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STRESZCZENIE ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

s, Badanie procesu redukcji jonow Cu(ll) zwigzanych z tripeptydem GHK

z udziatem glutationu”

Prace realizowane w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej wpisuja si¢ w nurt badan
dotyczacych homeostazy jondéw miedzi w organizmach zywych. Miedz, nalezaca do
pierwiastkow §ladowych, warunkuje prawidlowe funkcjonowanie wszystkich komorek
ludzkiego organizmu. Jony tego metalu aktywnie uczestniczg m.in.: w procesach oddychania
komoérkowego, melanogenezy, neutralizacji wolnych rodnikow czy gospodarce jondéw zelaza,
przy czym nawet niewielkie naruszenie stanu rdwnowagi tego pierwiastka moze skutkowaé
zaburzeniem przebiegu podstawowych proceséw zyciowych komorek. Dlatego organizmy
zywe wypracowaly precyzyjny mechanizm, pozwalajacy na regulacje stezenia jonow miedzi

zar6wno na poziomie komoérkowym, jak 1 w obrebie catego organizmu.

Zagadnieniem, ktore szczegdtowo przedstawiono i dyskutowano w przegladzie
literaturowym rozprawy byt sposob pozyskiwania jonéw miedzi przez komorki. Przytoczone
wyniki dotychczasowych badan wskazuja, iz jony metalu dostarczane sa do cytoplazmy
poprzez kanal utworzony przez biatko hCTR1 w postaci Cu(I). Oznacza to, Ze transport przez
btone komoérkowa poprzedzony jest redukcjg zewnatrzkomorkowej formy Cu(Il) do Cu(l),
ktorej mechanizm do tej pory nie zostat catkowicie wyjasniony. Zgodnie z jedng z hipotez,
transfer elektronu moze si¢ odbywac przy udziale blizej niezidentyfikowanej metaloreduktazy
obecnej na powierzchni komorki (analogicznie jak w przypadku drozdzy). Wedle innej
koncepcji, redukcja jondéw Cu(Il) zachodzi na skutek oddziatywan naturalnie wystepujacych w
srodowisku zewnatrzkomorkowym chelatorow jonow Cu(Il) z biologicznymi reduktorami
(takimi jak kwas askorbinowy czy glutation). Powyzsza $ciezka wydaje si¢ by¢ istotna w
odniesieniu do ligandéw peptydowych, ktorych kompleksy z jonami miedzi(II) charakteryzuje
duza réznorodnosci strukturalna, decydujagca m.in. o wiasciwosciach redoks centrum

metalicznego czy ich aktywnosci biologiczne;.



W  mys$l jednej z przytoczonych koncepcji, celem prowadzonych prac
eksperymentalnych w ramach rozprawy doktorskiej bylo okreslenie charakteru interakcji
glutationu z naturalnie wystgpujacym w ludzkim osoczu kompleksem Cu(lIl) z tripeptydem
GHK (gdzie: G — glicyna, H — histydyna, K — lizyna), jako potencjalnej drogi dostarczania
jonow Cu(I) do komoérek organizmow zywych. Wyboér peptydu GHK podyktowany byt dobrze
udokumentowang aktywnoscia biologiczng powyzszego kompleksu, a takze jego unikalnymi
wlasciwos$ciami  koordynacyjnymi zwigzanymi ze zdolno$cig tworzenia kompleksow
trojsktadnikowych. Przebieg reakcji GSH z Cu(l)GHK badano gtéwnie przy uzyciu technik
spektroskopowych, wsrod ktorych wiodacg role odegrata spektroskopia UV-Vis. Niemniej
jednak, w celu doktadnego opisu mechanizmu badanego procesu postuzono si¢ dodatkowo
technikami Elektronowego Rezonansu Paramagnetycznego (EPR) oraz Jadrowego Rezonansu
Magnetycznego (NMR). Podatno$¢ centrum metalicznego na proces redukcji badano natomiast

przy uzyciu metod woltamperometrycznych.

Pierwszy etap prowadzonych prac obejmowat analizg réznic w widmach elektronowych
odwzorowujacych oddzialywanie Cu(II)GHK z GSH w zalezno$ci od $rodowiska reakcji, co
uwidocznilo zlozono$¢ badanego procesu, a takze wplyw czasteczek buforu HEPES oraz
anionow fosforanowych na proces redukcji kationéw miedzi(IT). Powstawanie jonow Cu(I) in
situ potwierdzono przy pomocy kwasu bicinchoninowego (BCA), tworzacego z kationem Cu(I)
kompleks o charakterystycznej fioletowej barwie 1 wysokim molowym wspdlczynniku
absorpcji. W kolejnych etapach prac rozwazono wpltyw szeregu czynnikow: temperatury,
stezenia reagentow (w tym obecno$¢ tlenu), produktow ubocznych reakcji czy obecnos$ci
imidazolu (tworzacego z Cu(II)GHK kompleksy trojsktadnikowe), na szybkos¢ oraz wydajnos¢
zachodzacych procesoOw, w szczegoOlnosci reakcji redukcji centrum metalicznego. Jednak
niejednoznaczno$¢ interpretacji uzyskanych wynikoéw sktonita do rozszerzenia prowadzonych
prac badawczych o inne uktady koordynacyjne (CuGGH) oraz dodatkowe zwiazki tiolowe
(merkaptoetanol, s6l sodowa metanotiolu), ktore okazaty si¢ by¢ bardzo pomocne przy
ostatecznej analizie danych eksperymentalnych. Z kolei decydujaca role w ustalaniu struktur
koordynacyjnych jonéw Cu(Il) oraz Cu(l) odegraly wyniki otrzymane z wykorzystaniem
technik EPR oraz NMR, ktore potwierdzily odpowiednio tworzenie krotkozyciowego
(w odniesieniu do skali czasowej pomiarow) kompleksu trojsktadnikowego Cu(I)GHK z GSH
za posrednictwem grupy tiolowej oraz klasteru Cu(I) z GSH o stechiometrii CusGSHs. Na tej

podstawie, powigzano koordynacj¢ GSH do kompleksu binarnego z przesuni¢ciem sygnatu



katodowego na woltamperogramie cyklicznym w kierunku potencjatéw dodatnich, co §wiadczy

o zwigkszonej podatnosci centrum metalicznego na proces redukc;ji.

W oparciu o zgromadzony material badawczy zaproponowano mechanizm interakcji
Cu(Il)GHK z GSH, ktoéry w duzej mierze inspirowany byt niedawnym odkryciem formy 2N
w procesie koordynacji Cu(ll) przez GGH oraz bliskiego analoga tripeptydu GHK — sekwencji
GHTD. Istotnym osiggni¢ciem byto okreslenie struktury oraz wiasciwos$ci redoks tworzacego
si¢ przejsciowego kompleksu trojsktadnikowego z GSH, ktérego wzglednie niska trwatosé
kompensowana jest stosunkowo dtugim czasem zycia (z punktu widzenia interakcji w uktadach
biologicznych); stanowito to wazny punkt w dyskusji na temat jego potencjalnego znaczenia
biologicznego. Uzyskane wyniki wskazujg, ze kompleks GSH-Cu(ll)GHK prawdopodobnie
nie jest jedyna, ale za to kluczowa formg kompleksowa w procesie redukcji kationu miedzi(II)
w badanym uktadzie. Warto wiec podkresli¢, ze opisane w rozprawie doktorskiej interakcje
Cu(I)GHK z GSH moga nie tylko ttumaczy¢ w jaki sposob jony Cu(I) sa dostarczane do biatka
transblonowego hCTRI1, ale takze stanowi¢ wyjasnienie mechanizmu dziatania Cu(I)GHK

w organizmie ludzkim.
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