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ABSTRACT

Disturbances in the balance between the rates of reactive oxygen species
formation and the ability of cells to neutralize them are often cause dysfunction
in the human body. Therefore the research on natural antioxidant systems protecting
cells against destruction is very important. One of such system acting in human
organism is superoxide dismutase (SOD), which is responsible for degradation
of the superoxide radical anion into molecular oxygen and hydrogen peroxide. The
SOD was discovered in the 40s of the twentieth century, and since then there has
been a lot of research on it. Currently, these studies mainly concern searching
compounds that may mimic the enzymatic activity of this protein. Groups of these
compounds include, for example, peptides, salens, metalloporphyrins or vitamin
derivatives. For the proper functioning of the CuZnSOD enzyme necessary is the
active center containing metal ions (Rys.2). They mainly coordinate to the nitrogens
of the imidazole histidine residues. Due to the fact that peptides may have many
histidyl residues in their structure, they could rather than others coordinate with
metal ions and they are promising compounds in studies on CuZnSOD mimetics.
Therefore we will consider peptide complexes with copper(Il) and zinc(Il) ions
as potential mimetics of superoxide dismutase. In presented review article we have
focused on the differences in the coordination manner of divalent copper ions
by linear, cyclic and branched peptides. As well as the possibility of creating
hetero- and homo-dinuclear complexes are discussed. Moreover we have compared
the ability of these complexes to decomposition the superoxide radical with activity
of native enzyme.

Keywords: superoxide dismutase, copper complexes, antioxidant properties,
peptides, histidyl residue

Stowa kluczowe: dysmutaza ponadtlenkowa, zwigzki kompleksowe miedzi,
wlasciwosci przeciwutleniajace, peptydy, reszta histydylowa




738

A. PIENIEZNA, A. KOTYNIA

BESOD

CuZnSOD

cyt c—Fe?"
cyt c—Fe®"
Dap
ECSOD

FeSOD

GPx
ICs

k
L
MnSOD

NBT
NiSOD

PrP¢
RFT
Sar

SOD

WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

— dysmutaza ponadtlenkowa z wotowych erytrocytow (ang.
bovine erythrocyte CuZn-superoxide dismutase)

— cytoplazmatyczna izoforma dysmutazy ponadtlenkowej
(ang. CuZn-superoxide dismutase)

— forma zredukowana cytochromu c

— forma utleniona cytochromu ¢

— kwas 2,3-diaminopropoionowy

—zewnatrzkomorkowa izoforma dysmutazy ponadtlen-
kowej (ang. extra celurall superoxide dismutase)

— zelazowa dysmutaza ponadtlenkowa (ang. Fe-superoxide
dismutase)

— peroksydaza glutationowa (ang. glutathione peroxidise)

— stezenie, ktore powoduje zahamowanie reakcji wolno-
rodnikowej w 50% (ang. inhibitory concentration)

— stata szybkosci reakcji chemicznej

— ligand

—manganowa dysmutaza onadtlenkowa (ang. Mn-
superoxide dismutase)

— blekit nitrotetrazolowy (ang. nitro blue tetrazolium)
—niklowa dysmutaza ponadtlenkowa (ang. Ni-superoxide
dismutase)

— komodrkowe biatko prionowe (ang. cellural prion protein)
— reaktywne formy tlenu

— sarkozyna — N-metyloglicyna

— dysmutaza ponadtlenkowa (ang. superoxide dismutase)

Do nazw aminokwasoéw naturalnych zastosowano nomenklature jednoliterowych

skrotow zgodna z IUPC. Wyjatek stanowia nazwy ligandow rozgatezionych, gdzie

zastosowano nomenklature trdjliterowych skrétow.
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WPROWADZENIE

Reaktywne formy tlenu (RFT) sa jedna z przyczyn niszczenia podstawowych
struktur w organizmie czlowieka, takich jak biatka, lipidy, weglowodany czy kwasy
nukleinowe. Ich powstawanie zwigzane jest z fizjologicznymi procesami metabolizmu
tlenu zachodzacymi w komorkach. Staja si¢ one szkodliwe w momencie, kiedy zostanie
zaburzona réwnowaga pomiedzy szybkoscig powstawania a zdolno$cia komérki do ich
neutralizacji. Dzieje si¢ tak pod wplywem wielu czynnikoéw (Rys. 1) [1, 2].
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Rysunek 1. Przyczyny wystepowania podwyzszonego poziomu reaktywnych form tlenu (RFT)
Figure 1. The causes of the elevated levels of reactive oxygen species (ROS)

Podwyzszony poziom RFT w organizmie moze prowadzi¢ do rozwoju chordb
(m.in. astmy, choréb nowotworowych Iub neurodegeneracyjnych), uszkodzenia
narzadéw wewnetrznych, dysfunkcji naczyn krwionosnych, a takze utrzymujacych sie
przewlekle zapalen. Celem zapobiegania powstawaniu tych nieprawidlowosci,
organizmy wyksztalcily mechanizmy obronne w postaci przeciwutleniaczy. Do
najwazniejszych ukladéow enzymatycznych regulujacych poziom wolnych rodnikow
nalezy dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza, peroksydaza i reduktaza glutationowa [3].
Badana od wielu lat dysmutaza ponadtlenkowa uwazana jest za jeden z najlepszych
przeciwutleniaczy. W zwiazku z tym tak duzo uwagi poswieca sie poszukiwaniom
substancji, ktére mogtyby nasladowac dziatanie SOD. Do grup zwigzkéw chemicznych,
wsrdd ktorych szuka si¢ jej mimetykow naleza m.in. peptydy, saleny, metaloporfiryny,
pochodne fulerenow, tlenku azotu czy witamin [1]. Niniejszy artykul stanowi przeglad
aktualnej wiedzy na temat oddziatywania jonow miedzi(II) i/lub jonoéw cynku(II)
z peptydami, ktorych kompleksy wykazuja aktywnos$¢ dysmutazy ponadtlenkowe;.
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1. CHARAKTERYSTYKA DYSMUTAZ PONADTLENKOWYCH

Historia dysmutazy ponadtlenkowej sigga roku 1938, kiedy to Mann i Keilin
[4] po raz pierwszy wyizolowali z erytrocytow wotowych “niebieskie biatko”
zawierajace 0,34% jonow miedzi(Il) i nazwali je hemokupreing. Nie przypisywali
mu jednak zadnych Kkatalitycznych  wlasciwosci.  Kilka lat  pozniej
scharakteryzowano bardzo podobne metaloproteiny w ludzkich erytrocytach.
Nazwano je erytrokupreinami [5,6]. Waznym momentem dla rozwoju prac nad tym
biatkiem stalo si¢ poznanie mechanizmu jego dziatania. Zaproponowano wtedy
kataliz¢ dysmutacji/dysproporcjonowania anionorodnikéw ponadtlenkowych:

2H" +20,"— H,0,+ 0,

Nadano nowa nazwe temu biatku - dzi§ wszystkim znang - dysmutaza
ponadtlenkowa (SOD) [7-9]. Poznanie jej struktury zajeto kolejne kilkanascie lat.
W 1987 roku udato si¢ przyblizy¢ budowe SOD z erytrocytéw wotowych [10],
a w 1992 ludzkiej izoformy [11]. Obecnos$¢ dysmutaz ponadtlenkowych wykryto
u wiekszosci organizméw. Ich klasyfikacji mozemy dokona¢ zarowno ze wzgledu
na wystepowanie u roznych gatunkéw lub biorgc pod uwagge jony metali
przejsciowych znajdujace si¢ w centrum aktywnym enzymu. W dotychczas
poznanych dysmutazach ponadtlenkowych wyrézniono obecno$é jondw metali
takich jak miedz, cynk, zelazo, mangan, a takze nikiel. W Tabeli 1 przedstawiono
zréznicowanie w wystepowaniu dysmutaz u poszczegélnych organizméw. NiSOD
znajdziemy jedynie u bakterii. Forma enzymu zawierajaca w swojej strukturze
kation zelaza(Ill) znajduje si¢ zarowno w bakteriach, grzybach, protistach, a nawet
w roSlinach. Dysmutaze zawierajagcg jon manganu(lll) mozemy znalezé
u podobnych organizméw jak FeSOD. Dodatkowo wystepuje ona roéwniez
w mitochondriach ssakéw. CuZnSOD jest obecna zaré6wno u zwierzat, roslin,
bakterii i grzybow.

W ludzkim organizmie mozemy wyrozni¢ trzy izoformy dysmutazy
ponadtlenkowe;j:

- enzym cytoplazmatyczny, ktéry zawiera jony Cu”" i Zn** (CuZnSOD),

- enzym mitochondrialny posiadajacy jon Mn®" (MnSOD),

- enzym zewnatrzkomérkowy z jonami Cu*'i Zn*" (ECSOD) [12].
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Tabela 1. Metale przejsciowe w centrum aktywnym dysmutaz ponadtlenkowych oraz ich wystgpowanie
u roznych organizmow
Table 1. Transition metals in active center of superoxide dismutases and their occurrence in various
organisms
tal t i
mf E.‘ wys ?powame przyklad organizmu lit.
przejsciowy (krélestwo)
CuiZn Zwierz¢'ta, rosliny, cztowiek (cytopla'lzma), a.rb'uz (liscie), [9, 13-15]
bakterie, grzyby S. Enterica, drozdze
Fe rosliny, bakte.:rie, Arabidopsisthaliana, E.c.‘o'li, drozdze, [16-19]
grzyby, protisty Euglena gracilis
Mn zwierze;.ta, rosliny, ssaki (mitochor{dria),Zfaamays,E.coli, (18, 20-22]
bakterie, grzyby Candida albicans
Ni bakterie Streptomycesspp., cyjanobakterie [21, 23]

Manganowa dysmutaza ponadtlenkowa zostata po raz pierwszy odkryta w roku
1970 u E.coli [20]. Jej ludzka forma kodowana jest przez gen SOD2 zlokalizowany
na chromosomie 6. MnSOD posiada cztery identyczne podjednostki, z ktérych
kazda ma mase okolo 23 kDa [12]. W jej centrum aktywnym wystepuje Mn’",
a glownym celem dziatania jest rowniez dysmutacja O,  [24]. Wykazano, ze
manganowa dysmutaza ponadtlenkowa odgrywa wazng rolg w roznicowaniu
komérkowym i powstawaniu nowotwordw [25] oraz w ochronie nablonka phuc
wywotywanym hiperoksja, czyli zbyt wysokim stezeniem tlenu w tkankach [26].
MnSOD nie wykazuje homologii w sekwencji aminokwasowej z CuZnSOD,
atakze z ECSOD [12].

ECSOD jest najpézniej odkryta i scharakteryzowang dysmutaza
ponadtlenkowa. Kodowana przez gen SOD3 znajdujacy si¢ na chromosomie 4 [12].
Zewnatrzkomérkowa dysmutaza ponadtlenkowa sklada si¢ z dwodch dimerdéw
potaczonych mostkiem disulfidowym. Posiada mas¢ 135 kDa. W centrum
aktywnym kazdego monomeru, podobnie jak w przypadku CuZnSOD, znajduje si¢
jon miedzi(Il) i jon cynku(ll). ECSOD wystgpuje zaréwno w plynach
zewnatrzkomérkowych, osoczu krwi, jak i tkankach [27,28]. Podobnie jak
cytoplazmatyczna SOD, posiada aktywnos¢ peroksydazows. Ponadto katalizuje
reakcje dysmutacji anionorodnika ponadtlenkowego (02'*) zapobiegajac
powstawaniu nadtlenoazotynu (ONOQO") i oksydacyjnemu uszkadzaniu komorek
[29].

CuZnSOD jest kodowana przez gen SOD1 znajdujacy sie na chromosomie 21
[30]. Bialtko to, zlozone z dwoch identycznych podjednostek, posiada taczng mase
okolo 32 kDa [10]. Wystepuje gtownie w cytoplazmie, ale mozna je znalez¢ takze
w jadrze komérkowym [12]. Kazdy z monomeréw CuZnSOD posiada 151 reszt
aminokwasowych. W centrum aktywnym znajduje si¢ jeden jon miedzi(Il) i jeden
jon cynku(Il), a konce aminowe sg acetylowane. Struktura dwdch podjednostek jest
utrzymywana dzigki wigzaniom hydrofobowym oraz mostkowi disulfidowemu,



742 A. PIENIEZNA, A. KOTYNIA

ktéry znajduje si¢ pomigdzy cysteinami w pozycjach 57 i 146 [10, 31]. Dimeryzacja
sprzyja wigkszej stabilnos$ci enzymu, poniewaz zmniejsza si¢ pole powierzchni
dostgpne dla rozpuszczalnika. Ponadto, CuZnSOD to biatko termostabilne, ktore
nie traci swojej aktywnosci enzymatycznej nawet po polgodzinnej inkubacji
w 80°C. Zakres pH, w ktérym funkcjonuje stabilnie jest szeroki i obejmuje nawet
bardzo zasadowy odczyn. Cytoplazmatyczna dysmutaza ponadtlenkowa posiada
réwniez odpornosé na dziatanie mocznika o stezeniu 8 M. Swiadczy to o jej duzej
odpornosci na czynniki, ktore zazwyczaj prowadza do denaturacji biatka [31, 32].
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Rysunek 2.  Budowa centrum aktywnego CuZnSOD [33]
Figure 2. The structure of CuZnSOD active center [33]

Na Rysunku 2 przedstawiona zostata budowa centrum aktywnego CuZnSOD.
Jon miedzi(Il) zwiazany jest z czterema resztami histydynowymi w pozycjach 46,
48, 63 i 120. Pierscien imidazolowy reszty His63 pehi funkcje “mostka”, poniewaz
zwiazany jest takze z jonem cynku(ll), dla ktérego pozostalymi ligandami sg His71
i His80, a takze reszta kwasu asparaginowego w pozycji 83. Uwaza sie, ze Zn>"
odgrywa role strukturalng i stabilizuje podjednostki. Z kolei Cu®" bierze aktywny
udzial w dysmutacji anionorodnika ponadtlenkowego ulegajac naprzemiennie
redukcji i utlenianiu zgodnie z reakcjg [10, 31, 33]:

Cu’"Zn*'SOD + 0,"— Cu'Zn*'SOD + O,
Cu'Zn?'SOD + 0,"— Cu*'Zn?*'SOD + H,0,

Hart i in. w 1999 roku zaproponowali mechanizm dziatania dysmutazy
ponadtlenkowej [34]. W pierwszym etapie anionorodnik ponadtlenkowy wypiera
czasteczke wody ze strefy koordynacyjnej enzymu i oddaje swdj elektron wigzac
sie bezposrednio z Cu®" znajdujacym sie w miejscu aktywnym. Wskutek tego
nastepuje redukcja jonu miedzi Cu**—Cu”, a powstala czasteczka tlenu dyfunduje
z kanatu miejsca aktywnego. Nastepnie dochodzi to rozerwania wigzania pomiedzy
reszta imidazolowa His63 pehniaca funkcje “mostka” a jonem Cu'. W kolejnym
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etapie druga czasteczka O,  przylacza sie do centrum aktywnego i przyjmuje
elektron z Cu' jednoczesnie go utleniajac. W wyniku tego powstaje czasteczka
nadtlenku wodoru, ktora dyfunduje z miejsca aktywnego i jest dalej rozkladana
przez katalazg. Mostek imidazolowy zostaje odtworzony i enzym wraca do
podstawowej struktury. Mechanizm reakcji zostat przedstawiony na Rys 3.
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Rysunek 3.  Mechanizm reakcji CuZnSOD [34]
Figure 3. The mechanism of action CuZnSOD [34]

Miejsce aktywne dysmutazy ponadtlenkowej jest natadowane dodatnio
i stanowi okoto 11% catkowitej odstonigtej powierzchni enzymu. Pozostata czesé
reszt aminokwasowych posiada tadunki ujemne [31]. Taki gradient tadunku
wytwarzany jest przez reszty aminokwasowe znajdujace si¢ w pozycjach 121-143
i zwigksza stezenie substratu wokol centrum katalitycznego. Mechanizm ten
nazywany jest naprowadzaniem elektrostatycznym [3,33]. Dzieki tej whasciwosci
CuZnSOD przeprowadza reakcje niesamowicie sprawnie, a stata szybkosci wynosi
2x10° M's™ [33], co czyni ja jednym z najlepszych i kluczowych enzymow
antyoksydacyjnych w ludzkim organizmie.
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Tabela 2. Wiasciwosci charakteryzujace miejsce aktywne CuZnSOD
Table 2. Characteristic properties of CuZnSOD active center
nazwa CuZnSOD lit.
pH 7.0
1C5107% [M] 13 [35]
E’[mV] 320 (pH=7.4) [36]
k 10°[M's™] 23 [37]
Aq 105 [38]
gn 231 [38]

E' - potencjal standardowy
k — stala szybkoSci reakcji chemicznej
Ay — parametr rozszczepienia nadsubtelnego
g — wspolezynnik rozszezepienia spektroskopowego

2. METODY OZNACZANIA AKTYWNOSCI CuZnSOD

Do oznaczania aktywnosci CuZnSOD mozna stosowaé szereg metod
chemicznych, jednak ze wzgledu na niestabilno$¢ substratu reakcji wiekszos¢
dostepnych testow jest posrednia. Zaleza one od zdolno$ci enzymu do hamowania
innych reakcji z udziatem anionorodnika ponadtlenkowego [3]. Najbardziej znang
i jednoczesnie najczesciej wykorzystywana jest metoda redukcji NBT [39—45]. Po
raz pierwszy do oznaczania aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej uzyl jej
Beauchamp i Fridovich w roku 1971 [46]. Metoda ta polega na redukcji btekitu
nitrotetrazolowego (NBT) przez anionorodnik ponadtlenkowy, ktéry zostaje
wytworzony podczas utleniania ksantyny oksydazg ksantynowa wedtug reakcji
[47]:

oksydaza ksantynowa

ksantyna + 20, + H,O kwas moczowy + 202'*+ 2H"

W pierwszym etapie redukcji NBT** ulega przemianie do monoformazanu przy
udziale O,”, a nastgpnie w analogicznej reakcji powstaje niebieski diformazan.
Dodanie do $rodowiska reakcji CuZnSOD powoduje zmniejszenie stezenia
anionorodnika ponadtlenkowego, co bezposrednio wptywa na hamowanie redukcji
NBT:

NBT?*'> diformazan
(zolty) (niebieski)

% LCuzZnSoD
202 +H2H — 02+ H202

Na tej podstawie mozna okresli¢ aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej.
Dokonuje si¢ tego najczesciej przy pomocy parametru ICsy 0znaczajacego stgzenie,
przy ktorym redukcja biekitu nitrotetrazolowego zostaje zahamowana w 50% [3,
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46, 48]. Mozna go wyznaczy¢ z zaleznosci wzglednej szybkosci redukcji NBT,
ktéra opisuje si¢ wzorem:

(ﬁ)_ M)ukmd
t t

% inhibicji = ~—&F——x 100,

t

gdzie: (ATA) jest zmiang absorbancji na minute bez obecnosci uktadu

enzymatycznego, a (%)uk*ad to zmiana absorbancji na minute w obecno$ci
czynnika inhibujacego [42].

Bardzo wazng kwestig jest takze dobdr odpowiedniego buforu, ktérego gléwne
zadanie polega na utrzymaniu stalego pH s$rodowiska reakcji. Jednoczesnie,
sktadniki buforu nie powinny by¢ konkurencyjne w stosunku do wigzania jonow
Cu®". Najczesciej do takich oznaczen wykorzystuje sie bufory: TRIS [43], HEPES
[49], bufor fosforanowy [42].

Innym sposobem badania aktywnosci CuZnSOD jest metoda cytochromowa
[35, 39, 49, 50]. Zostala ona opracowana przez McCorda i Fridovicha [9].
Wykorzystano tutaj cytochrom c¢ jako koncowy akceptor elektronow. Forma
utleniona (cyt c—Fe™) zostaje zredukowana (cyt c—Fe*") przez anionorodnik
ponadtlenkowy generowany podobnie jak w przypadku metody redukcji NBT przez
uklad ksantyna/oksydaza ksantynowa. Cyt ¢ —Fe”" silniej niz forma utleniona
absorbuje $wiatlo o dtugosci fali 550 nm, dzigki czemu mozliwe staje si¢ badanie
aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej. Do catkowitej redukcji utlenionej formy
cytochrom ¢ wymaga tylko jednego elektronu, co odroznia t¢ metode od metody
NBT [3, 48]. Mniej powszechne, aczkolwiek réwniez stosowane sg metody:
adrenalinowa [51, 52], pirogallolowa [53, 54], hydroksyloaminowa [55], czy tez
hydroksydopaminowa [56]. Mozna si¢ takze spotka¢ z chemiluminescencyjnymi
sposobami oznaczen aktywno$ci CuZnSOD, w ktorych wykorzystuje si¢ np.
luminol oraz lucygening jako detektory anionorodnika ponadtlenkowego [57-59].

Innym sposobem sprawdzenia czy badany uklad moze posiada¢ wlasciwosci
enzymatyczne dysmutazy ponadtlenkowej jest wyznaczenie potencjatu
standardowego (E’). Najczesciej do tego celu wykorzystuje sic woltamperometrie
cykliczng. Uktad neutralizujacy anionorodnik ponadtlenkowy powinien
charakteryzowaé si¢ warto$ciami potencjatu z zakresu od -0,16 do +0,89 V, co
wynika z reakcji [36, 42, 49]:

Or+e—0," 0.16 V
0, +e+2H" »H,0, +0.89 V.

W zalezno$ci od zastosowanej metody i warunkow pomiarowych, jak na
przyktad pH, uzyskane wartosci ICsy moga si¢ r6zni¢ (Tabela 2). W zwigzku z tym
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przy wyznaczaniu aktywnosci enzymatycznej powinno si¢ zawsze wykonaé
pomiary kontrolne takze dla natywnego enzymu. Do tego celu najczesciej
wykorzystuje si¢ dysmutaze ponadtlenkowa z erytrocytow wotowych (BESOD).

Tabela 3. Poréwnanie parametréw ICsg i k (stalej szybkosci) dla CuZnSOD w zaleznosci od metody

Table 3. The comparison of ICs and k (reaction rate constant) parameters for CuZnSOD according of method

metoda pH/bufor 10% [::)5;; dm’] 10° [ltl'ls'l] lit.

cytochromowa 7.0/bufor fosforanowy 1.3 3.85 [35]

cytochromowa 7.6/HEPES 0.14 2.8 [49]

cytochromowa 7.8/HEPES 0.20 3.5 [50]

NBT 6.8/bufor fosforanowy 0.30 1.71 [42]

NBT 6.8/bufor fosforanowy 0.1-0.6 4.6 [48]

NBT 6.8/bufor fosforanowy 0.45 - [41]

NBT 7.4/bufor fosforanowy 0.44 - [42]

NBT 7.4/TRIS 0.18 - [45]

radioliza impulsowa 7.0/bufor fosforanowy 6-50 3.8 [48]

3. CHARAKTERYSTYKA ZWIAZKOW KOORDYNACYJNYCH
PEPTYDOW Z JONAMI Cu’" A ICH AKTYWNOSC CuZnSOD

3.1. PEPTYDY LINIOWE

Dotychczasowe badania wykazaly, ze peptydy liniowe z reszta histydynowa
moga nasladowa¢ dzialanie metaloenzyméw [60-76]. Tri- 1 tetrapeptydy
zawierajace w strukturze jedna lub dwie reszty histydynowe wykazuja tendencje do
tworzenia bidentnych komplekséw z jonami Cu*" i Zn*" w fizjologicznym zakresie
pH [60-63]. Tripeptyd o sekwencji HVH odpowiada aminokwasom w pozycji 44-
46 natywnego enzymu odwzorowujac miejsce wigzania jonu Cu". Poréwnujac ICs
ukladoéw L/Cu*" peptydu Ac-HVH wraz z jego odpowiednikiem z nieblokowanymi
grupami terminalnymi mozna wysuna¢ wniosek, ze wylaczenie grupy aminowej N-
konca peptydu w procesie koordynacyjnym moze poprawi¢ zdolnos¢ dysmutacji
anionorodnika (Tabela 4) [63]. Podobna zalezno$¢ zaobserwowano dla
tetrapeptyddow HGHG i jego analogu z acylowanym N-koficem [64]. Tri-
i tetrapeptydy w pH 7,4 tworzag formy kompleksowe z zaangazowaniem
nastepujacych atoméw donorowych w wiazanie jonu metalu {NH,, Ny, 2N} (Rys.
4a) natomiast ich analogi z blokowana grupg aminowa {2Nj,, 2N} (Rys. 4b) [64—
66]. Wiazanie jonéw Cu’" przez atomy azotu z wiazan peptydowych jest
niepozadane w kompleksach, ktore nasladuja centrum CuZnSOD, ze wzgledu na
sztywniejsza strukture i trudnos¢ w dotarciu rodnika do jonu miedzi(Il). Pomimo, iz
kompleks jest stabilniejszy to nie bedzie dobrze odwzorowywal centrum
aktywnego, a w konsekwencji wartos¢ ICsy przyjmuje wyzsze wartosci dla
komplekséw z donorami amidowymi w koordynacji. Zalezno$¢ taka mozna zaob-



KOMPLEKSY PEPTYDOW Z JONAMI Cu** JAKO MIMETYKI DYSMUTAZY PONADTLENKOWEJ 747

serwowaé dla fragmentu N-kofica CuZnSOD wyizolowanego z Haemophilus
ducreyi o sekwencji HGDHMHNHDTK. Wartos$¢ ICsy dla CulL-{NH,, 2Ny,,, N'}
jest wigksza niz dla CuHL-{NH,, 3Ny} (Tabela 4) [67]. Zaangazowanie
w koordynacj¢ jonow Cu?*" atoméw N (O=C-NH-) zwiazane jest ze wzrostem pH
uktadu, wiec srodowisko prowadzenia eksperymentu ma ogromne znaczenie dla
uzyskanych wynikéw [40,42,67]. Roznice obserwowano nawet dla wartosci 1Cs
otrzymanych dla natywnego enzymu dla réznych wartosci pH (Tabela 3) [40, 42].

Rysunek 4. Schematyczne struktury sposobu koordynacji jonéw Cu®': a) {4Njn}, b) {2Nim, 2N}, ¢) {NH,,
Nim, 2N} przez peptydy liniowe

Figure 4. Schematic structures coordination mode of Cu®' ions: a) {4Nin}, b) {2Nim, 2N}, ¢) {NH,, Ny,
2N} by linear peptides

Wraz ze wzrostem liczby reszt histydynowych od 1 do 4 w sekwencji peptydu
zaobserwowano jednoczesny wzrost termodynamicznej stabilnosci tworzacych sie
komplekséw z jonami Cu®’. Jednoczeénie poszerza si¢ zakres dominacji form,
w ktorych jon metalu jest skoordynowany przez donory z pierscieni imidazolowych
[42, 68]. Najwieksza stabilnoscia termodynamiczng odznaczajg si¢ makrochelatowe
kompleksy ligandéw z motywem — (HXH),—. Im dalej od siebie potozone reszty
histydynowe w tancuchu peptydowym tym ta stabilno$¢ maleje [42]. Wraz ze
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wzrostem pH, w wiazaniu jonéw Cu®" biora udziat atomy z wigzania peptydowego,
co w przypadku ligandéw majacych nasladowa¢ metaliczne centrum CuZnSOD jest
niepozadane. Zakres pH, w ktéorym obserwuje si¢ dysocjacje protonu z grupy
amidowej wiazania peptydowego jest rozny w zaleznosci od liczby reszt
aminokwasowych w peptydzie, liczby oraz pozycji reszt histydynowych [42].
Zaobserwowano rowniez, ze kompleksy o sposobie koordynacji {2Ny,} utworzone
przez tripeptydy Ac-HXH-NH, wraz ze wzrostem pH ulegaja jednoczesnej
dysocjacji dwoch protondw z grupy amidowej wigzania peptydowego tworzac
forme¢ {2Np,,, 2N} (Rys. 4b) [42].

Powstawanie makrochelatowych kompleksow z zaangazowaniem tylko
imidazolowych atoméw donorowych w szerokim zakresie pH i zablokowanie
mozliwos$ci wymuszonej deprotonacji amidowego atomu azotu byto mozliwe przez
umieszczenie w sekwencji metylowej pochodnej glicyny, czyli sarkozyny (Sar).
Ligandy o sekwencji: Ac-H-Sar-H-NH,, Ac-H-Sar-H-Sar-H-NH;, Ac-H-Sar-H-Sar-
H-Sar-H-NH, tworza formy kompleksowe {2Nin}, {3Nim}, {4Npm} z jonami Cu®*
w fizjologicznym zakresie pH. Najlepsze wartosci ICs otrzymano dla oktapeptydu
(Tabela 4) [68].

Tabela 4. Poréwnanie wtasciwosci kompleksow peptydow liniowych
Table 4. The comparison of properties of linear peptides
. dominujjca 1C510° .
ligand forma atomy donorowe pH [mol/dm’] lit.
HVH CuH.,L {NH,, Nim, 2N} 7.4 20 [62]
HGHG CuH,,L {NH, Nim, 2N} 7.4 67 [64, 66]
Ac-HGHG CuH,L {2Nim, 2N} 7.4 83 [64, 65]
Ac-HVH-NH, CuH,L {2Nim, 2N’} 74 16 [62]
Ac-H-Sar-H-Sar-H- CulL {3Npm}
7.4 15 68
NH, CuH.,L {3Nim, N} ’ [68]
Ac-H-Sar-H-Sar-H-
Sar-H-NH, CuL {4Nim} 7.4 4,6 [68]
CuHL {NH,, 3N} 7,0 19
HGDHMHNHDTK CuHL {NH,, 3N} o . [67]
CuL {NH,, 2N, N} ’
zp-Prp63-80 CuL {4Nim} 74 61,5 [43]
CuZnL Cu-{4Njnn}
zp-Prp63-80 Zn- (2N 2H,0} 7,4 60,1 [43]
zp-Prp63-87 CuL 7.4 60,4 [43]
Cu-{3Nim, N}
- - H,L 4 2 4
zp-Prp63-87 CuZnH,, Zn-(3Nim, H:0, OH'} 7, 59, [43]
Hex, CuHL {2Nim, N'} 7.4 18,8 [73]
Hex, CuH-,L {4Nim} 7.4 17,7 [73]
Oct, CuH,,L {2Nim, 2N} 74 21,7 [73]

Oct, CuL {4Np} 74 17,5 [73]
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Biatka prionowe to glikoproteiny zakotwiczone w btonie komdrkowej, ktérych
najwieksza ekspresje stwierdzono w uktadzie nerwowym [69, 70]. Funkcje
prawidlowych biatek prionowych (PrP®) nie zostaly jeszcze w pelni poznane, ale
przypisuje si¢ im wiasciwosci przeciwutleniajace podobne do dziatania CuZnSOD
[31, 71]. Wykazano, ze polihistydynowe fragmenty biatek prionowych zwierzat
(rybich, kurzych, ptasich) i ludzkich efektywnie wigza jony metali [43, 72, 73].
Fragmenty rybich PrP sg bogate w reszty histydynowe (Tabela 5). Wykazano, ze
ligandy te moga tworzy¢ homo- i heteronuklearne kompleksy z jonami Cu®" i Zn*".
Cho¢ wartosci 1Csy dla fragmentow rybich PrP sa bardzo zblizone do siebie to
mozna zaobserwowaé, ze udzial jonéw Zn®" korzystnie wplywa na wilasciwosci
przeciwutleniajace tych komplekséw (Tabela 4) [43]. W sekwencji aminokwasowe;j
biatek prionowych ludzkich oraz kurzych mozna wyrézni¢ powtarzajace sig¢
motywy z resztg histydynowa (Tabela 5). Badania tych fragmentéw: Hex, Hex,,
Hexy4 1 Oct, Oct,, Octy potwierdzity, ze w ukladach z rownomolowym stosunkiem
liganda do metalu wzrost liczby reszt histydynowych w sekwencji powoduje wzrost
aktywnosci enzymatycznej (Tabela 4), a najskuteczniejsze okazaly sie kompleksy
o sferze koordynacyjnej {4N,} (Rys. 4¢) [73]. Ligandy Hex, i Octa, koordynuja do
czterech jonéw Cu’’, ale nie wplywa to na polepszenie wlasciwosci
przeciwutleniajacych tych uktadow [73].

Tabela 5. Sekwencje aminokwasowe fragmentdw bialek prionowych
Table 5. Amino acid sequences of prion protein fragments
nazwa skrécona sekwencja lit.
zp-PrP-63-80 Ac-PVHTGHMGHIGHTGHTGH-NH, [43]
zp-PrP-63-87 Ac-PVHTGHMGHIGHTGHTGHTGSSGHG-NH, [43]
Hex Ac-HNPGYP-NH, [73]
Oct Ac-PHGGGWGQ-NH, [73]

Mechanizm neutralizacji jonu 0,” przez CuZnSOD prowadzi do uwalniania
nadtlenku wodoru (H,0,) jednej z form RFT [1,2]. W naturalnych warunkach H,O,
jest rozktadany do czasteczkowego tlenu i wody przez inne antyoksydacyjne
czynniki jak na przyktad peroksydaze glutationowa (GPx) [3]. Yin i wspotautorzy
zaproponowali uktad, ktéry jednocze$nie nasladuje dziatanie zaréwno CuZnSOD
jak 1 GPx. Kompleksy linowego 65-aminokwasowego fragmentu biatka i jego
selenowej pochodnej (Tabela 6) wykazujg dziatanie obu tych enzymow. Ich
aktywnos¢ CuZnSOD jest podobna, ale najskuteczniej dziatanie CuZnSOD
nasladowal kompleks CuZn-65P z reszta seryny w 58 pozycji oligopeptydu (Tabela
6) [74]. W sekwencji tych ligandéw mozna wyr6zni¢ siedem reszt histydynowych,
ktére najprawdopodobniej sa miejscem kotwiczenia jonéw metali. Fragmenty
biatek zostaly otrzymane przez amplifikacje DNA metoda PCR. Pochodna
selenowa zostala uzyskana przez zamiang CysS58 na Ser. Nastepnie wprowadzono
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grupe —SeH (NaSeH), przez uprzednie aktywowanie grupy hydroksylowej seryny
fluorkiem fenylometylosulfonylu (PMSF), otrzymujac ligand Se-65P [74].

Tabela 6. Poréwnanie aktywnosci CuZnSOD kompleksow Cu**/Zn* 65-aminokwasowych peptydow liniowych
oraz sekwencja aminokwasowa ligandow

Table 6. The comparison of CuZnSOD activity of linear65-amino acid peptides complexes and amino
acid ligand sequences

aktywno$¢ CuZnSOD .

kompleks [U/mg] lit.

Se-CuZn-65P* 1254 [75]

Se-CuZn-65P 1181 [74]

CuZn-65P 1297 [74]

SOD3 2970 [74]
ligand sekwencja aminokwasowa

65p* HQHQFGDLSQ'’"GAESTGPHYN*’PLAVPHPQHP*’ GDWGNFAVRD*GS (73]

LWPFLRHN*VYGRPRACVV*HAGED
e HQHQFGDLSQ'’"GAESTGPHYN*’PLAVPHPQHP*’ GDWGNFAVRD*GS (74]

LWPFLRHN**VYGRPRASVV*HAGED
3.2. PEPTYDY CYKLICZNE

Cyklopeptydy homodetyczne charakteryzuja sie obecnoscia cigglego
pierscienia peptydowego, ktéry powstaje przez wigzanie pomigdzy N- i C- koncowa
grupa (tzw. ,.cyklizacja glowy do ogona™) [76, 77]. Tym samym grupy koncowe
peptydu nie mogg bra¢ udzialu w procesie koordynacyjnym dwuwartosciowych
jondw metali. Wraz ze wzrostem liczby reszt aminokwasowych w sekwencji
peptydu wzrasta jego elastycznos¢. Najmniejszy, 6-cztonowy pierscien peptydowy
2,5-piperazynodionu posiadaja cyklodipeptydy. Wlasciwosci koordynacyjne takich
czasteczek zalezg tylko od tancuchow bocznych reszt aminokwasowych, a te z kolei
moga by¢ rdznie zorientowane w przestrzeni w zaleznosci od izomerii optycznej
I Iub d. Dodatkowo na wlasciwosci koordynacyjne moga mie¢ wplyw
wewnatrzczasteczkowe oddzialywania typu n—n diketopiperazyny z pierscieniami
aromatycznymi takich aminokwaséw jak: histydyna, tyrozyna, fenyloalanina,
tryptofan [78, 79]. Zaobserwowano takze, ze grupa imidazolowa
w dicyklopeptydach ma charakter mniej zasadowy niz czasteczka imidazolu [78].
Ligand c(HH) tworzy bidentne kompleksy z jonami Cu®’, a w wigzanie jonow
metalu zaangazowane sg cztery atomy azotu z pierscienia imidazolowego.
Najprawdopodobniej kompleks taki przyjmuje konformacje ptaskiego kwadratu
z odksztatceniem w kierunku tetraedru. Otrzymany zwigzek okazal si¢ by¢ stabilny
w  wodnym roztworze i nie wykazywal cytotoksycznosci w stezeniach
mikromolowych. Zdolno$¢ bis{c(HH)}Cu*" do dysmutacji O," wynosita okoto
10% aktywnos$ci w stosunku molowym do naturalnego enzymu. [35, 80]. Kolejnym
przyktadem kompleksow z jonami miedzi(1l), jakie badano w kierunku neutralizacji
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anionorodnika ponadtlenkowego, sa dicyklopeptydy zbudowane z aminokwaséw
kwasowych: ¢(DD) oraz c(EE) z modyfikowanymi tancuchami bocznym przez
podstawianie do grup karboksylowych dwoch  czasteczek  histaminy.
W réwnomolowym stosunku jonéw metalu do liganda w roztworze dominuja
mononuklearne formy kompleksowe [CuL]*" i [CuH. L], w ktorych atomami
wigzacymi cu* sa odpowiednio: {2XNjn, 2xCO} oraz {2xNin,CO, N (nistamina)} -
Ligandy takie tworzg rowniez kompleksy bidentne Cul,, ktorych stezenie
w roztworze jest najwieksze, gdy stosunek liganda do metalu wynosi 2:1. Jony Cu®*
prawdopodobnie sa zwigzane przez cztery imidazolowe atomy azotu. Badanie
aktywnosci CuZnSOD dla tych zwiazkéw pokazato, ze przy najwiekszym stezeniu
bidentnego kompleksu uktad najlepiej hamuje reakcje wolnorodnikowa, wykazujac
tylko o sze$¢ razy mniejsza aktywnos$¢ niz natywny enzym. Niemniej jednak,
w badaniach tych uzyto 1000-krotnego nadmiaru liganda w stosunku do jonow
metalu [81]. Tym samym potwierdzono, ze sfera koordynacyjna Cu®’(d’) powinna
byé¢ na tyle elastyczna, aby mozliwa byla redukcja jonu metalu do Cu™ (d'%),
podczas ktorej nastepuje rowniez zmiana geometrii kompleksu. W zwigzku z tym
pozadanymi donorami sg atomy z pierscienia imidazolowego reszt histydynowych
tak jak w centrum metalicznym CuZnSOD. Udzial amidowych atoméw azotu
w koordynacji jonéw Cu*" powoduje, ze struktura kompleksu jest bardziej
»Sztywna” i mniej dostepna dla 0, co utrudnia proces redukcji i zmniejsza
mozliwosci przeciwutleniajgce takich kompleksow [82]. Bidentnym ligandem dla
jonow miedzi(1l) jest réwniez heksacyklopeptyd: ¢(GHG),, ktérego forma Cul,
angazuje w koordynacj¢ tylko atomy azotu z pierscieni imidazolowych. Natomiast
wraz ze wzrostem pH w koordynacji jonéw Cu”" biora udzial atomy azotu z wiazan
peptydowych. Dla ¢(GHG), nastgpuje to juz w pH powyzej 7, gdzie dominuje tylko
mononuklearna forma kompleksowa CuL o atomach donorowych {2xNy,, 2xN}
[83].

Peptydy cykliczne do szesciu reszt aminokwasowych w sekwencji, z ktorych
przynajmniej jedna posiada pierscien imidazolowy (His Iub histamina) preferuja
tworzenie si¢ bis-kompleksow z jonami miedzi(Il). Kompleksy te charakteryzuja
si¢ nastepujacym sposobem koordynacji: {4xNy,} z donorami w plaszczyZnie
ekwatorialnej. Wraz ze wzrostem wielko$ci pierscienia peptydowego nie
zaobserwowano tworzenia sie komplekséw typu Cul,. Oktacyklopeptyd
o sekwencji ¢(GH), tworzy z jonami Cu’" tylko monodentne formy kompleksowe
nawet w ukladzie z podwdjnym nadmiarem liganda. Ze wzgledu na obecnos¢
czterech reszt His w sekwencji, dominujacym kompleksem jest {4xNy,} forma
jednak badania te byly ograniczone do pH 6 ze wzgledu na wytracanie si¢ osadu,
ktéry uniemozliwit dalsza analize i badanie aktywnosci enzymatycznej [83].

Wprowadzenie do sekwencji peptydu reszty proliny powoduje, ze kaskada
wiazania jonéw Cu®" wzdluz fafcucha peptydowego zostaje zatrzymana.



752 A. PIENIEZNA, A. KOTYNIA

Uczestniczenie w wigzaniu peptydowym grupy aminowej proliny uniemozliwia
koordynacje jonéw miedzi(ll) poniewaz atom azotu uczestniczy w trzech
wigzaniach kowalencyjnych [84—86]. Dlatego aminokwas ten blokuje mozliwos¢
wiazania jonéw Cu’" przez kolejne amidowe atomy azotu i jednoczesnie usztywnia
fancuch peptydowy. Dodatkowo umieszczenie dwdch reszt proliny w sekwencji
homotetycznego cyklopeptydu spowoduje wyodrebnienie dwoch niezaleznych
miejsc potencjalnie wigzacych jony metalu. Cyklopeptyd ¢(GDWHPGHKHP)
tworzy form¢ kompleksowg CuHL-{3xNy,, COO"} dominujacg w roztworze do pH
7,5 [87]. Poréwnanie statych trwatosci (logf) dla tego liganda i jego liniowego
odpowiednika pokazala, ze cykliczny analog tworzy stabilniejszy kompleks, ale
odznacza si¢ znacznie mniejszym formalnym potencjatem redukcyjnym (E°) [88].
Ligandy o rozbudowanym pierscieniu peptydowym, zawierajace w sekwencji od
o$miu do dwunastu reszt aminokwasowych, wykazuja tendencj¢ do tworzenia bi-
i tri-nuklearnych kompleksow, ktére moga formowa¢ si¢ nawet w ukladach
z rownomolowa ilo$cia jonow Cu®" wzgledem liganda [88-91].

Ligandy c¢(HKHPH), i c(HKHGPG), powyzej pH 7 tworza kompleksy
o stechiometrii Cu,LH; osiagajac okoto 30% w probce. Wraz ze wzrostem stezania
jonéw metalu wzrasta takze stezenie dinuklearnych form, ktére w uktadzie
z podwojnym nadmiarem Cu®" dominuja w roztworze powyzej pH 6.
Zaobserwowano, ze powstawanie dinuklearnych form kompleksowych zwigzane
jest z jednoczesnym zaangazowaniem amidowych atomdéw azotu w koordynacje
[91, 92]. Ponadto wykazano, ze analog o wigkszym pierscieniu peptydowym
efektywniej wigze jony miedzi(Il) w szerokim zakresie pH (5,5-11,0) [91]. Badania
aktywnosci enzymatycznej dla miedziowych kompleksow c(HKHGPG), wykazaty,
ze skuteczniejszym w neutralizacji anionorodnika ponadtlenkowego jest uktad
L:Cu*'=1:2, w ktérym jest okoto 90% formy Cu,H,L-{2Ny,, 2N} [45]. Cho¢
bezposredni potencjat tej reakcji zalezy od wihasciwosci redukujgco-utleniajacych
jonu Cu®", to istotnym elementem strukturalnym, ktory przyczynia sie do
prawidlowego cyklicznego mechanizmu dysmutacji, jest jon Zn”". Zaskakujacy jest
fakt, ze mimo, iz nie udato si¢ zaobserwowaé tworzenia imidazolowego mostka
pomiedzy jonami metali w kompleksach heteronuklearnych réwnomolowego
ukladu: Cu**/Zn*"/c(HKHGPG), to jednak model ten wykazywal najlepsza
zdolno$¢ do mimikowania CuZnSOD posrod wszystkich badanych ukladéw dla
tego cyklopeptydu [45].

Kompleksy o donorach {4xNy,} posiadaja pozadang strukturg w kierunku
poszukiwania mimetykéw CuZnSOD. Odznaczaja si¢ one takze najlepszymi
wlasciwosciami  przeciwutleniajgcymi  sposrod  przebadanych  dotychczas
cyklopeptydow (Tabela 6). Jednak najczesciej dominuja w roztworze o pH
kwasnym, a badania aktywnosci CuZnSOD powinno by¢ przeprowadzane
w zakresie pH fizjologicznym pomigdzy 7,0 a 7,5, czyli w srodowisku dziatania
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enzymu. W zwigzku z tym istniejg ograniczenia potencjalnego zastosowania tych
zwigzkow jako mimetykow natywnego enzymu. W Tabeli 6 przedstawiono
poréwnanie wartosci ICsy dla wybranych kompleksow cyklopeptydow, z ktérego
wynika, ze najefektywniejszymi mimetykami CuZnSOD sa formy Cul,-{4Nyy}.
Rowniez ligandem o duzym potencjale dysmutacji jest cykliczny 12-
aminokwasowy peptyd c(HKHGPG), w réwnomolowym  heteronuklearnym
ukladzie z jonami Cu®*/Zn*" (Tabela 6).

Tabela 6. Porownanie wlasciwosci kompleksow cyklopeptydow
Table 6. The comparison of properties of cyclopeptides complexes
. dominujaca p ICs E’ .
ligand forma atomy donorowe H 10* [mol/dm’]  [mV] lit.
c(HH) Cul, {4Nim} 7,0 50 - [35,93]
c¢(DD)Hm, Cul, {4Nim} 74 25 215 [81]
c¢(EE)Hm, Cul, {4Nim} 7.4 25 333 [81]
¢(GHG), CuH,,L {2Nm, 2N} 8,0 160 219 [83]
CuL {4Nm} 6,0 80 269
c(GH) CuH.L {2Nj, 2N} 8,0 140 195 (83]
¢(GDWHPGHKHP) CuHL {3Nm, COO’} - 24 [88]
Cu,H,,L {2Nim, 2N} 7.4 57,4 -
- {2Nim, 2N° 4
(HKHGPG), CuznHoL C% - 2Nm 2N} 36,0 [43]

Zn*"- {2Ny,, 2H,0}

3.3. PEPTYDY ROZGALEZIONE (DENDRYCZNE)

Jedng z serii dendrycznych ligandow badanych pod katem dysmutacji
anionorodnika ponadtlenkowego byla grupa zwiazkow, ktérego rdzeniem byla
tris(2-aminoetylo)amina zwana w dalej ,tren” z podstawionymi jedng, dwiema
i trzema resztami histydynowymi jako ,,ramionami”. Wykazano, ze tren1His tworzy
stabilng form¢ kompleksowa z piecioma atomami azotu wokét jonu Cu*" {Nim, N,
Niers 2NH,™ przyjmujac geometrie piramidy kwadratowej. Kompleks ten
dominuje w roztworze powyzej pH 7,0 i nie wykazuje zadnej aktywnosci
katalitycznej. Natomiast jego analogi tren2His i tren3His, wykazujace tendencje do
tworzenia di- i trinuklearnych komplekséw, odznaczaja sie do$¢ dobrg aktywnos$cia
CuZnSOD, poréwnywalng z uktadami peptydéw liniowych i cyklicznych [94, 95].
W ukladzie tren2His z jonami Cu®", o stosunku molowym réwnym 1:1 w pH 7.4,
istnieje réwnowaga pomiedzy trzema formami kompleksowymi CuHL/CuL/CuH.
L. Dla pierwszej i ostatniej zaproponowano odpowiednio nastgpujace modele
koordynacyjne: {2Nyn, 2 aNH,} (Rys. 5a) i {aNH,, N, N, NH,"™"} [95].
Natomiast w uktadzie Cu:tren2His=2:1 dominujaca formg kompleksowa jest Cu,H.
\L z donorami wigzacymi {2Nj,,, 2 aNH,} i {N°, Ny, NH,™"} Tub {N°, Ny, N7}
W tym przypadku obecnos¢ drugiego jonu metalu nie wptyngta na zdolnos¢
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neutralizacji 0,", wykazujac takg samg wartos¢ ICso jak dla ukladu
o rownomolowym stosunku metalu do liganda (Tabela 7) [95]. Dla tren3His wyniki
powinny by¢ jeszcze bardziej obiecujace, tymczasem ligand ten tworzy stabilny
kompleks (logfi=13,19) o sferze koordynacyjnej {2NH;, 2Ny, Nimeaxia} (Rys. 5b)
[94], ale ICs, jest mniejsze niz dla Cu*":tren2His=1:1 (Tabela 7) [94, 95]. Efektem
takiego dziatania moze by¢ fakt, ze kompleks ten angazuje pig¢ donorowych
atomow azotu w wiazanie jonow Cu’", wiec takze w tym przypadku dostep do jonu
metalu jest ograniczony, co przektada si¢ na stabsze oddziatywanie z rodnikiem.

3 L Ho 9 nNH,

Rysunek 5. Schematyczne struktury kompleksow peptydow rozgatezionych: a) CuHL — tren2his, b) CuHL
— tren3his, ¢) CuL — 2HG

Figure 5. Schematic structure of branched peptides complexes: : a) CuHL — tren2his, b) CuHL — tren3his,
¢) CuL - 2HG

Jako rdzen do budowy rozgatezionych ligandéw wykorzystano takze kwas 2,3-
diaminopropionowy (Dap). Ligandy modyfikowano wykorzystujac jako
dendrymery reszty glicyny i histydyny w réznej konfiguracji, ich sekwencje mozna
przedstawi¢ nastepujaco: H-Gly-Dap(H-Gly)-Gly-NH, — 3G, H-Gly-Dap(H-Gly)-
His-NH, — 2GH, H-His-Dap(H-His)-Gly-NH, — 2HG, H-His-Dap(H-His)-His-NH,
— 3H. Ligandy te w fizjologicznym zakresie pH tworza kompleksy typu 3N-{Ny,
2NH,} dla 2HG (Rys. 5c) oraz typu 4N dla pozostalych analogdéw
z uwzglednieniem nastepujacych atoméw donorowych: {Ny,, 2NH,} — 3G oraz
{Nim, N, NH,} dla 2GH i 3H [49, 96]. Wykazano, ze wartos¢ standardowego
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potencjalu procesu katalitycznego Cu®"<>Cu’(E’) zalezy od ilosci reszt
histydynowych w strukturze liganda przy czym 3H analog odznacza si¢ najmniejszg
wartoscig (3H<ZHG<2GH) [49]. Zaleznos$¢ ta nie jest tozsama z aktywnoscia
CuZnSOD i szybkoscia dysmutacji (k), dla ktérych moglibySmy zapisa¢ szereg:
2HG>2GH>3H [49].

Tabela 7. Poréwnanie wtasciwosci kompleksow peptydow rozgalezionych
Table 7. The comparison of properties of branched peptide complexes
dominujaca j (o™ k .
uklad forma atomy donorowe pH 10% [mol/dm’]  [M's"] lit.
. CuL {ZNHZ, 2Nlm; NHZ(ax)al)}
2+ — %107
Cu~"/nta3His=1/1 CuH.L {Nims N, N, O} 7.4 13 2,3*10 [94, 95]
CuHL {2Nj, 2NH,"™"}
2+ . > %107
Cu”'/tren2His=1/1 CuH,L (2NH™ 2N} 7.4 20 3*10 [95]
{2Nim, 2 aNH,}
Cu*/tren2His=2/1  Cu,H.,.L {N", Nioys, NH,™"} 7,4 13 4,6%10’ [95]
lub {N, Niew, N}
Cu**/tren3His=1/1 CuL {2NH,, 2N, NHoaxian } 7.4 17 1,8*10’ [94, 95]
Cu*'/3G=1/1 CuH,L {2NH,, 2N’} 7,6 24 1,6%¥107 [49, 97]
Cu*/2GH=1/1 CuH.,.L {NH>, Nim, 2N} 7,6 44 8,9%10° [49, 97]
Cu*'/2HG=1/1 CulL {2NHy, Nim} 7,6 11 3,5%107 [49, 97]
Cu*"/3H=1/1 CuH.,.L {NH,, Nim, 2N’} 7,6 103 3,8%10° [49, 96]
UWAGI KONCOWE

W strukturze centrum aktywnego CuZnSOD mozna wyrézni¢ dwa jony metali,
ktére skoordynowane sa przede wszystkim przez atomy azotu z pierScienia
imidazolowego, w tym jeden z nich stanowi mostek pomiedzy jonami metali. Taka
budowa pozwala na sprawne i szybkie (k./ky~10° M's™) neutralizowanie O,” oraz
hamowanie niepozadanych efektow reakcji wolnorodnikowych. Zastosowanie
substancji nasladujacych dziatanie CuZnSOD w ogniskach stresu oksydacyjnego
mogloby ograniczy¢ jego negatywne skutki. Poszukujac zwiazkow, ktore spehiatyby
taka role, nalezy wzia¢ pod uwage kilka czynnikow. Bezposrednio za dysmutacje
odpowiadaja jony miedzi(IT), a wiec ich obecno$¢ jest kluczowa. Ponadto istotny jest
sposob zwigzania tego jonu metalu przez ligand, kompleks powinien by¢ stabilny
w warunkach zblizonych do naturalnych, jednoczesnie centrum metaliczne powinno by¢
na tyle elastyczne, aby mozliwa byla zmiana geometrii kompleksu oraz aby rodniki
miaty swobodny dostep bezposrednio do metalu. Ilo$¢ reszt histydynowych
w sekwencji peptydu nie zawsze musi korespondowa¢ ze skutecznoscia neutralizacji
RFT. Znacznie istotniejszym aspektem jest geometria sfery koordynacyjnej. Kompleks
taki powinien wykazywa¢ brak toksycznosci wobec prawidtowych komérek oraz miec¢
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niska masg, czyli by¢ odpowiednio maly, a co za tym idzie ,,mobilny”. Dotychczasowe
badania wykazaly, ze peptydy jako ligandy wzgledem jonow miedzi(Il) sa dobrymi
kandydatami do spelnienia tych warunkéw, ale w dalszym ciagu ich kompleksy
z jonami miedzi nie doréwnuja swoim przeciwutleniajacym dziataniem natywnemu
enzymowi. Ponadto badania in vitro to dopiero preludium do potencjalnego
zastosowania tych substancji w ogniskach stresu oksydacyjnego.
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