réwnej 4 i powoduje wigzanie
jondw obecnych w roztworze [25].

Tabela 6. Zlogarytmowane skumulowane state trwatosci kompleksow z jonami miedzi(Il) (logB) dla
ugrupowania [CuH,L] obecnego w tetrapeptydach zawierajacych reszty alaniny i/lub B-alaniny na
dwoch pierwszych pozycjach i histydyny na trzeciej pozycji w tancuchu peptydowym [25]

Table 6. Logarithmized cumulative stability constant of complexes with Cu®" ion (logB) for [CuH.,L] species of
tripeptides containing Ala and/or BAla residues at first two positions and His residue at third position
[25]

Peptyd logp

AlaAlaHis-amid -0,53

B-AlaAlaHis-amid -2,68

Ala-B-AlaHis-amid -4,86

B-Ala-B-AlaHis-amid -8,60

Potozenie B-alaniny w pierwszej pozycji w tancuchu generuje formowanie sig¢
kompleksu [CuL] okoto wartosci pH rownej 5, w ktorym atomy azotu z NH,,
N’ petnia funkcje donora i uczestnicza w koordynacji jonu metalu. W konsekwencji
powstaje 6-cztonowy pierscien chelatujacy na N-koncu tancucha.
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Kompleks z [CuH,L] powstaje przy wartosci pH okolo 6. Wigksze
zréznicowanie obserwuje si¢ w przypadku Ala-BAla-His-amid. W tym wypadku
formuja si¢ niewielkie ilosci trzech réznych komplekséw w pH od 3 do 7: [CuHL],
[Cul] i [CuH_ L], charakterystyczne dla koordynujacych atoméow IN, 2N i 3N.
Dominujacy kompleks [CuH_,L] obecny jest w roztworze przy wartosci pH okoto 6.
Najmniejsza ilos¢ tego kompleksu w poréwnaniu do poprzednich peptydow
opisanych przez Nagaj formuje si¢ przy udziale peptydu zawierajacego dwie reszty
B-alaniny. Zaczyna on powstawa¢ w pH=8, ale przy nizszych wartosciach daje si¢
zaobserwowac dos¢ znaczacg ilos¢ innych kompleksow, zwlaszcza [Cul] okoto
pH=7.

Podsumowujac, bazujac na stabilno$ci kompleksu [CuH,L], mozna
uszeregowa¢ role rozmiaru pierscienia chelatujgcego  zaangazowanego
w koordynacje: (5, 5, 6) > (6, 5, 6) > (5, 6, 6) >> (6, 6, 6) [25].

2.4. TETRAPEPTYDY I PEPTYDY O DLUZSZYCH SEKWENCJACH

W przypadku tetrapeptydow i peptydéw z wydtuzonym tancuchem gtownym,
dodatkowe wigzanie amidowe wspoluczestniczy w koordynacji. Obecnos$¢ tychze
atoméw donorowych pozwala na otrzymanie nowych form, takich jak (NH,, 3N)
(Rysunek 7) czy (NH;, 2N", CO), gdzie amidowy atom azotu zamieniony zostaje na
karbonylowy atom tlenu z trzeciego wigzania amidowego [17].
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Rysunek 7. Miejsca koordynacji: (NH,, 3N°); R 3 .4: tancuch peptydowy
Figure 7. The coordination sites: (NH», 3N"); R »34: peptide sequence

Obecnos$¢ reszty B-alaniny w strukturze tetrapeptyddw niesie za sobg podobne
konsekwencje jak w przypadku tripeptydéw. Sanna i wsp. réwniez przebadali
zestaw tetrapeptydow zawierajacych reszte PAla wprowadzona w roznych
pozycjach w sekwencji tetraglicyny (Tabela 7). Uzyskane rezultaty okazaly si¢ by¢
podobne do tych otrzymanych w przypadku tripeptydéw. Widoczne sa m.in.
analogiczne sposoby koordynacji ([CuL]’, [CuL,], [CuH.L], [CuH,L] czy
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[CuH.L,]), ale w przypadku dtuzszych taficuchéw wystepuje dodatkowo [CuH.
;LT ze wzgledu na obecno$é atomu donorowego w kolejnym wiazaniu
peptydowym. W strukture t¢ zaangazowane sa cztery atomy azotu: jeden aminowy
i trzy amidowe [42].

Tabela 7. Strefy koordynacyjne B-tetrapeptydow [42]

Table 7. Coordination sites of p-tetrapeptides [42]
Koordynacja Atomy donorowe

[CuL]’ (NH,, CO)
[CuLs] 2(NH,, CO)

[CuH.,L] (NH,, N, CO)

[CuH. L] (NH2,N", CO)(NH,, CO)

[CuH,L] (NH,, N, N, CO)

[CuHL]* (NH2, N, N, N)

Dla  przedstawionych  sposobéw  koordynacji ~ wyznaczono  szereg
uporzadkowany wedle rosngcej stabilno$ci kompleksu, zaleznej od pozycji
pierscieni 6-cztonowych w chelatach: (5, 5, 5)> (5, 6, 5)>> (5, 5, 6) > (6, 5, 5), na
podstawie wartosci logK 5 dla trzeciego wigzania peptydowego (Tabela 8).

Drugim zaproponowanym szeregiem witasciwym dla koordynacji [CuH,L]
jest: (5, 5, 6) > (5,5,5) ~ (5,6,5) > (6, 5, 5). W tym przypadku, zmiany
w stabilnosci kompleksu zwigzane sa z rodzajem atomu w trzecim wigzaniu
amidowym biorgcym udzial w formowaniu kompleksu. Strefy koordynacji to
odpowiednio (NH,, 3N") oraz (NH,, 2N, CO) dla [CuH_3L]* i [CuH,L] [42]. Na
podstawie poréwnania kolejnosci stabilnosci tych dwéch typéw koordynacji mozna
zauwazy¢, ze najnizsza stabilno$¢ komplekséw wykazuja uktady formowane przez
peptydy z reszta P-alaniny w pierwszej pozycji. Opisany efekt zwigzany jest
z deprotonacjg pierwszych dwdéch amidowych atomow azotu [42]. Wprowadzenie
reszty BAla w trzeciej pozycji powoduje wzrost wartosci pKs i destabilizuje (5, 5,
6)-czlonowe chelaty [CuH_3L]* [42].

Tabela 8. Stafe trwatosci kompleksow tetrapeptydow zawierajacych reszty Gly i BAla z jonem Cu®* (logB) dla
[CuH,L] oraz [CuH.sL]* [42]

Table 8. Stability constant of complexes with Cu?" ion (logB) for [CuH,L] and [CuH.L]* species
of tetrapeptides containing Gly and BAla residues [42]

Peptyd logf [CuH.,L] logf [CuH_;L]* logK;
BAlaGlyGlyGly -8,63 -17,92 -27,20
GlyBAlaGlyGly -7,33 -16,54 -24,59
GlyGlypAlaGly -7,39 -17,98 -25,94
GlyGlyGlypAla -7,43 -16,40 -24,38
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Co istotne, z danych przedstawionych w Tabeli 8 mozna wywnioskowa¢, ze
wigksze wartosci stalych trwatosci odnoszg si¢ do [CuH_,L]. Wytlumaczeniem tego
zjawiska jest geometria kompleksu, a zwlaszcza rodzaj atomow bioracych udziat
w formowaniu strefy koordynacji. W przypadku [CuH,L] ostatnie miejsce
koordynacji zajgte jest przez atom tlenu z trzeciego wigzania amidowego,
w zwiazku z czym nie ma koniecznosci deprotonacji. Dla [CuHsL]* migjsce to
zajmuje atom azotu z tego samego wigzania amidowego. Co za tym idzie,
kompleksy te formuja si¢ tatwiej w wyzszych wartosciach pH srodowiska [42].

Kolejnym przyktadem modyfikacji tancucha peptydowego jest wprowadzenie
reszty B-alaniny do sekwencji (BXaaHisGlyHis), zdolnej do koordynowania jonow
Cu®™". Brasun i wspolpracownicy zwrécili uwage na roznice w zdolnosciach
koordynacyjnych pomigdzy dwoma peptydami: zawierajgcym acetylowa grupe
ochronng na N-koncu (Ac) i tym, ktéry ma wolny N-koniec tancucha (Tabela 9).
Peptydy te wystepuja jako kompleksy z Cu®" w nastepujacych koordynacjach:
[CuL], [CuH_ L] (w niewielkiej ilosci), [CuH_,L] oraz [CuH_;L].

Wraz ze wzrostem wartosci pH, obserwuje si¢ zmiang sposobu koordynacji
z uwagi na zjawisko deprotonacji. W przypadku Ac-BAlaHisGlyHis widoczne jest
wystepowanie innych form. W pH okolo 5 powstaje niewielka ilos¢ kompleksu
[CuHL] z udziatem donora w postaci imidazolowego atomu azotu. Przy wyzszej
wartosci pH, od 4,5 do 6,5, dominujacg forma jest [CuL], gdzie imidazolowe atomy
azotu z reszt His formujg kompleks o plaskiej geometrii. Kompleksy [CuH_ L]
wystepuja najliczniej w pH okolo 6,9, powstajac w wyniku deprotonacji azotu
amidowego. Deprotonacja kolejnego atomu azotu powoduje powstawanie gltdéwnie
typu [CuH,L] ze strefa koordynacji (2N, 2Ny, ) w pH z przedziatu 7,0-9,8.
Pojawienie si¢ ostatniego typu koordynacji ([CuH;L]) w pH wyzszym niz 10,
zwiazane jest z oddysocjowaniem protonu z kolejnego wigzania amidowego. Strefa
koordynacji to (3N, 2Ny, ), co prawdopodobnie prowadzi do ksztattu bipiramidy
kwadratowej [57].

Tabela 9. Sposoby koordynacji i state trwatosci kompleksow (logp) dla tetrapeptydow X-BAlaHisGlyHis, gdzie
X:-H lub -Ac [57]

Table 9. Coordination modes and stability constants (logB) for X-BAlaHisGlyHis tetrapeptides, where
X:-H or—Ac [57]

Peptyd Dominujacy typ Strefa koordynacji Zakres pH Stala trwaloSci
Ac-BAlaHisGlyHis [CuHLL] N, 2Ni) 6,595 7,10
BAlaHisGlyHis [CuH,L] (NH,, 2Nom, N) 6,585 3,12

Peptydy z wolnym N-koncem wykazujg sposoby koordynacji analogiczne do
peptydu GlyHisGlyHis (Tabela 10) [58]. Peptyd PAlaHisGlyHis rozpoczyna
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formowanie kompleksu od typu [CuH,L] i nie formuje zadnych bi-kompleksow
[57].

Tabela 10.  Typy koordynacji peptydu pAlaHisGlyHis [57, 58]
Table 10. Coordination modes of pAlaHisGlyHis [57, 58]

Typ koordynacji Grupy zawierajace atom donorowy
[CuH,L] (Nim)
[CuHL] (NH,, CO, Nim)
[CuL] (NHz, Nim, N)
[CuH_L] (NH, 2N, N°)
[CuHLL] (NHz, 2Nin, 2N°)

Innym interesujacym zagadnieniem jest wbudowanie reszty P-alaniny we
fragmenty biatka prionowego PrP:

e PrP(92-96) - GGGTHSQW, reszty aminokwasowe 92-99,

e PrP(106-115) - KINMKHMAGA, reszty aminokwasowe 106-115.

Rivillas-Acevedo i wsp. ocenili wplyw obecnosci dodatkowej grupy metylowej
w fancuchu bocznym peptydow oraz rozmiaré6w pierscienia chelatujgcego na
zdolnosci  koordynacyjne  jonu miedzi(Il). Przebadali oni wlasciwosci
koordynacyjne nastgpujacych B-peptydéw: GGBATHSQW, GGGPATHSQW,
GGBABATHSQW i KINBAKHMAGA wzgledem Cu”". W przypadku naturalnego
PrP(92-96), pierscien imidazolowy histydyny i trzy poprzedzajace atomy azotu
z wigzan amidowych byly zaangazowane w formowanie kompleksu. Powstat rodzaj
koordynacji (3N’, Nin) z (5, 5, 6)-pierScieniami chelatujacymi. Wprowadzenie do
struktury B-analogéw jednej lub dwodch reszt P-alaniny powoduje zmiany
w koordynacji gléwnie w obrgbie atoméw (N, O, N, O) i formowanie
(7,7, 5)-pierscieni chelatujagcych. Tym sposobem, pier§cien imidazolowy i trzy
wigzania peptydowe sa zaangazowane w koordynacje jonu Cu®’. Obecnosé
B-alaniny w sekwencji PrP(106-115) nie powoduje natomiast drastycznych zmian
w strukturze. Podobnie jak w przypadku naturalnego wzorca, peptyd formuje
kompleksy z udziatem atomdéw (N, 4N) w strefie koordynacyjnej, ale najczgsciej
skierowane sg one w strone C-konca tancucha [59].

3. B-PEPTYDY ZAWIERAJACE B-AMINOKWASY
Z KOORDYNUJACYM EANCUCHEM BOCZNYM

Innym waznym aspektem chemii koordynacyjnej jest charakter tancuchéow
bocznych w strukturach peptydéw. Rozgalezione, hydrofobowe reszty moga
wywiera¢ negatywny wplyw na stabilno$¢ termodynamiczng kompleksow. Reszta
proliny, ze wzgledu na obecnos¢ aminy drugorzgdowej w swojej strukturze i brak
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mozliwosci deprotonacji, zachowuje sie jak breakpoint dla tworzenia komplekséw
przez wigzanie amidowe [18, 19]. Najwigksze znaczenie dla zdolnosci
koordynacyjnych wykazuja jednak grupy hydrofilowe tancuchéw bocznych,
a zwlaszcza polarne fragmenty histydyny, cysteiny, kwasow asparaginowego
i glutaminowego. Najsilniejsze zdolnosci koordynowania jonéw metali ma
imidazolowy atom azotu w reszcie His, w zwiazku z czym ten aminokwas
spotykany jest najczgsciej w otoczeniu koordynacyjnym centrum aktywnego
metaloenzymoéw. Dodatkowy wplyw na koordynacje wykazuja grupy funkcyjne
innych reszt aminokwasowych, takich jak tiolowa w cysteinie, amidowa
w asparaginie 1 glutaminie, hydroksylowa w serynie, treoninie i tyrozynie,
tioeterowa w metioninie, aminowa w lizynie czy guanidynowa w argininie. Na
formowanie kompleksow z ich udziatem znaczacy wptyw ma pH $rodowiska.
Liczno$¢ i réznorodnos¢ aminokwasow skutkuja waznymi zmianami we
wiasciwosciach koordynacyjnych peptydéw, podczas gdy sama sekwencja tancucha
moze by¢ zmieniana. Zalezno$¢ tg obserwuje sie takze dla hydrofobowych,
niekoordynujacych reszt, np. Ala, Val, lle, Leu, Phe czy Trp [18].

3.1. WPLYW OBECNOSCI RESZT B-HISTYDYNY i f-CYSTEINY NA
ZDOLNOSCI KOORDYNAYCJNE PEPTYDOW

Rola obecnosci BHis w dluzszych lancuchach peptydowych byla badana przez
Rossiego i wspotautoréw. Sprawdzili oni wplyw wprowadzenia p-analogow
aminokwaséw na stabilizacje struktury drugorzgdowej p-dekapeptydéw
(Rysunek 8). Wyniki pokazaly stabilnos¢ 3j4-helikalnej struktury zaré6wno
w neutralnym, jak i zasadowym $rodowisku, gdzie Zn>" byt kompleksowany przez
dwa pierscienie imidazolowe [22, 60]. Reszty BHis zostaly wstawione na 6. (i) oraz
9. (#+3) pozycji [22]. Zblizone wlasciwosci strukturalne sa réwniez
charakterystyczne dla naturalnych peptydéw, gdzie reszta His obecna jest
w pozycjach i oraz i+4, a struktura stabilizowana jest dzigki helikalnej konformacji
przy udziale jonow Zn>", Cd*, Cu®" i Ni** [61].

H H NH,
NH N N
2 i / Co,H T Y
HO HO,C. o N
H,N N N N N N N N N N OH
H H H H H H H H H

Rysunek 8.  Sekwencja B-dekapeptydu zawierajacego reszte B-histydyny
Figure 8. Sequence of B-decapeptide containing f-histidine residue
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Kolejne peptydy, ktére wzieto pod uwage, zawieraty reszty PHis i PCys
odpowiednio w pierwszej i ostatniej pozycji w tancuchu. Czasteczki te zawieraty
dimeryczny fragment: (S)-B’hVal-B’hLys, odpowiedzialny za indukowanie
konformacji podobnej do Py-skretu, charakterystycznego dla a-peptyddéw; ma on
réwniez mozliwos¢ przyjecia konformacji 1,4-helikalne;.

Interesujace rezultaty otrzymano dla peptydu H-pB’hHis-(BhXaa),~(S)-B*hVal-
B*hLys-(BhXaa),-p’hCys-OH, gdzie dwa fragmenty (BhXaa), to odpowiednio
(S)-p’hAla-p’hVal oraz (S)-B’Leu-p’Ser. Koordynowanie jonu Zn** przez dwie
skrajnie polozone reszty PHis i PCys stabilizuje strukture spinki do wlosow
w roztworze wodnym, podczas gdy w roztworze metanolowym peptyd wystepuje
w konformacji 1,4-helikalnej. Inaczej zachowuje si¢ peptyd, w ktéorym oba
fragmenty (BhXaa), to (2R,3S)-(B*°hAla),. W tym przypadku konformacja skretu
nie musi by¢ stabilizowana przez kompleksowanie w roztworze wodnym.
Natomiast peptyd zawierajacy ugrupowania p’hAla-B’hVal i (S)-B’Leu-(S)-B>Ser
nie wykazuje zadnych wilasciwosci powigzanych ze struktura drugorzedowa
tancuchéw B, a reszty BHis oraz BCys nie uczestniczag w kompleksowaniu jonu
cynku(Il) [62].

Podsumowujac, w przypadku oktapeptydéw tego rodzaju, interakcje migdzy
jonem Zn>" a peptydem wystepuja w pH powyzej 7. Powiazane jest to bezposrednio
z deprotonacja pierscieni imidazolowych. We wszystkich analizowanych zwigzkach
stechiometria kompleksu rowna jest 1:1, nawet jesli podwyzszone zostanie stezenie
jonu cynku(Il) i w Srodowisku pojawi si¢ jego nadmiar [48].

3.2. WPLYW OBENCOSCI RESZT B-LIZYNY NA ZDOLNOSCI
KOORDYNACYJNE PEPTYDOW

Brasun i wsp. przebadali wptyw obecnosci reszt f3hLys i fAla w cyklicznej
strukturze peptydu c(B3hLysdHispAlaHis) na zdolnosé¢ koordynacji Cu*". Peptyd
ten jest analogiem innego, c¢(LysdHisGlyHis), ktory w wysokim stopniu koordynuje
jony miedzi(Il) [63]. W jego przypadku dwa amidowe i jeden imidazolowy atom
azotu oraz czasteczka wody tworzg strefe koordynacyjna, na podstawie czego
zaproponowano model koordynacji [CuH_;L]. Przeprowadzone badania wykazaty,
ze ten rodzaj kompleksu formowany jest w fizjologicznym pH. W bardziej
kwasnym $rodowisku tylko donorowy atom azotu z jednego z pierscieni
imidazolowych bierze udzial w koordynacji, prowadzac do struktury [CuH,L].
Wraz ze wzrostem wartosci pH do okoto 7, kolejne dwa protony zostaja
oddysocjowane z wigzan amidowych. Interesujaca struktura wystepuje w pH
wigkszym niz 8,7. Tutaj mianowicie cztery amidowe i dwa aksjalne, imidazolowe
atomy azotu koordynuja jon Cu®" odpowiednio w pozycjach ekwatorialnej
i aksjalnej, przyjmujac oktaedryczne uporzadkowanie i sposéb koordynacji
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[CuH4L]. W pH z przedzialu 8-8,7, kolejne trzy protony ulegaja dysocjacji
(z dwdch wiagzan amidowych i nastepnego pierscienia imidazolowego), przyjmujac
struktury odpowiednio [CuH,L], [CuH;L] oraz [CuH,L]. Wprowadzone
modyfikacje w postaci B-aminokwaséw w strukturze c(LysdHisGlyHis), pomimo
tego, ze dostarczajg regularnej struktury chromoforu, w niewielkim stopniu
redukuja stabilno$¢ kompleksow [64].

Rola reszty p-lizyny w koordynowaniu Cu”" byla takze badana przez Stokowa
i wsp. Wzieli oni pod uwage kapreomycyng — powszechnie uzywany antybiotyk
przeciwko gruzlicy [65]. Ten cykliczny heksapeptyd sktada si¢ z dwoch reszt
kwasu a,B-diaminopropionowego, p-ureidodehydroalaniny, seryny i p-lizyny
(nienalezacej do pierscienia peptydowego). Jon Cu®" zwiazany jest w centrum
czasteczki i otoczony reszta PLys. Wzrost wartosci pH srodowiska powoduje
zmiany w powstatych strukturach: [CuH;L], [CuH,L] i [CuHL]. Udzial BLys
w formowaniu kompleksu rozpoczyna si¢ obecnoscig kompleksu [CuL] (pK=7,13),
w ktérym fragment BPNH, z BLys zaangazowany jest w koordynacje. Wykazuje on
wysoka stala trwalosci (logf=12,46). Bazujac na tych danych, da sie
wywnioskowaé, ze omawiany kompleks moze wystepowa¢ w warunkach
fizjologicznych jako czynnik chelatujacy i wykazujacy potencjalne zastosowanie
w medycynie. Uktady [CuH_ L], [CuH,L] oraz [CuH;L] powstaja kolejno po
sobie. Druga grupa aminowa g¢NH, bierze udzial w tworzeniu [CuH_,,L] (pK=9,86,
logf=-5,50).

3.3. WPLYW OBECNOSCI RESZT B-ASPARAGINIANU NA ZDOLNOSCI
KOORDYNACYJNE PEPTYDOW

Ciekawe wyniki uzyskano w przypadku peptydéw 2z reszta PAsp
w N-koncowej pozycji z wolnym N-koncem w lancuchu. W czasteczkach tych,
gdzie reszta PAla zastapiona zostala PAsp, zauwaza si¢ réznice w sposobie
koordynacji Cu®" (Tabela 11). Rézne metody wiazania sa konsekwencja obecnosci
wolnej grupy -oCOOkarboksylowej, zaangazowanej w formowanie struktury.
Grupa ta powoduje kompleksowanie jonu bardziej efektywnie i dodatkowo
przeciwdziala wigzaniu przez pierwszy amidowy atom azotu. Rozbieznosci
wystepuja, jesli chodzi o role N-konca sekwencji. Dla peptydu BAspHisGlyHis
z wolnym N-koncem tancucha, grupa -NH, wigze jon Cu”’ przed imidazolowym
atomem azotu. Najbardziej znaczaca jednak zmiang w wlasciwosciach
koordynacyjnych obserwuje si¢ w stabilnosci powstatych kompleksow.
BAspHisGlyHis preferuje uktad [CuL], ktéry jest najbardziej stabilny w pH
z przedzialu 5,5-8,5, podczas gdy jego analog zawierajacy reszte PAla zamiast
BAsp zachowuje najwieksza stabilnos¢ kompleksu typu [CuH_;L] w pH od 6,5 do
8,8. Te wilasciwosci koordynacyjne sg rezultatem kolejnosci, w jakiej biorg udziat
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w wigzaniu atomy donorowe. Atom azotu z BAspHisGlyHis nalezacy do pierscienia
imidazolowego His, bierze udzial w koordynacji przed pierwszym amidowym
atomem azotu, w przeciwienstwie do peptydu BAlaHisGlyHis [57].

Tabela 11.  Typy kompleksow i state trwatosci (logp) dla tetrapeptydow X-pAspHisGlyHis, gdzie X: -H, -Ac [57]
Table 11. Coordination modes and stability constants (logf) for X-BAspHisGlyHis tetrapeptides, where

X: -H, -Ac [57]
Peptyd Typy koordynacji Sfera koordynacyjna | Zakres pH | Stala trwalo$ci
Ac-BAspHisGlyHis [CuH.,L] (2N, 2Nim) 7-10 -7,08
BAspHisGlyHis [Cul] (NH,, aCOO", 2NH;) 5,5-8,5 11,83

Kompleksy peptydow BAlaHisGlyHis i Ac-BAspHisGlyHis z jonem Cu®* byty
takze rozwazane w badaniach z zakresu chemii kwantowej. Rezultaty pozwolily
uzyska¢ najbardziej optymalne struktury konformeréow w uprotonowanych
i zdeprotonowanych formach. W wiekszosci potwierdzity one wyniki
eksperymentalne. Znaczaca cze$¢ kompleksow z jonem miedzi(Il) wystepuje
w szescio- lub pieciokoordynacyjnej formie, gdzie oproécz atomow donorowych
peptydu zaangazowana jest dodatkowo czasteczka wody. Gléwne otrzymane typy
konformacji to [CuL] dla Ac-BAspHisGlyHis i [CuH_,L] dla BAlaHisGlyHis [67].
Odpowiednie sfery koordynacyjne sa formowane przez atomy donorowe
wyszczeg6lnione w Tabeli 11.

Czapor-Irzabek i wsp. przebadali rolg reszty pAsp w chemii koordynacyjne;.
Wzieto pod uwage dwie sekwencje: AlapAspSerGly i ArgLyspAspValTyr, bedace
fragmentami odpowiednio tymopoetyny (reszty 32-36) i fibrynopeptydu (reszty 1-
4). Przedstawione czasteczki sg mimetykami naturalnych a-aminokwaséw (gdzie
reszte PAsp wstawiono w miejscu aAsp). Uzyskane wyniki nie ukazujg
drastycznych zmian w zdolnosciach koordynacyjnych zmodyfikowanych peptydéw
w poréownaniu do naturalnych analogéw. Jedna z réznic w geometrii chelatow
spowodowana wprowadzeniem BAsp to formowanie 5-czlonowego (a nie 6-
czlonowego dla aAsp) pierscienia. Daje to mozliwo$¢ wystgpienia pierscienia
6-czlonowego ze wzgledu na dodatkowy atom wegla w tancuchu gtéwnym [66].

Peptyd o sekwencji AlaPAspSerGly przy wartosci pH rownej okoto 4,5
formuje kompleksy typu [CuL] z udzialem atomoéw grup (NH,, COO"). Dominuje
on w szerokim zakresie pH, az do wartosci 9,5. W takich warunkach zachodzi
deprotonacja amidowego atomu azotu, co w konsekwencji prowadzi do uzyskania
atomoéw donorowych w grupach (NH,, N, COO) i formowania kompleksu typu
[CuH_L]. Przyjmuje on geometri¢ plaskiego kwadratu z czasteczkg wody w sferze
koordynacyjnej. Kolejne struktury, [CuH_,L] i [CuH_;L], wystepuja w pH okoto 9,5,
z atomami donorowymi odpowiednio (NH,, 2N°, COO") i (NH,, 3N"). Powyzej pH
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réwnego 10, mozna zaobserwowaé¢ dominujacy udzial [CuH;L]. Podobny sposéb
wigzania widoczny jest w naturalnych analogach [63].

W przypadku ArglyspAspValTyr, forma [CuHL] przewaza w szerokim
zakresie pH, od 5 do 9, a jon Cu’" ulega koordynacji przez atomy grup [NH,, 2N,
COQO’]. Inne kompleksy utworzone przez peptyd, takie jak [CuH;L], [CuL],
[CuH_ L] i [CuH,L], pojawiaja si¢ w niewielkich ilosciach. Przy podwyzszonym
pH S$rodowiska (powyzej wartosci 9,5), reszty Tyr, Lys oraz Arg ulegaja
deprotonacji i biorg udzial w kompleksowaniu jonu miedzi(II) [63].

Poréwnanie peptydow AlapAspSerGly jak i ArgLyspAspValTyr wskazuje na
interesujgce roznice w ich zdolnosciach koordynacyjnych. W pH nizszym niz 6,
AlaPAspSerGly wykazuje wigkszg tendencj¢ do formowania struktur [CuH_ L] niz
ArgLysBAspValTyr. Zupetnie przeciwne zjawisko obserwuje sie w wyzszym pH,
gdzie drugi ligand dominuje jako kompleks [CuHL] z Cu®*. Zalezno$¢ ta mozna
wytlumaczy¢ koniecznoscia oddysocjowania dwoch protonéow amidowych
w pentapeptydzie (BAsp w 3 pozycji), co wymaga bardziej zasadowego srodowiska.
Formowanie kompleksu Cu®" z tetrapeptydem jest wynikiem jednokrotnej
deprotonacji (BAsp w 2 pozycji), w zwigzku z czym kompleks [CuH_L]
z AlaAspSerGly wystepuje w bardziej kwasnym srodowisku [63].

Innym zwiazkiem zawierajacym BAsp jest analog SPARC 114-128 (sekwencja
Ac-TLEGTKKGHKLHLBDY-NH,), opisany przez Janicka-Ktos i wspotautorow
[68]. Biatko SPARC jest obecne w wielu typach komorek, ponadto odgrywa w nich
znaczacg role, m.in. w karcynogenezie. Peptyd BSPARC formuje dziewig¢ roznych
komplekséw z jonem Cu>" w pH od 3 do 11. Ma to zwigzek z obecnoscig reszt Lys,
Tyr, His, Glu i BAsp w sekwencji peptydu. Wszystkie typy komplekséw zalezne sg
od wartosci pH $rodowiska i, w konsekwencji, uprotonowania reszt. Co istotne,
uktady te wystepuja jako monokompleksy, gdzie znaczacg role w ich formowaniu
odgrywa imidazolowy atom azotu w pierscieniu His. Badania pokazaly, ze
BSPARC koordynuje jon metalu w sposéb bardzo zblizony do naturalnego analogu.
Oznacza to, ze wprowadzenie reszty PAsp zamiast naturalnego aminokwasu nie
zmienia sposobu koordynacji. Metody obliczeniowe wykazaly, ze peptyd
zawierajacy reszte f-aminokwasu formuje kompleksy o nizszej stabilno$ci — moze
by¢ to spowodowane wicksza odlegloscia pomigdzy donorem a akceptorem
tadunku, w wyniku czego amidowy i imidazolowy atom azotu nie wykazuja
plaskiej geometrii [68].

4. PODSUMOWANIE

Reasumujac, wprowadzenie reszt P-aminokwasu nie podwyzsza stabilnosci
formowanych kompleksow. Jej wzrost mozna zaobserwowa¢ w przypadku
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obecnosci 6-czlonowego pierscienia chelatujacego w sekwencji tancucha
peptydowego zawierajacego tylko pierscienie 5-czlonowe. Jest to spowodowane
bardziej swobodna geometria i, w konsekwencji, mniejszymi napieciami
w strukturze [42]. Co wigcej, obecno$¢ reszty PAla w sekwencji (zamiast jej
a-analogu) nie powoduje drastycznych zmian w sposobach koordynacji jonu
metalu. Sa one zblizone do tych obserwowanych w przypadku pojawienia sie reszty
Gly w strukturze [41-44]. W przypadku dtuzszych tancuchéw, koordynacja jondw
metali prowadzi do stabilizacji struktury drugorzedowej, podobnie jak w przypadku
enzymow czy bialek w organizmach zywych [22, 41, 42].

Istotny wplyw na zdolnosci koordynacyjne ma blokowanie N-konca tancucha
peptydowego. Sekwencje z wolng grupg aminowa wykazujg lepsze zdolnosci
koordynacyjne [57]. Zwiazki te efektywnie wiaza jon Cu®’, ale w przypadku Zn>*
wymagana jest réwniez obecnos¢ innych atomow koordynujacych w tancuchu
bocznym, np. z pierscienia imidazolowego His czy grupy tiolowej Cys [22, 41, 42].
Wystepowanie reszt bioracych udzial w formowaniu kompleksu podwyzsza
zdolnos$ci  koordynacyjne takze N-blokowanych peptydéw [57]. Jednak
najwazniejszymi grupami kompleksujacymi jest N-koncowa, wolna grupa aminowa
i imidazolowy atom azotu z pier§cienia His [17-19].

Nizsza stabilno$¢ kompleksow zawierajacych reszty [-aminokwasow
w poréwnaniu z naturalnymi sekwencjami, moze by¢ uzyta do projektowania
nowych zwigzkéw farmakologicznie czynnych i zapoczatkowania innowacyjnych
strategii terapeutycznych, np. dla choréb neurodegeneracyjnych. Daje to réwniez
perspektywe wykorzystania ich jako czynniki chelatujace do wigzania konkretnych
jonow (Cu**, Zn*", Fe*™"). Co wiecej, podwyzszona odpornos¢ na biodegradacije
ma znaczenie w zastosowaniu B-peptydow jako potencjalnych lekow [52, 69].

UWAGI KONCOWE

Niniejsza publikacja stanowi przeglad zdolnosci i preferencji do koordynowania f3-
peptydow z jonami metali przejsciowych. Mimo, iz na podstawie danych literaturowych
mozna stwierdzi¢, ze zdolnosci te sa zblizone do peptydow pochodzenia naturalnego,
zebrany material stanowi cenne wskazowki do projektowania uktadow o dedykowane;j
aktywnosci biologiczne;j.
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