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Streszczenie

Rol a z r - U rekwenzyjnago ludzkichs metalotionein w komérkowe;
homeostazie jon-w Zn] j est tematem wci NI
zidentyfi kowano cztery gg:-wne izoformy | u
MT4) oraz osiem subizoform MT1 (MT1A, MT1B, MT1E, MT1F, MT1G,Ti¥H,
MT1M(K), MT1X) . Pomi amalizabbc zwypaklc zbaadaw@Ea Sc
bi ochemicznych tych izoform jest utrudnio
eksperymentalnych i skupienie na pojedynczych izoformach. Metalotioset a n o wi N
wyzwanie w badaniack e wz gl ndu na brak struktury dr
aromatycznych,a Zn?*, ma jyNscg abe wgdaSci woSci spektraln
wybieranym met al em do -nietldtianeinaa oddzi agywa &

Gg-wnym celem pracy byga produkcj a i c ha
ludzkich metalotionein oraz ich naturalnych wariantéw (w tym MT1A T27N, MT1A
K51R, MT1G Al10del, MT1M T20K, MT4 C30Y, MT4 R31W, MT4 G48D) oraz
metaldd i a g k a MT1HL1. Ujednoliceni e technik
przeprowadzenie wiarygodnej analizy poréwnawczej i lepsze zrozumienie roli
zr - Uni cekwemcyjnegonest al ot i onein w homeostazie |

Uzyskane wyniki pozwol i WpgJymean - Ueims a wa ni
sekwencyjnegol udz ki ch met al ot i on ei fizygkonhamicznec h w g
w warunkachkomaérkowej homeostgzondéw Zr?*. Po raz pierwszy otrzymano wszystkie
I zof or my l udzki ch metal oti onein na pozi O
ujednoliconej metodologii, poréwnano je ze NobPonadto, po raz pierwszy
wyprodukowano i scharakteryzowano r - -wnieU
MT1HL1. Okr e Sl ono powi n¥wacd pae iysostiifwbesnym
mi ejscom wi Nzania w badanyc hvjakspbsabr o in@ J k a «
izoformy i ich formy zmetalizowan, s N k ompwe mejnitcairne f | ukt
komoérkowego labilnego 2, co jest kl uczowe dla prawi
Scharakteryzowanie naturalnych wariant - -w
uwi docznziri- Upa&kowani e sekwencyj ne, wyni ka

ami nokwasowags,t awp § nw&di metalotienaitk Rragdstavaofd
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r-wniydlokwe podobie@Etwo uzyskanych wynik-w

MT1HL1 w poréwnaniu do izoform ludzkich metalotionginco wskazueg,

i 0 owe metalobiagko powinno byl uznane za kol
Wyniki uzyskane wpr acy stanowi N i stotny kr ok w K i

jak sekwencyjnezr - Uni cowani e ludzkich metalotionein

Zn| i podkreSlajN potrzebi dalszych bada@ na

oraz rozwojem nowoczesnych techaikalitycznych.
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Abstract

The role of sequence diversity in human metallothioneins (MTs) in cellular
Zn| homeostasis remains not fully wunders
isoforms have been identified (MT1, MT2, MT3, MT4), along with eight subisoforms
of MT1 (MT1A, MT1B, MT1E, MT1F, MT1G, MT1H, MT1IM(K), MT1X). Despite
extensive research, comparative analysis of the biochemical properties of these isoforms
is complicated by the variety of experimental methods ,usmadl the focus on individual
isoforms. Metallothioneins pose a challenge in research due to their lack of secondary
structure and amatic amino aciddVhat ismore,Zn?*, with its weak spectral properties,

Is not the most frequently chosen metal for studying rme&hllothionein interactions.

The primary objective of this study was to produce and characterize all known human
metallothionein isoforms and their natural variants (including MT1A T27N, MT1A
K51R, MT1G Al10del, MT1M T20K, MT4 C30Y, MT4 R31W, MT4 G48D) as well
as the metalloprotein MT1HL1. Standardizing experimental techniques enabled reliable
comparative analysis and improved the understanding of the role of sequence diversity
in metall othioneins in Zn]j homeostasi s.

The results obtained provided a better understanding of how sequence diversity
in human metallothioneins affects their biophysical and biochemical properties under
conditions of cellul ar Zn| homeostasi s.
isoforms were produced at the protein level and compared using a standardized
methoalogy. Furthermore, natural variants of metallothioneins and MT1HL1 were also
produced and characterized for the first
to all knownbinding sites in the studied metalloproteins were determined. The study
also demonstrated how different isoforms and their metalated forms complement
each other in terms of cellular |l abile Zn]
physiology. Characterization of natural variants of human metallothionein isoforms
highlighted how sequence diversity, resulting from single amino acid chafifpets the
stability and reactivity of metallothioneins. Additionally, the high similarity
of the biophyial properties of MT1HL1 compared to human metallothionein isoforms
suggests that this metalloprotein should be considered a new MT isoform.
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The results of this study represent a significant step towards understanding
how sequence di versity i n human metal |l ot hi «
and underscore the need for further research on pnotefal interactions

and the development of advanced analytical techniques.
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itransfer §adunk wang.iigahd tgMetadGharge
Transfe)

irodzina biagek receptorowych
(ang.Low-Density LipoproteirReceptorRelated Proteih

i sekwencja DNA rozpoznawana przez czynniki transkrypc
kluczowa w regulacji ekspresj
kom-rkowN na zmiany argtMétal ®espoas
Elemeny

T matrycoweRNA

T metalotioneingang. metallothionein

T czynnik  transkrypcyjmi zal eUny od
(ang.Metal Response ElemeBinding Transcription Facted)

i chlorek sodu

T utleniony dinukleotydikotynoamidoadeninowy

T zredukowany dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy

i wodorotlenek sodu

ispektroskopi a magnetycznegc

(ang.Nuclear Magnetic Resonan&pectroscopy
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NPSC
NTA
nwMT
PAR
PCR

PTP1B
RAP

ROS

RNA
SDH
SDS
SNP

SOD
Substrat
PTP1B

T
TCEP
TEMED
TNB-

Tris

(zasada Tris)
Triton X-100
UTR

UV-Vis

I selenocyjanian-hitrofenylu

T kwas nitrylotrioctowy

T naturalny wariant ludzkiej metalotioneiny

i 4-(2'-pirydylazo)rezorcyna

ireakcj a §a Ecu aigdalamerase ChaimRReactpn
T punkt izoelektryczny

iludzka r ekombifosfataza tyrazynowadl k o w

iTbi agko i stotne w regul acj i

(ang.ReceptorAssociatedrotein)

T reaktywne formy tlenuahg.Reactive Oxigen Spec)es

T kwas rybonukleinowy
I dehydrogenaza sorbitommy i z ol owana z owcz
T dodecylosiarczan sodu

T polimorfizm pojedynczego nukleotyduar{g. Single Nucleotide

Polymorphism

I dysmutaza ponadtlenkowa
T MCA-Gly-Asp-Ala-Glu-pTyr-Ala-Ala-DNP-Lys-Arg-CONHo,

gdzi e MC A 0 z n-aetaksykunmnyrdryplno ) @€ ¢
a DNP gdupit2pfenyl owN

I tioneina (apemetalotioneina)
T chlorowodoreKris(2-karboksyetylo)fosfiny

T N,N,N6NGtetrametylenodiamina

' anion kwasu zitro-5-tiobenzoesowego

' 2-amino-2-hydroksymetylel,3-propanodiol

1 4-(2,4,4trimetylopentar2-ylo)fenoksypolietoksyetanol
ini ekoduj Ncy oabhgsUnteanslated Regiohl A (

T spektroskopia  absorpcyjna w  zakresie  promieniow:

ultrafioletowego i widzialnego
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WT T typ dziki (ang.Wild Typé

ZIP irodzi naandpartewyaolpowiedzialnych za transport jon¢
Zn?* (ang.Zrt/Irt-like Proteir)
ZnAF-2F T 6-{2-[bis(2-pirydylometylo)amino]etyloamineR N}, 7 Nj

difluorofluoresceina
ZnT irodzina biagek tr ans p ¢tansporiyondn

Zn?* (ang.Zinc Transporterp
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l.Wstnp teoretyczny

1.1. Cynki jego rola w organizmie czgowi eka

Cynk jest metalem niezbndnym do Uycia z
to takUe jeden z najwaUniejszych mikroel e
cynku w ludzkim or gan odddod@ramyaohcayni goidiugimv g r ar
najczninSciej wystifipuj Ncym met (4)lCeany kporwz & jNS d il o
cynkuw organizmie okreSla sin na(2IWi5i ke zw SKob
cynku wy snbzgw(w himokampie), wni 1 Sni ach sz knitkahcet owy c
kostnej . Jego wysoka zawartoSIi .@namnanpuij e
obecnegnBiz ost aga stwierdzona @.Llolevimerkactw a
czgowi eka cynk wystninpuj e w ni eimkal WA
jakizewnNtrzk@mCy klowest anowi owN:- wzindl ki etz
niezbndnych do prawidgowego funkcjonowani
metabol i zmu, bi or Ncych udzi ag w procesac
DNA, podziag kom-rkowy, czy produkcja ence

funkcji, jdkekat aliezysidmy do akanhydwazao Sci v
wngl anowa, met al oproteinazy Jma c isetrrzuyk, t u o &
istabilizuj Nc s tbriuakiade cynkope, syatstaza Bidylowa)N

czyt r a n s p @ransporjerid cymku, albumingd).

Cynk w tradycyjnej klasyfikacji nazywany jeshe t al em pr, edngkSci owy
wedgug standard-w | UPAC zaleca sin nazywa
przej Sciowe charakteryzuj N sifn cziSciowo
im wystipowanie w r. Uhegdrhansliba meapardkeu tj learyine re
utlenienia+t2i maw p @ eigni ony % Nidposiaddonwd fvgda Sci wo Sc i
redoksowych, ctoy poodwmy-cthn inae tgad i dJd b ezyamjie®ci owy c
Jednoc zeStojedynym metateiblolpudni ezbifidnytnme doaklygwmao$S
redoksowej.Cynk wy st ipuj e wygNcznie w formie dwuw
transport i w konsekwencji umoUl i wi® jego

Jony cynkuZn)s N el ement e m diakomdkiisc/ rbii eazgimeteddwea d o
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prawi dgowe|j prol i fer ac,oraz dlasziakovisnyi gcroanjaonw yac hs.i i |

Dzi nki analizijmebabopforeamycpoe wenyl ndem ewo
takUe, iU wy lprakons-traknfi wewzzsigmakgmpodobnikosztem
innych metali, kt-rych uUycie zmalago. MoUe t

cz§oawijeskk N z ntaynya drziiesgdayj§ domer?8. i nnych jon-w
Cynk odgrywa bardzo waUnN rolin w ciele czgo

przez szereg mechanizmoéw na poziomie komorkowym oraz systemowym. Jest

onmet al em, kt - rego poziom powyUweywogdgwwaliponi Ue
toksyczny efekt. Jego poziom powyUej normy m
ni edobory, kt -re nadal sN powaUnym probl emen
Kkom- r kowym, cynk wpgywa na przeUycie kom-rKki
apoptozy.Br a k i cynku mogN prowadzi do obumierani.
wraUliwych neuron-w, w kt-rych apoptoza spow

skut kowal powaUnymi. uNsizekdotdezteyh edaNiny , mk z guy ch ni
wyl eczyl prostN suplementacj N cynku. Objawy wi
obejmuj N szer oki edosbpneiid e pionr, n @®xiz,Nwsw@Gc z Nc na p
przypadkach choréb dziedzicznych lub nawatiachetalnych.

1.2.Cynkjakopi er wi astek niezbindny do Uyci a

Cynk jest pierwiastkiem Sl adowym, mi kroel e
w organizmie w magych iloSciach. Zaliczany je
czgowi ek dwic idao jpergzoe bmrria&ka d wroavoalufeNl i powaUne u
W organizmie. Ni ekt -re gagodne skutKki j ego ni

suplementa¢iCynk wchgania sin w ciele czgowieka na
popr zeaprzdewszystkbr ogN pokar mowN. DrogN oddechow
do organizmuw post C | pyg- w, w tym r-wnieU(@anieczysz
Zwi Nzane jest to z nadmiarowN ekspozycj N i
sN pracownicy przemysgu g a | 1\8.8d.nMechanzen g o or az
wc h g aasiiainic y n k u nipjestve p edghany. Mimo to, cynk jest szeroko
wykorzystywanyw pr zemy Sl e kosmetycznym, stoosuj e sin

gdzie wspomagfliiLEpj eni e sin ran
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Cynk doste s i i do ardg awhii zgnN  p o Beat rommuetalén
wystfipuj Ncym naturalniezemskjoegoi ©r zd & ensik d
jestpokarm pochodzenia zar - wn®). r N&| wh m&ga.e |
cynku znajdujN sifn w owocach mor za, orzec
znajdziemy takUdi wsjfajpcbynknpbchdbezNcy z
jest sJadnp@drzymwajrozwi Nza® dla tego prob

a winc stosowanie nawoz-w cynkowych, by z
rolnychi pi er wsze pr-by pokazagy, i U udago sin
como Upsprawl war t oSi odGywwaskcdiaetwy obszarach,

cynku s N (@5 wsJzeedcrnhanki€tam i e | e st ikyosnti aercczznaaj Nrcoal
byl supl ement acj a. Najcznst szymi zwi Nzkart
s Nglukonian cynku, cytrynian cynku, asparaginian cynku, octan cyokaz
siarczaifVIl) cynku(16).

Rekomendowana dzienna dawka cynku r - Un
czgowWeTkabeli 1 przedstawi ono rekomendowanN d ¢
przezRadn ds. t y wn oF8adiand iNutrition vBoaedENBad z(i agaj Nc e |

przy Nar odowe | Akademi i IWESA)k ZapotizebOmamiel e r i i
na cynk nie r-0ni sin w zaleUnoSci od p:
to jestwy Usdzlea p Jci mn sapotrzejowanidra nagnk, zwazi ks z a
z wiekiem,jestt ak Ue wi nksze w okresie ci NUOy i 1 akt

Tabelal Rekomendowana dzienna dawka cynku w poUywi
).

Wiek M Uc zy Kobiety ci NO Okres
laktaciji
Od urodzenia do 6
. o 2mg 2mg - -
mi esi Ac
7-12 mi esi 3mg 3mg - -
1-3 lata 3mg 3mg - -
4-8 lat 5mg 5mg - -
9-13 lat 8mg 8mg - -
14-18 lat 11mg 9mg 12 mg 13 mg
19 | at i 11 mg 8 mg 11 mg 12 mg
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1.3.Skut ki nieprawi dgjowmB8ci w regulacji jon-w

Tak, jak w przypadkuwi fik sz o Sc i pierwiastkr--wnnieddJzbnindny
w przypadku cynku, wahania jego iloSci poni U
mogN powodowal szereg nieprawi d@RwnolSci , a naw
Szacuje sin, Ue na Swiecie niedob®)y cynku w

Bi or Nc pod uwagn tyl ko wysoko rdwamiiardyi it e kr aj €
ludzi (191 22). Ponadtps zacuj e si ni, Ue nyeh tyfkeo 425% odob Zj ednoc z
starszych (powyUe|] 71 roku @Bycia) ma odpowied

optymalne
funkcjonowanie organizmu

smieré
objawy
niedoboru
objawy
nadmiaru
smieré

Efekt fizjologiczny

Stezenie (dawka)
Rycinal Wy kres obrazuj Ncy efekt fizjologiczny organiz
cynkuni ezbfindnego do przeUyci(2)(zaadoptowano na podst

1.3.1. Skutki niedoboru cynku

Przyczyrami niedobou cynku ma Rb y faréwno nieodpowiednio zbilansowana

dieta jak i wady genetyczn®@k az uj ei esi ail, e Uri @ od przyczyny, ob
s i n siebiel(25). Pierwszy udokumentowany przypadek niedoboru cynku pochodzi

z 1961 roku Objawy u minUczyzn, takie jak: op-¥Fni
nieprawi dgowoSci sk-rne i op-Fnienie umysgowe

wdiecie(19. Obserwacje okazagy sin tf2326nhe, co potw
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W przypadkach ni ewi el ki ch niedobor -w ¢
hi peramonemi n, a u mn Uc Ry).Skutkichiedbeotu lkcymkwo o | i
okreS| dAmneni pakowaned wystfiApuj N nie tyl ko u

ale takUe zwi Nzane sN z naduUywa(nzieesnp -al k.

upoSledzonegp wch@gahekdNaowhwy otbiNp uj Nr ek |
osJgabionych chorobamip Nz & wl.ecdkb§yamiy obej muj N op
wzrostu, zmiany sk-rne, osgdgabiony apetyt,

sin ran, anergi n, Zzabur z e n il dipogomea\zm(27)i wi dz
Podobne objawy wystipuj N w(28).d\iedobokywymkuc j i al

sN czhiste u ludzi starszych, co moUe byl p

podatnoSci N ndg29choroby zaka¥fne

Znanych jest kilka przykgad-w wrodzonych
tzw. przej Sciowy niedaliredzy rckew ny naouw corsoodrke
Jego powodem | est mutacja u matKki W geni e
ZnT-2. Konsekwencj N jest zbyt maga il oSi cCy
przez co noworodek nie molOé| avwami j ailN i
i nadUerkowe stany zapalne sk-ry, bi egunk

suplementacj N @@9nku u noworodka

l nnym przykgadem | est rzadka <choroba d:
- Acrodermatitis enteropathica (ADE), wystfipuj Nca 2000 ¢32)ist o Sc
Spowodowana ] est mut acj N genu SLC39A4,
jest i1 mporterem cynku w kom-rkach jelitow
absorpcja cynku w jelitacgt82). Chorobatabj awi a sin wypryskowym z
gysieniem i biegunkN we wczesnym niemowl fic
Cznstooworodek nie roSniewysdg@gip@lidderinmet amp
oraz zaburony jest procesgojenea si n  Syanp.t o my mo g N j ednak
przy wczesnym rozpoznanehorobyi odpowiedniej suplementaqjB3). Brak leczenia
mo Ue byy w s$ketkach (34). Podobne obj awy obser wuj
naduUywaj Ncych a&lakbahlalen ipaartkjzewchpdzajelitoveon i a
oraz u pacjent-w po |lecZ2niu histydynN | ub
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| stni ej N buazdnaanjiNa , d okdta-trkeowN grupfi chor-b wr ot
z nieprawidjowym medcab®Né zyneme cgh&uobyo to po
Wzrost poziomu cynku w osoczu ponad nor mn, p
czy Uelazo, pozostajN w normie. Objawy, jeSli
wzrostu i ogélny stan zapalny w organizni®si39). Tak mocno podwyUszony
cynku moUe byl powi Nzany z jego n@doi ernym wi
oraz z nadmiernN ¢B38prevj holklal pmatia koiS¢nywp gy wa

bi ol ogicznie dostnp3ego cynku w organi zmie
1.3.2. Skutki nadmiaru cynku

Nadmi ar cynku w organizmie jest rzadko spoty
uszkodzenia w organizmie. Wik s zzwaByth nanprzypadkéw pochodzi z XX wieku,

przez co cznsto ni e dysponuj emy wystarczaj Nc
stwieirllzdany ef ekay gjNeasztrdimeyavrogiranggy nku. JednakUe
te mogN nam posguUyi do | epsawighy cwa zhammemns tag .
cynkowa w organizmie.

Cynk moUe dostawdfogNhoddeohgwewNi ghuwni e w po
Skuk i em wdychania opar-w zwi Nzk- wvangcMetalk u j est t :

Fume Feverr- MFF) , nazywana takUe potocznie gor NczkN
gor Nc zk N oocdyldeszeczank humkaNar aUeni na ni N sN [ udzi
przy obr-bce stal.i gal wani zowanej (41). kt -rzy wd

Objawy wystfnpuj N juU kilka godzin po ekspozy
mdgoSci, og-lne zmfhczenie, b- M2 Dotykhczast ce pi er s
nie odnotowano jednak przwphtk - wsBmpaj Nelsmynoh
po kilku dniach(43).

l nnym sposobem nadmiernej ekspozycj.i na zwi N
Wdychanie opar-w chlorku cynku, powstagych w
Oognierzy doprowadzi go do rozwoj u zespogu |
a w kilku przypadkKkaldh!l nhawe$cideo d@fidbepai zdar ze
Ni e znamy | edn ak wdychanggazdwni eNgzok udNieciyéhekiuik & e |
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czy w obecnym dymie z,nanfamMeagsnietokidycznen ne z v

efekty.

RozwaldajinNepr awi,lije wo&lcé@dyghzapominal, i 0
ma inne wdaSciwoSci i nie zawsze przekgad:
KaUOdy zwi Nzek cynku naleUOy rozpatrywal |

sprawdzaj Ncych wpgyw wgaScawpSopatyokekna
przygoUony na sk-.mihepwyenpjadi € ad@dgo p ocC
JednakUe dalsze badania, pomimo iU potwier
wyk azagy,cyrdwrazcchtl omr ek cynku wykazuj N wgaSci
(48).

W przesaoScidawkiji 0 n e g aptzyimowagomi | © 8l t k u
225400 mg (@9 dJoebdaktaaki€granias po Uy ci,a oky j@kéu an a

tolerowana, wynosil | a dor 040dng(l7). o Pobwy Ue j t ej granicy

skut ki spoUycia nadmiaru zwiNzk-w cynku,
wymioty, czasami tak®B® anemia i zawroty g§
Cynk moUe dostawal sin do naszyreebho pokar

historycznym pr zpgdhpayvasiub mangpertowasi pokarmow

i napgow w ocynkowanych pojemnikact{49). W badani ach nad sup
siarczan(vVl) c y n k u , ponad pogowa b a &iknnygabtenner zyj mu
przez kilka tygodni, wykazywaga wW§lPej wy
Kol ejne badania nad podobnym dawkowaniem
wynikow(29). Por - wnywano takUe r-Une zwi Nzki <cy
jak zbadany wW¥)zcgnBuf52i64). si ar czan

Udokument owanych jest takUe kilka pojedy
150mgdawka 10% tlenku cynku powodowaga nud.]
a nawet wuszkodzenie UogNdka i dwunastnic:
po pinciu dni a@®4). DbNeize sk ccempl izknaacnjyi j est r - wn
kt-ra zmarga w wyni ku gM)zwyjnikai.a Kdtawlkio 28
wystNpi gy wymioty, rozwinfngaakdilitkat adnlUe phi¥

w konsekwencji martwiczego zapaleni(® trzus
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PowyUsze przypadki ilustruj N, jak ograniczon

[ j ego wpgywu na wporganzreiscyz § ko ovBkatk lmiedoteoru

oraz nadmiaru cynkdobrzeo br agfu¢ Nt y z byt mage | l ub zbyt du
pokazppKNc waUne | est ut r zy my waw organizmie wnowa g i
(Rycina2).
Niedobor Zn? Nadmiar Zn?
Mézg Mézg

¢ uposledzenie umystowe
» ogniskowy deficyt neurologiczny

® zZmniejszone przewodzenie
sygnatow nerwowych

» zaburzenia neuropsychiatryczne

* zaburzenia neurosensoryczne

o otepienie umyslowe

Grasica Uktad oddechowy

¢ zaburzenia oddychania po inhalacji
dymem, zawierajacym zwiazki cynku
e gorgczka metaliczna

* zanik grasicy

Skoéra
] > g Uktad pokarmowy
e zmiany skorne o |
¢ problem z gojeniem sie ran Wb ¢ nudnosci, wymioty
¢ zespot Brandta, zespot / 1 ¢ bol brzucha
Danbolta-Clossa o !  biegunka
) =4
Uktad rozrodczy Prostata
¢ bezptodnosc * zwiekszone ryzyko raka prostaty
* nieprawidtowy rozwoj organow
rozrodczych
* hipogonadyzm
Objawy ogélnoustrojowe Objawy ogdlnoustrojowe
¢ op6zniony wzrost ¢ objawy niedoboru miedzi
¢ zaburzenia odpornosci » nieprawidtowosci w funkcjonowaniu
¢ podatnosc na infekcje limfocytow

Rycna2. Podsumowanie skutk-w niedoboru oraz nadmiaru
Zaadoptowano na podstawisb).
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1.4. Jony Zn?*w komorce

W toku ewolucji komérkowejbardzowa Uny m et apem bygJa komp
kom-r ki, a wiwhejpwyedai agoweSci , co wpgynan i

wewnNtrzkom-rkowego uwygbkpmnd dkzée H&kga eme € a lj

dostfipnoSci, z jednoczesnym pozostawienien
w cytoplazmie(6). Z uwagi na to, i 0 cynk nie wyka
redukuj Ncych ani utl eniaj Ncych, pegni on

swgemu stopniu utlenienia +2To, co wyr-Unia cynk spoSr-.-d
to takUe wykazywanie cech n@EbcZpengtowidzemia su we
fizykochemicznegorowniewa Une s N wdaSci woSci amfotery
Ue | o% w néutralnym pHwy st i p postéti hwdrokgakwakompleksow

(Rycina3). W owych kompleksach jony cynku mogN
i zawieral zmiennN iloSI skoordyfdypowanych
liczba koordynacyjnazZn?* wynosi s z e 8ol gdpowiada geometrii oktaedryczne;j.

I m wi nksizim ist @$le s k oo r- (vanze waostgncphi), tgntliozpa OH
koordynacyjna spada do czterech, co odpowiada geortettaedrycza,i. W biagkac
liczcbak oordynacyjna r-wnieU zmienia sif od ¢
j est naj czn §57) &¢omesip kompyldksdwm gdnv cynku c zfist okr ol
warunkuje jego bi odos tjakppnaondiy ddrlaaz ar (58{fngyl cahn ol
TakUe struktura biagka wpgdywa injecywkios- - b v
wpgyowalistmkt obkturn biagkowego | iganda (st
palec cynkowy) Owe wzajemnerelacje war unkup Nogi cznN funkc
w komoérce, gdziemetalo d d zi aguj e z r - Unymi giigapdéwni don
wykazuj Nc sz eownswiaswa lddpeezkadleiwaromkupj e go dost fipnc
i reakt®wnoBiak wgaSci woSciwz glerddirkiug Novycsto

powi nowactwo do biagek, sprawia, iU cynk |j
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Rycina3.Zal e Wwys3inppiwvaai a r -ilhydsoksyakwakémplekséw cynkwd

pH w roztworze wodnym. AD b e ¢ mpas&tegdlnych forr@n?* jako uj a dvwkmolowych w

zal elndo ScH. B) Logaryt muggamk uwynod esvegal € pracnn®di wy Us
st iUe E ( pposeezégolngch formkpmpleksowychod pH. Linie o kolorach: czarny,

czerwony, zielony, niebieski, fuksja odpowi adaj N k o IZEH-O)*, kompl ekso
[Zn(OH)(H20)x1]*, [Zn(OH)(H20)x-2], [Zn(OH)3(H20)x-3] ", oraz[Zn(OH)4]? (58).

141. St nU0enie cynku w kom-rZn&, pojfhcie wolnych

Bi ologicznie wystmMpuwjjeaNcyarcymko w postaci wys.
(metal obiagka cynkowe) [ ni WkladaniatBt eczk owy c
biologicznych zazwyczajd o my S1 ni e rozwaUane je@®, cagkowite
coneprecyzuje rzeczywistej] dost inpnofBrmi bi ol ogi ¢
tego pierwiastkaJonyZn>*d ost npne bi ol ogicznie | ub chemicz
sin cznsto w o |2 yjednalk) ejdd ma mpr aZvi d owe g o pPOSguc(
sifn tym ntadrentiyn edo pnaczenigtego terenihu.Chemiczniepoprzez
wolnyjonZr*r ozumi e si @i jon niweyvsit NiQvNiaziNgessowejy z | i gand

W takiejpostacio ¢ z y wri iSec ivey st i puj eUywmy mC yorr kneadijine Uni ve
wodnym tworzy akwakomplekfyc zy ws pomni ane wczeSnjej hydr ok

kt-re tnd(@s asdnymijonami Zn**. Czfist okr ol sN one rozwa
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chemicznychdla uproszczenia tak jednak nazywawé.niniejszejpracy, stwierdzenie
wolnychjonéw Zd*r ozumi ane jest w kont ek, Blowanef i zj ol
jony Zet, uwalUa sifi cynk zwi Nzany niskoczNstec
(np. fosforany, chlorki itp.)czy organicznymi(np. cytrynian, zredukowany glutation,

aminokwasy itd) zwany takUe cynkiem [([Z2®lod)nym | u

Ze wzglfidu na jego niskie stnUenie, dla wy
ipodag si i | eg ologzn’tubhelubipZn Pjraky ¢ muj e si i, i U0 w
dostfApnoSi jon-w metal. staga sikoméraeezy nni k
i spos-b ich wykorzystania. PoczNtkowo, or
redukuj Ncym Srodowi sku, wykorzystuj Nc nie
sin dl a n(60Bh Mato grawdopadaynskutekw dzisiejszym bardzo niskim

cytozol olweynmwobkhyich jon-w metal. przej Sci

prokariotyczprokariotymuke carjagk Ghey pr acowall spos- b
kom-r kn przed cytotoksycznym efektem zby
W tym celu organi zmy prokariotyczne wy t v
odpowiedzialng a utr zymani e wipkmysSkcjonéwenptal{transparierg mu

czy biagka MolUinay sptreiyjaoaweval , Ue efamUsnt aa
na organi zmy eukariotyczne, j eptzecavikym t e r o
do redukuj Ncego, comzbodgaszym wtlelBz iofekoiwi g kvt A ks z y ¢
sidianichdost ipnoSi wol wymBn?j on-w metal i,
SstnUenie wolnych jon-w cynku moUna w pr
Zakgadaj Nc, Ue w cytozol u k ¢meodpowiedzame hod z i
za to sN bi ag bavinowactwatpkudo tychbriégaggNt wy znaczni k¢
do okreSlenia stnUenia wolnych jon-w cyiI
rownaniem do réwnania HenderseHasselbalcha gdzie -logKzn (pKzn)

oraz pZn {log[Zn?]wolny) odpowi adaj N Kedraz opH inatomiasmi ndzy
L oraz ML to stnUenia | i2yandaormize zlwigNznadnae ¢
jony Zr?* (ZnL) (Réwnanie 1)

b: 18 i'l'%

Réwnanie 1. Przekszt agcon e-Hasselvaicham p ie s @teNdlaomysho n a
jonbwZr*wu k gadzi e |jonyZe6uj Ncy m
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St i Uwainych jondbwzZn*w kom-r kach eukar iwytOszznych | e
ni U w kom-rkach (664 k aWii @emy c z mykdlre , iU w kot
eukariotycznych wewnNtrzko@?jkekoeweocwrebewi wg Us 1
nizJewnNtr zkom- r k owakumulach tycS iohday dwc komorcess).
DostfApnoSi#rjdmiwszm takUe w zaleUnoSci od et
bidNc jednoczeSnie wska¥Fnikiem poziomu zr- -0
aktywmomasSfonkcji(66) Bar dzo wadhnyamby esozr - Unial cag
st AUenizeojrar- vt nUeni B2 .woR n rcihNeloman iz Wad raemi
wi el KosSciiiUeni e wol2hjest hz ffjodih M W lepjnoddaje stan
fizjologiczny komorki, natomiastc a gk owi t e st A" Ureonleg k ¢ oynwavi Zn
war troSma4m (63,67,68)

Pierwsze pomiaryve wn Nt r z k o m- r kveolmehgjanowzZn?iblheznoj wea §
na inhibicji cynkieminvitrok r - 1 i czej fosfogliekoymt azgl enUm&Smao o
od jonbw magnezu. W efekcie, w ekstrakci@raliczegomi i Suryskano stosunek
jondw Mg do Zr#* jako 1 do 16 (69). Nie jest jasne, czgnzymtent a kpOdéega
inhibicji jonamiZn?* naturalnie w warunkadnvivo.Je d nak Ue bazuj Nc na st nUe

Mg2*w mi A Sni achohb(l0i,clz3o nmM)s t i UeZnd* ea pozimthiemy ch j on -

pi komol owym (32,5 p M) . Podobnym sposobem zbsz¢
Zn*w osoczu kr wi ko @Es ki e(70. kUwzrgel fvdyriag NFo j 24
interakcje cynku z biagkami, Zosoboczo krwino, i U st
powi nno wyrn7sili 20 pM

Ostatnie dek adagpracoweanievszaregfiwoaogenicznyche wi Nz k - w
organicznychs pecy f i cznych 2ZwZz(gyhkdwnek esandy jflumnescemcyjne)

kt -rych fluoresceénmbj a mipma tzaN Nanvcaypmesals.toan
Komercyjnie dostfipne sN takUe i(ophestoydp owi edni k
co pozwoli o na dokgdadni e &% Pierpsaenbadamiay st nUe E
z wykorzystaniem sensor - w cynku przepr owe
MagFura5, kt -ry wstnpnie dCeltoyakMoi,a njye cdoryagk dd kaa z aogho
s i nwykaktl@er - wn iyseKiepowinowactwo dgondwZn?*. Zmierzone w ten sposob

wartoSci w &Zh?nwy crhe uiroonnramc h ni e przekraczagy nan

(62,72) |l nnym popularnym zwi Nzki eujpawysdkied si 0 Zi
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powi nowact wo or az sel ekt2ywnhNiSé s tvez g/l, i djeank
si i po pewnym czasi e, zwi Nzek ten wykazu
przedziagach k om- r k o vdyockhy, gpoimiaey wolnycéh ejan@v0 | i wi &
Zn** w cytozolu (73,74) Otrzymany mi dotychczas Zwi |
wg a Sci westFluoZiaZohazrodzinasensorOwnAF, np. ZnAF2F wykorzystany
w niniejszej pracyRycina4)Zwi Nz kyik atzveyjshb k N sel ekt ywnoSi
Zi*, sN czuge na pi komolwonego Z& moiraanzy sw sgtarit O
apli kowalne do b(@dra).E EKadanmikowgahr-UOnych t
z wykorzystaniem tych zwiNzk-w wykazagy,
Zi*mi e Sci s i nodwikomalozveyd o inanbrelowi63,80) co jest zgodne
z wynikami uzyskanymi innymi metodarg81).

| st ni e poNdy fluargsteacyjn azuj Nce na anhyldBazi e w
co takUe pomar8it nWiedo a wodnh woytozojumrk-rwe S| one
na poziomies-10 pM(82).1 nn N gr up N c y n kte, apartehatransenze o r - w
energiirezonansu fluorescendFrRET), w kt-rych pod wpgywem z
odl eggoSi pomi indz ywmidn@aniorwepnt yowas kheap p b 8 e mr o c
Dzi nki swojej wysokiej selektywnoSci mogN
komorkowy, jak cytozol, j N d czp mitochondrium(83,84) Stosunkowo nowymi,
obiecuj Ncymi ,sema@aodujahdéy nciy nrksuldensprgOALVYk u F RE"
kt -re zbudowane sN z dw-ch fluorescencyjny

Zmi erzone z ich wykor zys tZa@hw aytozollskomotek ni e w
trzustki wy8)si go 0,4 nM
Podsumowuj Nc, naj nows ze badani a oparte

Zn** pozwal agoNmi aa weltychUjendv ZA* zarébwno w cytozolu,
jak i w niektorych kompartmentach komori8.t n Ueni e wo IZtwycytdzoluj on - w
wa h a  gaknesiemance i pikomolowm orazj e st zaleUne od rod:

i ich stanu fizjologicznego.
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Rycina 4. Strukturasondy ZnAF-2F,j ako przykgdgad fluorogenicznego zv
specyficznego Wzzgad fwdieNZ adopnewZ aZzdnaj N czt(@8)y donory a

1.4.2. Komérkowa homeostaza jonéw Zg*

Tak, jak na poziomie systemowyrngk sano na poziomie komorkowym, cynk jest
metalem, kt-ry musi byl S%i SdfedNceguw owadmi arw
mogN sifn przyczynial do nadekspresji gen- w,
a takUe ScieUek sygnagowych, co w konsekwe
patologicznych w komérce.C o wi f c episkie sz biyUtevainyol jonow

Zn** niejestwy st ar ¢ z aj Nowgch drocesowaM obui pezypadkach powinien

byl utrzymany stan r-wnowapéedgnabgi emotdpowi &dhi
a winc powinien istniel sadigjondiiZzttdost rsdl @rsiunek c a
wolnych jonéwZn?*, dzi nki kt -rym kom-r k aTakinstdde spedni a

rownowaginazywamy kom-r kowN RorRoavadtaamzN pjrary-kwadnp
sN mocno upzeszywiofity mechanizm odpowi adaj Ncy
jonébwzn?*, j ak i konsekwencje, jakie ze sobN niosN
bardziej skomplikowane, a wiele mechanizméwz ac hodz Ncyciedalpr oces - w
nie jest dobrze poznagai.

W literaturze moUna =znale¥i informacje o d
sifn na kom-rkowNomeestapnbpbor wwdiami e or az t :
(ang. Muffling) wolnego cynku Termin buforowaniep owst ag pi er wot ni e, by
odwracalne reakcj'a pgmbfydizy zjpsmamimi HI ub kwas:

uUOywano go w odniesieniu do innych jon- w, j e
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procesy. W roku 1991Thomas i inni zaproponowali, aby w procesacip i s uj Ncy c h

zmi any w iloSciach jon-w@hetjaddnak Uywadnipe

spotykany, i r-wnie wgdgaSciwy, jest termin
Zgodnie z szeregienrvingaWilliamsa, cynk jestmetalem znacznie bardziej

preferowanyn p o d wzgl ndem t e mprzea dpoterejaiie c kgangdym

ni Wvi i kis met&i czwartego okresu( pomi j aj NcPowadijee dp¥ )

i Biekontrolowany w komércen- ggby wi Nzal sif w miejsca
met al i d wu wasrktua SmuijeNveyan Sunkcjpnowanien wi el u , bi age
co moUe prowadzil n B6) &atomiaszbySmenewicNz akna ne: rskii

jonbwZn*moggoby s mowdkd awasit ipnych wol nyathy j on -
i stnienie wielu szl al gsk ktok®miadlowdrke(87). i t ak |
Zmiany w powinowactwie jonow Zas N r - wni eU bardzo i stotn
sygnagowyah e naj mpowiagwacwiemorgsNd o t kzabwraehiem

odpowiedzi komorkowjna zar - wno zewnntrzné€88). jak I we\y
15. Mechanizmy w kom-rce rejuluj Nce il oSi w

Dla lepszego zrozumienia komoérkowej homeostazy jon6w,Zn ni ezbndne |
poznanie mechanizméw odpowiedzialnych za to zjawiskpaznajomienie
sin z cynkowym metal oproteomem i poznan
komoérkowych - cynkosomow Warto takUe =zaggnbbilagsikn
wi NUNcych cynk, tworzNcych niesamowitN sk
ut r zy my wa ndn@v Zg*tnai dptgnmainyan poziomie.

Pierwotna funkcj a bi agek wi NUNcych cy
prawdopodobni e ogranicza@ga sin do zapobi
wolnych jonéw Zn?*, Jednak w toku ewolucji, kom-r k
cytozol owe wi NUONce cynk oraz transporter
przedziag-w(@xomrrzkkygwnywghe sin i stnienie tr ze
pozyskuje cynk: zarnychi ¢ tve r@rydka e | d g z oweywn Nt r
oraz z biagek z- pgprzezputdemanie tanardw osiarkomy¢as).

Wraz z rozwojem narzndzi bi oinformatyczny
10% ludzkiego genomZnK7sd) Apakzytbe anjdkgN ws uNgJeNrc o
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nam kierunek bada@ jednak nie zawsze daj N n:

wkomorce lumi ch stinUeni u.
1.5.1. Transportery cynku
JonyZm**w or gani zmach Oywych sN stabil nymi dwt

a winc nie wymagaijpN zrye atkrcajnis proerdca kes opwyzcehz b § o n
czy @098 2ooyzn*mogN przedostawal sifn do kom-rki

biagkom bgonowym, j aki mi sN np. kanagy waphn
Jednaki st ni ej N dwie rodziny biagek bgonowych, W)
transportu jonéw Z#t: b i aZnk (BLC30A) orad i aZJK(8LC39A)(92,93)Bi a g k a

ZnT sN eksporter ami cynku z kom-r ki l ub pr
nat omi ast biagka ZIP sN i mpewnNKtrmmi kemnkki
l ub z pncherzyk- - w WEWHEBH. r Rk Omer k bwyami a
biofizykoc he mi czne [ strukturalne nad transporter

one jako antypor £, cbt gumbB glagdwy $dnn pbegwoanmai c h
struktur kom-rkowych o obni Uonym pH, j aki mi
synaptyczne oraz wydzielnicze granule insul{®3,99) Ni e do ko&ca |jednak z
mechanizm transportu cynku z wykorzystaniem b
Transportery cynku sN dd3iicdolker dadalbada moymis
transport jonowZm** pomi ndzy aywezel & mmi przedzi agami k
Jednym z przedzdneak-uwnul w wkatn-er,y siN d Nzosomy. Dzi
pod wpgywem str @®u Wkodbygodacye| heé gianspperyw obecne
cynku a ich rodzaj moUe zaleUelizIB-8(1M)ypu kom-r e
w fibroblastachi zZnT-2 (102) w komodrkach wysp Langerhansa ZnT8 (103)
Transportery cynku sN r-wnieU Jottamsgoiee w pihche
ZnTS3 obecny j est tyl ko W m-zgu or az j Ndr ac
z a gromadzeni e 25 i v glont-avmerdmc znyc h pnche
synaptycznycl{104 106).

Transportery cynku obecne sNTransparterye U w bgJor
ZIP-7orazZIR9 t r an s p o?1lumeMapgratuiGylgiegjando cytoz¢ld7,108)
Obecne sN tu r-wnieU-5wi(@8{0edall)z ktodrzé ngdd&niTa J Zj
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r-wnzi eddl kal i c,zreNy ufl g fNat g1A2113ETkahsgoviaryocnku
s N r-wnieU obecne w bgonach Cor ewi Keleym
mogN byl el ementem odpoWidedBEet &iomk o kp we k s )
ZnT-5, ZnT-6 oraz homokompleksy ZRT odgr ywaj N | s tsekrecyjhej r ol i
(109,110,113,115)

Nie sN znane Uadne transportery cynku v
bada@ poktaz uy @a §chibbganellachakumulje  snadiniar jonéw
Zn** w komoérece (1161 123) JediN z konsekwencjiich akumulacji jest zatrzymanie
oddychania komérkowegd 24). Nie sN znane r-wnieU trans
w bgonie jNdra kom: r podawanig szczurdire \dvoraZwora p od c :
jonéw Zre*, j Ndra kom-rkowe hepatocyt (M5 gr omac
Zar -wno w przypadku mitochondrium, jak i \
na czas zachodzeni aZnpr avoyekd wi,c zjaa ks iin idlyd Quiz jjn
gromadzenia jonéw 2n. Liczne hi potezy sprowadzaj N
jako biagek, kt - -re wi NUN ickuwlenikniaywskutgktczegoo | u ,
transportuj N one cynk di@ trafspod r mowkny m- r k o
jest przez redukcj frazAR&129) zal eUny jest od

Transportery cynku sN niezwygbewiwalldyimj
badania wykorzystuj Nce zinaktywowanie gen-
Nokaut genu KookjaNaggsesi AnbByl |l etalny dla
bi agekoraZZnFT1 0 powodowady rozw-j c{l8irl32p neur c
Nokaut gen-w -4o0¢dajbdy wbAgramadmonatibsntéropathica
(ADE), natomiastn o k a u t gen - BP-%X-ackwjmNid yacc 7 cynku w
trzustkiBr ak i nnych transpgierewZ e Trpdwodgwagd takUe
wzrostu, cukrzycn typu 1 i 2 ,(133) Réwnie og - | n
powalUne w skutkackodyjghcywok aluit yglg@anz wr odzi |
ponadnormatywny rozwéj embrionalfd34136) co moggdo byl przyczy
ni ewgaSci wego rozwoju ngiB3zI88) - wNi etpalaWwe dga
funkcjonowagy r-wnieO k (@39) & kniektorer k gnichl, u od
jaknp.ZIR8 , z ost ag yozywoemGhiNatyd reeSnz ews ki(B4@o Cr ohn a
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Transport éboray dzywnkva UnN m el ementem odpowi edzi
homeostazn?. jonchw nZineprawi dgowe funkcjonowani
do Zzaburzeni a r-wnowag.i cynkowej i w rezul
patologicznych w komérge o ¢ zy m n aploedltyz apsa mi diizdvmal U & @& wriNa d
homeostaldjonow Zr#*.

1.5.2. Cynkosomy

Kom-rka | est wW stanie endocytarnie pobral
W:- wcCczas pincher zyk w¥, predywanyo eyypkosomemgldin i Zn

SN struaturys pecyfi czne jopawvd&n?wozbgelcindee mw r - Unych kom-r
ssaczyctorazwdro0d Uél42h | ch dokgadna struktura nie jes
z uwagi na ich zr-0Oniw awamg mr g 2mitarjye dinaks z ti dJ¢
aktywnoSi (e43d4d)c yltalr nfNol a prawdopodobnie zawi el
cytozolowego cynku w przejSciowych zaburzeni a

nawet mil i mol (4bpktdiybta eS|l ayskt j2ak Mowdli we jony
jest takUe, Ue cynk w owych strukturach jest
powinowactwen(73). |l nne badania wskazujN takUe na ich

Zn**, na wypadek naggwgywmzolb(l42)k uRt @Bmioc anestamle E | o
Zn*pomi ndzy pnincherzykiem a cytozolem jest na

wyrzut jon-w metalu do cytozol u, CO sugeruj e,
mechanizm odpowiedzialny za utrzymanie go w ¢t
aktywny, lubcg nni k chel atuj Ncy (146 \Wrontcrn 2Kk apiec h erkz y kva
endocytarna cynkosom-w moUe byl hamowana prze

sN kom-r k(l44ner wowe
153.Bi aghheUne od cynku

Cynk w babhglaybpegadicygdkwnie rolid struktural
struktury wyUszego rzndu. Czinsto takUe wi NU
aby regul ow@a.Pi ehwsmpkicpdznanym biagki em, kt -
uzal eUniona od poynpemwszwb M®8 9o piokananhydraza wh
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(147, Od tego czasuzdlieG@Ghyuchd&kd fpambivagast al .
sN to enzymy, kt-rych aktywnoSi, czfisto t:
jonéw Zre. Takie biagkiawSmo (He mys zzymshtékeyfiool: k| a s
oksydoreduktaach transferaach hydrolaach liazach izomeraachoraz ligaach(148).

Kluczowym momentem w hzakteUnymibygdaddE&Epywakwami
struktury czynnika transkrypcyjnegd 1A ( TFI1 1 | A) z Xdhapbsylaeysz poni a
kt-ry zawier ag jony ZseWbdp,E6P) sDxzri unkktiw rozdeknr ybciiaug k
motyw-w odpowi edzzn&l nmabl izae wi tNzGmisi n pr z

wi NOUNaypbdbdst awie homologii sekwencji amino
ukazagy cynk, jako el ement zapewniaj Ncy bi
przykgadem s Nang.dihccFingerd. KmlchwaeEc ¢y ki i nni Za
podzi agabetdggk hzewag lafyahikkpuo wi Nzani e jego str
na pinl grup: katalityczne, strukturalne
oraz mijhkao@gima D(151)Wskazuje to na ogromnN r -
jakie mogN w bZmMgkach pegnil jony

A) B) C) D) E)
o] ]
@)
A 1 K1) &
(s | @

Rycina5.Podzi agabebjgktlreodvzgymidw na powi Nzanie | e
na pi ni gr up: (SsupstratkB) tsaukturdingC z n e uk g adami k1 as
D) transportuj Nce E) mindzybi(Bhkowe. Rycina st

Parametrem, warunkuj NcynzadtedmielgrogeSoid ic yfn

powinowactwo ZA*d 0t e g.do, jak neoéngoay Zre*wi NUN bs iaig kg bidz

silnie wpgdywajgnowzrgp hpmeest amiianni iwWpoliSci wo
cynku w kom-rce. Ni ekt - -re oddziagywani a
i U ich istnienie w kom-rce nie wydaj &csiain

powinowactwo jondw Z&frd o b imadlay tak (e pawi espoisi b
sifi cynk: przejSciowo lub trwale. W winksz
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roln katalitycznN ITub strukturalnN wi NUe si
powinowactwem czego przykgadem moUe byl anhydraza
w centrum katalitycznym tegdNateomy mslt peddk &
regulatorowewy k azuj N ni Usze wartoSci, by wi Nzal cy
im na pegni &nW Eabeli2zhe bfr tnmkoc jpir zyak gedhy cthi aodde ke y n k L
wystfiipuj Ncych uszez @ggwiwala powidogactya jondw!| ej Ncego
Zn*do tycWabitaPek p ovwizypadkuaica vk, w kt -rych cyn
rol A r egwudpmdwizadeaNyN zaj wartoSciom fluktuacij.
(88,152) Przykgadem moUe byl bi agkowa fosfataza
aktywnoSi moUe byl Zzdit*aapowinawaewo gynkioeigowigda n y

zmi anom st iUen iz (Ky-aQ®M)y(158) Cp cekawegalszebadania
wykazagdgy, bbUajgkowpiof osfatazy tyrozynowej c h
powi nowact wetho!! Mz i dauo potwierdza przypuszczen
PTP1B zachodzi w pikomol owy nZn?2(as8)rFengcjee st nUeni
regul atorowe bnrndN wifnc de kidryeit gyokzwii eUespegdni a
siZAn powi nowactwem odpowi adaj Meywzalsesigi Ueni u wo
108- 10°M (4,152)

Bi aglada eUne oN ©cynh&unym elementem dla utrzy
homeostazy jondéw Zh. Poprzez wyksztagceni e mi ej sc Wi
powi nowact wi e, sN zdolne do pegnienia swojej
odpowi edni N pulfnifwwol hgeb lchpo rmBDw idijkoiweimu dzi agan
mo Ul i we j est uedmiegoy poaiomiu eekspoedjip gemdw, zachowanie
odpowi edni ego poziomu aktywacj.i enzym-w oOfr az

sygnagowych.
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Tabela 2. Wy br ane przykgadyzal edakchbh uszregaupeekk u
wraz z mal ej Ncym p o tychmvoalcewwuega Ujo pagtacinogiZi.n

Nazwa biagka -logKg tr-d
Dysmutaza ponadtlenkow&OD) 13,4 (154)
Anhydrazavn gl anowa 12 (155)
Dehydrogenaza sorbitolu (SDH) 11,2 (152)
Receptor estrogen 9,3; 10,0 (156)
Czynnik transkrypcyjny SpB 9,2 (157)
Bi agkowa fosfataza tyro 78 (158)
Albumina 7,5 (159)
Transferryna 7,4 (160)

1.5.4. Bi a eguktorowe - metalationeiny (MT)

Bardzo welanientgnmkomorkowej homeostazy jonéwzn?* s N bi agka
regul atorowe, kt - rychjomgmetandNz if fuknik cg 2Ne mwe srho
jestut r zymywani e odpowi ednizefglos tsnindljeM i @i avdpH an
gg-wnN rolN w kom-rce jest wiNzanie jon-
elementem w utrzymywaniu komoérkowej homeostazy jonéw?* Zma takUOe
Cu.Co ciekawsN Ipioadngoa cgteend z mach Uywych, c¢zn
silnie konser waSywnN poeskwereqgj @6hyR fa glgat un
o ktérych mowdo metalotioneingMT), kt - re zostagy wytworzone
jul n a naj wc z e S rewaupjis alyyc poméee twa plastosoewaniu
sifn do zmieniajNcej sin6w Srodowi sku dostn

Komoérkowa homeostaza jondw Znj e st ni ezbndna do 0 (
funkcjonowani a kom- r e k Skomplikowana zmaszyneriaUy wy c
odpowi adaj Nca za utrzymanie odpfowwgshniipgpe
ni emal Ue w kaUdym przedzial e Reynoynkuk i . Sk
cynkosomyal @élmegkmdzcpnkdgka regul atorowe, Kk
Uproszczony schemat z awi elereityNez g a n g aeUw waraymywanie
komoérkowej homeostazy jondéw ZnprzedstawionmaRycinie6.
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cynk
() cynkosomy
@ transportery ZnT
“  transportery ZIP

@  metalotioneiny

biatka
cynkowo-zalezne

Rycina6. Upr oszczony schemat el ement-w zaangaUowanych
homeostazy jonbw 24 podsumowulTNRyci oadwiagna

1.6. Metalotioneiny ludzkie

1.6.1. Rys historyczny

Met al otioneiny to bitgch K¢ wiekin #odezapjooyU od | at
poszuki wa@® bi age k ndrkakomawyizolowdnob i wva §lk95 i NUNce kad
(162,163) Podczas kol ejnychletiozobampi bbokgkadozawi
nie tylko kadm, ale takUeonzSwikat g&o pwiziyc edjd,u groi
280 nm, cCo sugerowago br akl63n Ratwieodkomoa s - w ar on

t o p - Fnri @7 wizN2ma nsekevencji jareirmpkwasowe{164), a z powodu

niezwykgdych zdolnoSci do wiNzania metali, bi
Dal sze izolacje dagy podobne wyniki: w MT wyi
jon-w met al i(165)t acnoo wd dt wiyenrkd zi gy i zol acje MT z
wNt r(6B)y
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Podczas oczyszczani a MT z ko@E&Kki e]j n

jonowymiennej, Zzaobserwowano dwa pi Ki p o
z kolejnoSci N elucji odpowiadaj N @i S zna
UUOywaj Nc ] ednak wysokosprawnej| chromat og

(ang. ReversedPhase High-Performance Liquid Chromatography RP-HPLC),
udago sif rozdzielil pik odpowiadaj Ncy MT1
sobN (f6)r nc o zostagdgo potwierdzone przez p- 1
uj awni aj Nce cokoajumMic@i8hl2 gen- - w

Kol ejne dwie izoformy odalorf W¥3mnev vz gFlnn cey
na swoje uni kapaomovzeN twkjoavsoc zrwanzBycvka nean ha muj Nc 'y
(ang.Growth Inhibitory FactoyGIF) . Zost aga o ddkz iwiikalowarnul 99 1 r
jej z mézgu szczurawykazaniua k t y evlmamdvania wzrostu neurytéw w neuronach
kory mézgowej(169,170) Wy i zol owane bi aléraz Cdiamaizer a § o
z rozwijajNcN sin wiedzN n ajakbcedradiZofom&at al ot i
W roku 1994 na podstawie analizy genomu
kt -re poprzez homologin sekwencj.i nazwano

z najmniej poznanycizoform metalotioneir{171).
162. Podziag ludzkich metal otionein, Kklasyf.i

Ludzkie metalotioneiny (MT) sN biagkami
od 6 do 7 kDa.Sekwencja aminokwasowa metalotionein jest silnie konserwowana,
a szczeg-|l nym podonbined@EsyrzomseoyoVNl erazhtMTAIN2). s i 1
|l zof or my MT 1 or az MT2 W SWwWOoj e] budowi e
ami nokwasowych, z &zege alill 2@ ptoavi eydzt ail mye,
metali(173) Wy j Nt ki em jest MT1B, kt-ra w swoj e]
cysteinowN. Co ciekawe, to wgaSnie sekwen
poznanN sekwencj N17#WT-3d | metsA | natj iid@sélip a dna
sin z 68 reszt aminokwalo@ya hg h @raavk teeg ray Ntcy
GEAAEA. DuUa il1o0oS8Si ujemnie nagadowanych r
si A najwsir 0 gz i chardkterystycznym dla niej punktem izoelektrycznym,
kt-ry wynosi 4, 79, podczas gdy dla pozos
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Izoforma MT4 zbudowana jest z 62 reszt aminokwasowych i oprocz swojego

podobi e@Etwa w sekwencji do i zoform MT1 oraz
kwasu glutaminowego w pozygii Nt ecjo upodabnia jN do MT3, k t
glutaminowego zawiera w pozycigwartejfPor - wnani e podokzdifoetEst wa s ek w
ludzkich metalotionein przedstawiono Rycinie 7.

Bazuj Nc na podobie@®twie sekwencji, a takUe
w p-Ffniejszych rozdziagach), u czgowi eka wyl
MT1, MT2, MT3, MT4, orazosiemsubizoformizoformy MT1: MT1A, MT1B, MTL1E,

MT1F, MT1G, MT1H,MTIM f a z y w a n aMTiK), Wi 1iX eNd podstawi@nalizy
genonmowejmo Una r - wnieU wyr - -Unil wkticejnieotwabanég
zapseudogepn Ws zy st ki e powyN)sazrealiizzodwaney dal ej w pr a
i sNhnefunkcjonal npmd!| éd ajdNaaywhkomoeck s pbriiedsNciy mi
niezbndnymi do prawi dgowego funkcjonowania or

Do owego podziagu przyczynigy sin r-wnieO r
izoform. Wraz z odkryciem izoform MT1 oraz MT
byl i n dnidktorywajonami metal164,175)Ni e by o tak jednak w p
MT3iMT4(176) R- Ust da@&jUd w ich wysthipowaniu w org
MT1 i MT2 sN obecne we wszystkich tkankach,
specyficznoSli wobec rodzaju tkanek. Zar - wno Ww
wgaSci woSci izoformy MT®&ymskkpadnee shNermeowyp
gdziej ej i1 oSl ajodets pe dmewbds N uhmiukh&cwWwN czynni ka
hamuj Nce g meurytdw r(I6%t ObecnoSi MT4 zostaga udok
w nabgonku wielowarstwowym pgaski m, gdzie Dbi e
sin kdolal) r ek
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MTiar1-61 M N-CSCATG-GECTCTGSCKCKECKCTSCKRERSCCSCCORMSCARCAQGC ICKIS - - - - - - ASEKCSCCA
MTib/ -89 M N-CSCTTG-GSCACAGSCKCKECKCTSCKBRCCCSCCORVGCARCAQGCVORE - - - - - - SSEKCREGCA
MTies1-81 M N-CSCATG-GSCTCAGSCHKCKECKCTSCKRSCCSCCRVGCARCAQGCVOKE- - - - - - ASEKCSCCA
MTH-81 M N-CSCAAG - VECTCAGSCHCKECKCTSCKKESCCSCCRVGCSECAQGOWVOKE- - - - - - ASEKCECCD
MTigs1-62 M N-CSCAAAGYVSCTCASSCKCKECKCTSCKBESCCOSCORVGCARCAQGC ICHKE - - - - - - ASEKCSGCCA
MTiR A-81 M N-CSCEAG-GSCACAGSCHKCKKCKCTSCKRSCCSCCBLGCARCAQGC ICKE- - - - - - ASEKCSCCA
MTims1-81 W N-CSCTTG-VECACTGSCTCKECKCTSCKHESCCSCCRVGCARCAHGOWVCKE - - - - - - TLEMCECCA
MT i 1-61 M N-CSCSPY-GESCACAGSCHCKECKCTSCKRESCCSCORVGCARKCAQGC | CIKE - - - - - - TSDKCECCA
MT2a/1-61 M N-CSCAAG-DSCTCAGSCKCKECKCTSCKBESCCSCCORVGCARCAQGC ICHKE - - - - - - ASDKCSCCA
MT3 -8 M ETCPCPSG-GSCTCADSCKCEGCKCTSCKRSCCSCCRAECERCAKDCVE GEAAEAEAEKCSCCQ
MT4/9-82 M RECVCMSEE -G ICMCGDNCKCTTCNCKTCRESCCPCCRPGCAKCARGC ICIKE - - - - - - GEDKCECCP

Rycina 7. Sekwencjeizoform ludzkich MT. Kolorami oznaczono reszty konserwowane

we wszystkich i zof or mach. Resztiyz cwysjtietiknioewe
Cys32 dla MT1B z jednN dodatkowN resztN cyste
|l iteraturowych moUna znale¥i r-wnieUO pod nazwN\
oprogramowania MAFT i zwi zual i zowaNumperacjhz i i K i

W g-rnej cznSci ryciny jest n uesetymamirokwiisopep mo c ni ¢

Pozbawi onN metal u mdionarl (). Tionairinie posiada z y wa r
struktury dwyusgtonrpzuijdeo wjegk o ni eustrukturyzow
JJdnak w momencie wiNzani a s icharaktenystgcgney ch j
segmenty Udomenao r alomdnap o JNczone sekwentwdlr ZzNmke
okreSlony ksztagt tego bi agka, co zostag
metalotioneiny szczurzgfl77) Uzyskana struktura zawierag:
C#*oraz dwajony Z&Fi do dzi S psotos ksacejenstglotodeny N
uzyskanN t echn(Ryidh 8kAlbyyst azt pygk aff i wysyconN m
MT, w odpowiednich odstnpach ¢z &%) kadpuodawan
(CdsSQ), coskut kowago podwyUszonN f(hepatatytdcic j N me
po czym metal obi agk oCiiezkoalwoywra njoe szt w Natkrto, byi U
duUych iliovbgi nk@admazyskano biagka w pegni h
wi Nzaneg®7met al u

Metalotioneiny st anowi N dMyaz waeat bni k struktural ny
sin magym rozmiarem, a i ch struktur a j
ich krystal z a Z tegd powodu w badaniach strukturalnych metalotioneimcs t o0 s i N g @
sin po techni kn N MR (spektroskopi a ma g
ang. Nuclear Magnetic Resonance Dodatkowym utrudnienienest brakw§ a Sci wo Sc i
spektroskopowch cynku o r a z fakt, i U izotopy cynku S
Przez to cznsto sifngano po kadm, kKt -ry wy |

do metalotionein jest izostrukturainyp ozwal a na uzyskanie wyr
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w zakresie UV oraz pozwala na zastosowanie techniki NMRotopy kadmu:

1icd oraz 13Cd ¢ z h sitUgynvea s N z a mijakos izostruktyralre usondy
spektroskopowe w technice NMR78. Podobi e@&two w sekwencji am
met al oti oneiny szczurzej i l udzki ej WYy nos:. po
strukturalny moUe pos gu lgfdrm lddakichMT 7w Ua E nad s
JednabUmowani e si fstrugtioe zefzelgcil @y ¢ dadieina gy wani a
nie oznacza, Ue whiedNkeane taldizée.PEmimstkni a z cyn
te r-Uni N sin przede meWgsthamznioemwaggmal n
siwii Nz a Gmedaliwsrt k ar k t ur y z @72paPorovenanke szazgrkepstruktury

MT2 (ChZnMT 2) ze struktur N uzy sdomemy techni k
Csb-MT2 oraz CdUMT2) pokazago, i U geometria wiNzani a
w miejscach wiNzania kitdtmeu, Ujiedemalv wy £t Sgaw.
gdzie wW uzyskane,j krystal ografPreyrcizg n Nt mwlgtNu
byl r wtbnriaze obu pierwiastk6l79,180) Opréczszczurzejmetalotioneiny

dy sponuj e nsyukturamiNMR @djedynczgh domen metalotionein mysich,

kroliczych oraz ludzkich (Tabela 3. Wszystkie dotychczas uzyskane struktury

NMRopieraj N sif jommik@inuwy syconych
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Rycina 8. A) St ruktur a MT 2 wyi zol owanejRatms rattht r o by
PDB ID: 4MT2). Linia przerywana z n a ¢ z aia pwoi "N zifashamy metalu adonorami

siarkowymir eszty cysteinowe|] ( z B)zSchemat &lasteéw ketdlior e m
t wor zNcyttho seémi ew (| e wa-domenie izafoan)y MB2(181x Nufmery
dla jon-w metali zostagy p¥HFCoNMR BaycCd oznaazoqmodst aw

kol orem U- §t y m?2 ozmazomo hdloges) hiebjeskimy Z n

Wyizolowanedotychczasb i agka wi Nzagy siedem dwuwart
(182) RozwaUaj Nc cynk, wi emy, i 0 prefer
z czterema donorami stabilizujNcymi jego u
oraz tetraedryc zn Nsiakkomymjd yunkadcaj di wey ndaognaodrbaymi s

28 reszt cysteinowych. Na podstawie struktury kadmowej metalotioneiny,

zaproponowano model zawierajNcy cztery kIl a
w dwoch domenaclil78) Kol ejne badania wy ksauktarg y , i U
klastow, w ktar y ¢ h p ojonani anetglu ad on or a mi siar kowy mi

tzw. mostkowanig(183). O mostkowaniu méwimy,gdg o za poj edync zy mi W
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donorakceptor donor siarkowy koordyuje do dwoch jondbw met al u j ednoczeSni
W kont ekSci e mastkowanie gesti nizwgkiestotng gdyU odpowi ada
zaupakowani e bi a jtizynanieodpewmedniejrteuktiat a k Ue wp gy wa

na zr-Unicowane -poawgkowact wo met al

Ludzkie metalotioneiny sN w stanie zwiNzali
t wor zNc dwa -siarkowe§l72) M-t enemiah @1 ny kobdemebiiagka tw
i jest pogNczonlydokmentNgij mhul iNCet Réer s h ahaym ko Ecu.
Nal eUOy jednak pamintail, Ue m-wi Nc o domenach,
drugor ziidlowyemiy metal otionein sN strukturyzow:
sifn do nichW ffdomepiezmeat aluij.e sy $it edizni,ewktiire wi N
trzy jony Zr¢*-trzyr eszty cysteinowe sN mostkuj Nce, a p
tetraedral nN k2 r(1d3) rzakolgi i-dommemanzawiera 11 reszt
cysteinowych, wizWONeychegnt @riyilj oreyszt uznaj e
a szeSl dopegniyazjonblocynkw ri 1 tetraedr

Dzi nki rozwoj owi b i e symdlagjir dgnarmiky molekularneg st o0 s o wan
umo Ubwagvli §do GM p woyc es z wi jypmida wpigly wteino nwd iNre ani a |
metali (184) Badani a t@r zpyopt unsi zecr zdezni i Gayjondwimetali p o z b awi o n
tioneina moUe przyj mowal r-Une konfor macj e, ]
Uhelisy ib-kartki (185/187. Pr oces wi Nzania sifin jon-w metalu
met al acj N. ,Meatzelzotzi awai naSi| duUe | i1 oSci res
j est bvysogekljnameznymJejmet al acjSac i BakeUel od rodzaj
wi Nzametgal u. Pomi mo tego, Ue w swojej sekwen
przez metale motywy, to dlggj st rukt ury kluczowa bndzie pref
wi Nzania oraz rozmiar daBi% gd* Qg Hg'|In®*, Przykgad
Ni2*, PB*, SB*, z* bidN pr ef er oteteabd yg e oatbmiast jony

takie jak Cd, Ag* czy Hg*, bidN preferowal trygomalneje n i e geom
aCu, Ag*, Au't a k Ugenalmkj(187) Dz i nki pogNczeniu metod spe
oraz symulacji dynamiki molekularnej, Pebs?> a z i I nni wykazal i, i 0 s

MT2 jonamiZzn®*r - Uni si A od s pjonanu®dtf. mewt kad zaecjd rMTwni e U
i U piezwsrg kol ejjompzZnvwiNNMKN e s s @i fidomeniewno w

jak i b-domenie natomiast jonyCl®* wy kazuj N preferencje do twor
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wW obrinbie j,edmepi a@rowsarg 88y mi ki symul ac
dynamiki molekularnejpvi e my r - wni e U, i U proces metalac
iszybka kinetyka pozwala na zwiNzanie jon
met al u pomi ndzy zachodzi wiskai mnutl8p me n a mi

Domeny pogNczone sN ze sobN kr-tkim el
jest trzema reszt ami ami nokwasowyoyce w Sr o
30-32(185,190) Sekwencja ta jest silnie konser wc
i wystnipuj e W postaci dw- ch l i zyn or az
sin izoformami jest MT1B, gdzie seryna zas
oraz MT4 gdziepierwszal i zyn zast Npi ona [18}Wbaganiace z ar g

~

nad MT3 i jej wgd a Sc i wwo &amdrkachi nerwowychp k azago si i, i O
w linkerze miagy taki s aUdonerfiyebkita gjkak uw r pc
zdol noSci ochrony kom-rKki p(x9%)eRbla Imke@mk t y wn

[ j ego wpgyw na ysbadawkttaukrChe bpirazgekza ibnyngy c h
kt -rzy w i zof or mi e MT 3 S pmutagji dwz fnkeirze wp gy w
na f unkctgjzafoamlyno®d sin okazago, wszystkie t
strufkdomenyi kt -ra ul e@82ya Crioslaunt niaanioun zy we
badaniach wykazali, iU lizyna w pozycji
W pozycj.i 22, W aowomaemipggyswi mawgaSci wej st
funkcjonal noS@93) i zoformy MTS3

Dotychczasow stanwiedzy daje nam wiele informacji o strukturze metalotioneiny,
co nie zmienia faktui U nad al n i ¢ ludzkiepmetalotisneinywygytoney]
jonami Zr*t. Roz w- j narzndzi bi oinformatycznych
zrozumieniu proceséw metalacji metalotioneiny, jednak nawet przy takich analizach
nadal niezbfidne sNZedawzglekdsuyyeamgziaaiuwin Nn @ .
metalotioneiy st anowi N w y techinik n StrekturathyclaMo Ue my j ednak
jednoznacznie stwierdzil,zail eUsar okt uroad z@mé¢
oraz sposobu jego wiNzani a. Co wincej, S
z jej (B nkcj N
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Tabela3.Rozwi Nzane dotychczas siichddmenurdo stsragrrze cv ez iad
PDB, z wyszczegdblnieniem organizméw oraz techdik, i Kitk-ir ym zostagy uzyskane.

zaznaczono struktury odpowiadaj Nce ludzkim fragmert
Rozwi Nz
Izoforma | Organizm cznSi Symbol Technika tr-d
PDB
struktury
MT2 Czgowi Udomena 1MHU NMR (194)
MT2 Czgowi b-domena 2MHU NMR
MT2 Szczur Udomena IMRT NMR (177)
MT2 Szczur b-domena 2MRT NMR
NMR,
MT2 | Szczur cage bl 4MT2 1 (179,180)
krystalografia
Krolik .
MT2 i Udomena 1MRB NMR
europejski (195)
Krolik
MT2 o b-domena 2MRB NMR
europejski
MT3 Czgowi Lfdomena 2FJ4 NMR (196)
MT3 Czgowi Udomena 2FJ5 NMR
MT3 Cz§owi| Udomena 2F5H NMR (197)
MT3 | Myszdomowa| Udomena 1J19 NMR (198)
MT3 Mysz domowa| Udomena 1DSF NMR (199)
MT3 Mysz domowa| b-domena 1DFT NMR

1.6.3. Wy st i p o mla metadotioneinwor gani zmi e czgowi eka
1631Wystnpowanie metal otioneiny w kom-rce

W kom-rce metalotioneiny wystfiapujN gg§-wnie v
za magazynowanie jonéw 2hi uwalnianie go wr - U npyrczhe athkonmsdrkowych,
jakim jest n p . j Ndr o (20®) rozy rnktechoedrium (124), tym samym
przyczymiadoj taosports Zn** w komérce. Ob e ¢ n mé&dlotionein

w mitochondriach jest regulowana przeh utlenianie spowodowane oddychaniem
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mitochondrialnym201) ichdbecnoSi zostaga r - -wnieU udoku
gdzie podlegaj N dw gichprdteazy(202) Qorcielawe, ppdioc n e
degradacj i met al otionein w |izosomach zal
metalemit i onei na moUe byl szybko degradowana
gdy w takich warunkaclwysycona metalenmetalotioneina jest stabilna i odporna

na dziaganie proteaz. Lokalizacja metal oti
wr - U nstamath patologicznych, jak w przypadkktorymwy kr yt o wysoki e ¢
met al oti onei ny wkondietnoworvor&(208)- r k o wy m

Metal otioneiny wystApulR)ir - aali eln ipeo zadk o |
komérek mo g N ptzeg hiewy d zi el ane | ub pobierane. Pr z
kt -re endocytarnie pobierajN kompl eksy Kk
jest od receptoréw megaliny i kubulifi04)l u b b i adny. ReceRtdvAssoiated

Protein) (205). Proces pobierania MT moUliwy je
kt -re na drodze zaNewnei anoide(20b)otyiézelaneir o MT 2
metalotionein ma miejsce w astrocytachtT 1 or az MT 2 wi NUe S i

LRP na neuronach, ws p@ifagaj Nc wzrost neury

1632Wy st ipowanie w ciele czgowi eka

MT3

(MT1A
MT1B
MT1E
MT1F

'7MT2, MT1-|\ i1
MT4 ——— ~ MT1H

MT1M
(MT1X

Rycina9. Izoformy ludzkichme t al ot i onei n i ich ggdg-wne miejsca
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Wysthpowanie w ciele czgowiekaOpisanddni sin w¢
t o wc z e Rozdzelp 1.6 czego podsumowanievn duUym uproszczeni
przedstawiono n&ycinie 9 Niestetyz e wz gl ndu na wysokie podobi e
oraz dynami tyalN ,biddydpakjemppecyficznymip r zeci wci agami,
kt -re pozskotéchieondam Uni i izoformy i subizofor:
Wi 1 k s z o Sliteramirawyshap i s u j oNbceydcntetadtionein w poszczegéinych
komérkacho pi er a s i htramskryptoRoNeAc ni ozSocfio r m, powstaj Ncego
ekspresji bi agek. Do d ajesk d ved, nmpargoyb | ernoazt nyi cazrn
oraz brak aminokwas-w ar omat y c z ngbechig CO powo
techni kami spektroskopowy mi p oz WadofarimNc y mi na
metalotionein odr - Uni e nii mn y © Mhobdmiyehd kokdrce W bazie danych
Human Protein Atlas(208) po wyszukaniu metalotionginwidzimy 11 izoform,
z kt-rych istnienie 10 u.dykejeddamnichinzeforjae st na poz
MT4inadal pozost aj enap opzonzai noami vey Gt N-caznnsiker y pt u . Co
siaklbe ay]lRk@a HL1 (Metall othionein IH whilké& 1), I
udowodnionowy § N cna porienie transkryptu Co ci ekawe, rowei met al ob
s iwiswojej sekwencjpd i zoformy MT1H tyl ko trzema aminc
na wysoki e podobi eEst wo w sekwgmMcjzionoami nok
wrazz pozostagydno 1 @DWwadado@mnesamioy pracy doktorskiej

Dane przedstawione n&ycinie 10 oraz Rycinie 11p o k a,zjugf kN du Uy m
uog-Ilnieniem |jest stwierdzeni e, i U izoformy
we wszystkichtkankaclP o zi om ekspresji jest Nmgwydmzmocno
poziom ekspresji obserwujemy w wNtrobi e, n i
DoSi wysoki poziom ekspresji gen-w metaloti o]
tguszczowej, nadner Spabh; dUw§Rgkukichrizzst cren
pozi omy e k s pr dzsfpriny MW, kMT2Xu jotdz MTIG. Bi ag ko
MT1HL1 nie wydaje sSicknw@knzypwal wszmédyfem wys:

Tylko na podstawie danycpoziomuekspresjit rudno | est snul wni os ki
met al oti onein w organizmie. JednakUe ich wys
stanach patologicznychchorobach organizmuw aj e wi ikszy wgl Nd w i ch

funkcjn.
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Rycina 10. Znor mal i zowane dane pr zedRBNAakvd cay jNdceey cihl ¢
met al oti oneiny na milion (nTPM), z podziagem n
Dane pochodzN z piTojsskittu ExPhesGéonaot Pp@®j ect ( C
dnia 25/06/2023208). Dane z innych projekt-w pokazuj N te
izoformy MT3 w tkankach oSrodkowego ukgadu ne
izoformy MT4 w grasicy (dane nieprzedstawione na wykresie).
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Rycina 1. Znor mal i zowane dane pr zedBNAakvi daj jNNceey cihl oS

met al oti oneiny na milion (nTPM), z podziagem na w)
Dane pochodzN z piTojsskittu ExPhesGéonaot Pp@®j ect ( GTEX)
dnia 25/06/2023208). Dane z innych projekt-w pokazuj N takUe
izoformy MT3 w tkankach oSrodkowego ukgdadu ner wow
izoformy MT4 w grasicy (dane nieprzedstawione na wykresie).

164 Rola w organizmie czgowi eka

Pomi mo, i U metalotioneiny -tych sichdupkcja odkr yt e
w kom-rce i organizmie czgowieka nadal POZOSH
pr-buj N rzobBumedial oti onei n, kt-ra wraz z k ol

sifi coraz b@RAW) ePk adgwjlonsmi n t akdde; Umilc pomi mo
w sekwencji metalotionein, jedna kom-rka moUe
(202,210) Préby eliminowaniamysichgen - w k o d u j brazyMTh wrdzT 1

zMT2ni e spowodowa(ymyszay(214,212)0 e t a sip iediormy
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r-0Uni N sif od i zo fwowym czagiedie posiacdno wiedlzy daaemiito w o
i stnienia pozostagych i Kiodf omomUnoar awi ficc hs tpy
i U w tym ekspkirey meenrcyi ek ovswjydde met al oti on
wyeliminowane. | st ni eni e aU 11 i zof orm met al ot i
i U w toku ewolucj.i wyst Npi ga potrzeba

poszczegolnychizofordo pegni onej rol i w20dane|; kom-rc
l641Magazynowanie i transportmetai ezbndnych |

Kol ej nN funkcj N metal oti onein w kom-r
Zn’*i Cu,orazi ch transport d o p rMeteladianeéiny podezas k o m- r
dostarczania cynku do nowo zsyntezowanych
cechy bi age kangp@haperény (dO)zZnahjest mechanizm, w ramach
ktorego jony ZA*s Mansportowanel o phicherzyk-w synaptycznyc
izoformy MT3 oraz transportera ZnJIgrzyw s p - § uGTR-azygd1%214)Co wi ncej ,
badania nad transporterem cynku ZnT3 w Kk
MT3 mo Ue naprangparafresynaptyczny jonéw2Zmawetw ni eobecno Sc i

owego transporterg13).
1.6.4.2.0chrona komorki przed metalami toksycznymi (detoksyfikacja)

W kom-rce, toksycznoSi metal.i pol ega na
ktore wy st Apuj N w fizj ol ogPowadnjéte nii esprodwiyaddo w
dzi agawgricé ,bozabjreaviele procesbw komorkowyckR15,216) Metale
toksyczne takie jak Ca*, Hg?* lub PB3*, mo gtwbrzy ikompleksy z metalotioneinami,
wi NUONc s i bardzowysokimm mowinowactwen{217) Co  w i wspomijiany
wczeSniepemowkalkbdoduj Ncychu myEzynioer aby gMTRet a
jednakpowodowadg bardzo ni ski poziom toleranc
toksy¢id)oSi
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1.6.4.3.Akceptorowo-donorowa funkcja metalotionein w procesach komérkowych
zal eUnychzndd jon-w

Met al oti onei ny mo g N bezpoSrednio regul owal
kt -re do pegdgnienia swopdupCu@salk cBii omwN magwainiNe [ c
udziagdg w proliferad2lSoriaz -ddhgrcyowajnN uwa&kbmN rreckl n
apoptozy(219,220) UczestniczN r - wni e®lwr Szi ePphkaobSsygr
komoérek na leki(222) Posi adani e siedmiu Zmi pozwaa wi NUNcy c
met al oti oneinom spegnial rol n zar - wno akcep

czemu sN one niezbfidne d(223) wielu proces-w kom
1.6.4.4.0chrona komorki przed stresem oksydacyjnym

Met al otioneiny uczestniczN taRW®e Swojdypowi ed:
funkcjn zawdzifnczaj N gg-wni @10)doo (pezivalai | o Sc i o
im na oddziagywani e z r eaagkReactiveQxigen Spedges ma mi  t | e |
(172,225,226)0Wg a Sci woSci te potwierdzono badaniami n
kom- rki nerwowe przed stresem oksy2RAcCcyYyj hym w ¢
Met al oti onei ny uc z eBNAmpied stidserh akkyteeyjnym. Joryhr oni e
miedzi kt - re niekontrolowane uczesdzkodliwez N w r eak
dlakomérkiwo |l ne rodni ki, c¢zemu,wi aNoUNoci ‘gaggnjyN Quet al ot

1.6.4.5.Rola izoform MT3 oraz MT4

Wi el e niezal eUni e ppokadagmroych i Ubadiazbof ol
MT3orazMT4wyr - Uni aj N sin spoSr-d innych izoform
ale teU funkcj N. MT3 odgrywa istotnN roldin

gdzie popr zezCuwjiNztandeépqgwinedvzi al nmiedZza homeost
orazzaochronn kom-rek ner wo(@3p0R30) pCa ewi usajk,0dmeniy
u ktérych wprowadan o nadekspresj n MTS3, umi erragy w wyn
Podobny eksperymemirzeprowadzond | a i zof ormy MT1 nie pokazag

w fizjologii myszy (231). Podobny efekt zaobserwowano w komoérkach nerkowych
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iw warunkach braku cynku, nadekspresja MT
kom-r ek, podczas, gdy n adeghefeptn(238)jKalejn®T 1 ni
badanian vivona mysim modelu uszkodzenia moézgw k a 2 &Jj pyo dawan bt z z
izoforma MT3 nie wy w o §star§ @aapalregq apoptoy czy stres oksydacyjregq
jak to sin sta@B8 w przypadku MT2

|l zof ormie MT4 przypisywana | est rola w
wi el owar st wo Wélgla3,2pAiCa sidkdawe, haalania na komorkach mysich
pokazagy, iU w trakcie r-Unicowania, w kom
MT1 do izoformy MT4(171)

1.6.5. Metalotioneiny w chorobach istanachpatologicznych

R-Unice w ekspresj.i me t a | chorobaahe stanaclz a o b s
patologicznych.M T uczestniczN w rozwoj u jagimior - b r
sN choroba Par ki nson@D)oRiaozr Nt htoavkqilveesadk zzi haedi |
nowotworzenia, rozwoju cukrzycy i w - U nsyacabh patologicznychs N p owi Nz an e
z op- ¥nionym wzrost em, niewgaSciwym proc.
i wieloma innymini epr awi d §85288% Metatotioneinyogr ywaj N r - wn
waUnN wr olpior noSci kom-r ek na -ptatyrgeni239)t er ap i
Co ciekawe, badania vitro p o k a z Bdjoyma MT3 wykazujgvy Us z N r eakt y wi
wobec cisplatyny i MT2 (240)

|l zof orma MT3 odgrywa istotnN rolfid w cho
cierpi N mi@4ilonyednuydzi z czynni k-w powoduj I
SN pephppwgt AjJe z amyl dbdawkgo APPekutsoeraol
t wor zNc agr(@4g2a8)y WaUnNogriol i odgrywaj N tut
kt - re sN obecne w szczelinach s30&Wtyczny
gdzie biorN udziag (Ml)prQl&kaujyevasi i, sYgnag
miedzi wraz z peptydami 142 iAb 40,z naczni e zwi nks(248. i ch t
Owe peptydy posi ada jjoNy Cliwa ktorghgefine evgkazujei NUN ¢ €
wysokie powinowactwo (pKad1~8, pKd~10) (246,247) Wystnpowani e k om
peptydéw Ab  jpnami miedzi odkryte post mortemw mdzgach oséb chorych

naAlzheimeraz as u g e r o wa § puskutekiéakpje p iniy engpgiNBl by | Fr - d¢

<
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wolnych rodnikow w mézg248,249) MT3 wpgywa takUe na regener e
neur on- w, c z e igoformy MTe orazyMd2(250)j Nl nne badania poka
r-wnieU, i 0 w peigooimaMy3,y cloyndpa cw nktiaem e przyj Ni
z innych biagdgek biorNcych udzsymuleiny25hpr ocesach r
bi agka pRi2pnpweedqy (P53@54Abdama tworzNc stabilne
CwZns-MT3 (255).

Met al otioneiny odgrywajN rr-wnieU istotnN
Wci NO pojawiajN sifi nowe badania eksperyment a
Wzrostu guza nowotwor,@ewago,zwji&dga@anyecbnizcawamirpe
angiogenezy i met astazy. Rol a metal otionein |

odpornoSci owego o r anpwotwopowychnna $eczenie X owagir e k

na r-Unice w ekspresji metalotionein w r-Unyc
zal eUOnoSci k onkr e imntgpy nowoworti &Rozpoynaniev 2\gychn d e
zal eUnoSci i mechani zm- wolz §abyni w z wirNzyasnzyjcor

na wykorzystanie met al oti onein j ako bi omar ke
diagnestyceoraz w terapii celowan€p56).
Ekspresja gen-w metalotionein r-Uni sifn w za

jego zaawansowaniaP o d wy Us z o n a ekspresja met al oti oneir

W nowot worach: piersi, nosogardziskdlyi , jajnik
(257 260). Z kol ei w innych nowotworach: wNtroby,
ekspresji met al o t(26M263 i nCob y§i ficcbeni,Uowy t e S ame
-w pgucach, poziom ekspresj.i met al otionein r - [
(264)R- Une poziomy ekspresj.i MT wystnpowagy tak
nowotworu (265267) Co ci ek awe, Il ndukcja ekspresji gen -

nie jest jednolita wSr-d r-0@8ch rodzaj -w kom
W Tabeli4pr zedstawi ono zmiany w poziomie ekspre

rodzajach nowot wokispw.es) ak meitdaloti onein j est

siin w zaleUnoSci od rodza@269 JedwakWer p omi anp |
tego, i 0 jesteSmy w pomanidey olkkeasPlrielsj & o melt ad
a nowotworemto przyczynytychr - Uni ¢ nie sN znane. Ni e jest

i U w jednym r q dilkaaijoform mlege oadekspresji, jae dnocze Sni e
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ekspresja innychzoformj e st hamowana. Dzieje sin tak
( U. gty Tdbailgogdzie wadprodukcijT2 oraz MT3 wsp:-Jistni
ekspresj N MT1E, MT 1 G, MT1H, MT 1 X. W tabe

przypadXki dotyczNcm, jegnak @ ¢ryypacikuyowotwoiow o f o r
czhisto wystfnpuje kilka izoform r-wnoczeSni
do zdrowych kom-rek. Przykgadem moUe byl
w kt-rym znaczNco hamowana | est ekspresj
MT4,z jednoczesnN nadekspresjN izoformy MT
izoform, wzér eksprésmetalotioneinmo Ue byi uUyty jako marke

nowotworu (270) Ci ekawy m przykgadem j est takUe

MT 1 or az MT 2 w zgJoSliwych nowot wor ach S |
rokowaniami(271i273) JednakUe inne badania pokazuj N
pojedynczych izoform MT1E oraz MT1G mo Ue powodowal progres

(274,275) Zrozumienie roli poszczegoélnych izoform w procesach nowotworzenia
moggoby wspom-c efektywaoSék¥be opoopmaaiydtShw a le
na |l eczenie oloeswicirtNewiapd @@) probl em

Dzinki badaniom z wykorzystaniem miKkr oma
zwi Nz ki izoform ze stanami chorobowymi. K
bral udziag w rozwoju stan- wo tcyhjoorSolb, o woywckhr

choroby sercowmaczyniowe, osteoporoza, problemy z widzeniem, starzenie
si n, zaburzeni a psychiatryczne or az t oks

or az w7 Qolcigkawe, wyeliminowanie genéw MT1 oraz MT2 u myszy

spowodowago u nich |l ekkN otygoSi. Ekspr e
byl regul owana popcaeaw lokNckzoerntiyuk 042 dyzy ¢
fenotypem, wskazuj e na rol n met a(R78)t i onei

W przypadku cukrzycy typu 2, winkszoSI pac
izoform: MT1E, MT1MK), MT 11X, MT 2 or az biagka wuzna

MT1HL1 (MT1P2), co zostago wytgumaczone |
(279. St res kom-rkowy moUe pojawial sin r - w
zwi Nzk-w chemicznych. W wyniku traktowani :

tamaryndowca indyjskiego Tamarindus indica L[, uzyskano podobne efekty,
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jak przy uUycius53pPCBtHBpyi bifegmupNc podwyUs:z
izoform MT1F, MT1MK), oraz MT1X(280,281)

Stres oksydacyjny jest niezwykle niebezpieczny dla komérek zwgas zcza
w 0 Sr o ¥k 0 kvFia derwowm. Ciekawym odkryciem okazago
post portemt k anek m-zgu o0s-b zn addeepkrsepsrjeddnpwic owi wy kia z @
powi Nzanych ze stanem zapal nym, apoptozN i S
z zaawansowanN depresjN stwierdzoik), zahamowa
co moUe sugerowal | ej roln w ochr (2820 e pr zeci w
Kol ejne badania pokazagy, iU ekspresja metalot
mézgowyclo s - b zmar gych w ,wyan ijkauk os amoolhl -ijwset wao d J o Ue
tego zjawi ska wsk aimzeadwvkonsiresowigkan®kdwan@83p ¢ hr o n

Poziom ekspresji izoform MT1 oraz MT2 maleje w nwirag Hwiekiem(284)

Pomi mo tego, iU jesteSmy w stanie okreSlili
izoform w stanach chorobowych organizmu, to n
kt -ra pomoggaby nam zrozumiel tak ogromne zr
metalotionein i i ch rol n W organizmie emp wi ek a. W

bydi dentyf i k wapagbiewi Nz dmii & wree aakl ticypronmoaSs d z y

ludzkimiizoformami.
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Tabelad4. Pozi om ekspresji wybranych izoform w r
ekspresji oznaczono, jak§-e k spr esj a p oi denky sUpsrzeosnjaa,
Zekspresjazgbnd®8mnadrowych kom:-rek
prostatyi pr zypadek przytoczony w tekSci@56) Tabel a

Mma stadg
t kanki .

| zoforma

Rodzaj nhowotworu

91072

MT1E

Rak piersi

0

Rak przewodowy (piersi)

Rak endometrium

glejak

Czerniak

Ni edrobnokom-rkowy rak p

fdanYd

Rakprostaty

MT1F

Rak okrnUnicy

NY Ny N NN O] Ny =

Rak przewodowy (piersi)

Rak wNtrobowokom-rkowy (K

N\ <)

Rak pgaskonabgonkowy | amy

MT1G

Rak jelita grubego

Rak pgaskonabgonkowy pr zg¢

N\ N\ <>

Rak UogNdka

Hepatoblastoma

RakwNt r obowokom-rkowy ( HC(

Rak pgaskonabgonkowy | amy

Rak brodawkowaty tarczycy

Rak prostaty

MT1H

Rak wNtrobowokom-rkowy (K

Ny N N N NN <

Ni edrobnokom-rkowy rak pf¢

Rak prostaty

MT1IM(K)

Rak pgaskonabgonkowy pr zg¢g

RakwNt r obowokom:-rkowy ( HC(

N N Ny =

MT1X

Rak pncherza

<

Rak UogNdka

<>
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Rak prostaty z
Rak piersi y
Rak jelita grubego z
VT2 Rak UogNdka Z
Rak jajnikow y
Rak prostaty %
Rak nerek y
Ostra biagaczka szpi kowa z
Rakpodstawnokomaorkowy z
Rak pncherza y
Rak piersi %
MT3 Rak przewodowy (piersi) Z
Gruczolak przegyku Z
Rak pgaskonabdonkowy prz¢g Z
Rak UogNdka z
Ni edrobnokom-rkowy rak pd ¥
Rak prostaty %

1.6.6. Powinowactwo metalotionein do jonéw ZA*

JednN z pomshmawawgtcihonein jest wi Nzanie met.
na duUON il oSi orazeighsacy n w mN € K o fethlot@rieinyr 1 |
nie sN najprostsgygaiwbglaiféeaminetalwi d@a Et wa
Powinowactwojonéw metali doMT z al e Uy od wiiejedaymaanighn ni k - w
sN wdaSci woScigemsnatriak g or dne rjskNpyrjefNer uj e on twor z
Wedgdgug teori.i T Mmeasow iy Zadadowcowktig. Mardk anda Soft Acids
and BasesHSAB), mi nlkkiideN kwaedyer owam n k kdsatz ani e do
Oznaczanett @, ei Wpabpardzigjjskbnev g a S ¢ imi a1 & dkivasowy
jak rtnaid),! ubbidmli end Mizrak kassdihsiarki tmlanowej, obecne;
WMT-z naj wyUs z ytwem(286)vi n@w d i gjonkasliju jest bandrigj i
mi Ak ki m nkiydh syegkmcodecyduj e o wyrafnie winkszym
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do metalotioneirf2871289)Wed gug teorii Twardych i Mi nk Kk
jon cynku jestkwasempr zej Sci owy m, charakteryzuj Ncym
co jest cechN charakterystycznN jahkyakut war dy
mo Upeefeo wawi Nz aamwmdo | i gand-w bnijdd&llcy mi mt wkkd
zasadamiPo Sr edni charakter decyduj e 0 mni ej s
siarkowych w poréwnaniu do jonu kadr(200).

Rycina 12przedstawaszereg powinowactwa - U n y ¢ imetli dametalotionein.

Nal eUy jednak mieli na uwadze, iU kolejnoé€
od wielu czynnikbwDo okr eS|l eni a powi rdoyestezagechaik wy k o r
spektroskopow(UV-Vi s, di c hr oi Ziloorykeirg)o wikya | dNmdgRodeg t r i 0,
elektrochemiczngr az spekt r cwrmetir itfaecrbms Banbpera sin
w fazie gazowej(Tabela 5 Podej Sci a wykorzystuj Nce ow
w wifnkszoSci r-wnocenne powi nowactwa Wwsz
douzyskaniat agej uSrednionej . Tadgiasczepiandtedy Sci e,
(saba roatbbekzcpolly) itego moeepazwmal @ mak
st a b iposzozegdnych miejsgi Nz & n it &Maletw2007 rokywy k or zy st uj N
ultraczugN sondi -8 Wwykaralie sic@ nme tj (MT2) gbsiadaoZii ma
siedem miejsc WizNeOUNstyopnijoowoy wznr ast,aj Ncyn

-

- Uni Ncblisko czteryt zéi d y  w(bdenhnlo doSpikamolowego) Co  wi fic e j

c

zy s kane ywogdawierkiedlemeibialdgicznez naj dowagy Znian w za
t nUe EZntoWymsetgioouj Nc e(@28) wBhdamnir aete okazagy

(2]

W rozumieniu rold/i met al ot i onei nh u fpoornuijeNcaeU
wg aSc i(280291203)

Niektore jony metalu, pomimo takiej samej preferowagepmetrii tetraedryczngj
r-0Uni N sifn powinowacOWwemSldaoni ene tpaolwoitni oownaeci
do MT nie jest tak proste, jak w przypadkiasycznychpalcow cynkowych, w ktérych
jonZn* wi Nzany | est do biagka w stosunku 1:
pH, w roztworze obecny jest ligand, cynk oraz tworzony przez nie kompleks.
W tym wypadku okagwfkeehi enoWhi weSpioprzez wy
przegifncia i z o kompleksyw funkoi pZn Elay[Zré wosy). ie d na k Ue
uk § ad, w kti NWYmdaoybkvasgieunku7:1 ze zr - Uni cowan
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powinowactwemj est o wiele bardzi ajfhwygtopumjyN W Umreed a
motywy sekwencyjnewi NUNc e |, enzya |l mdltnd lei o d powodueu met al u,
tworzenie sinfn r - Uncgyc(ha lueklhnaed ) wwnidng metaiun - w,

pomi ndzy (Rycmae h @5j188)Co wi ncej, powi nhowact wo si
od Srodowi swkiaic 1 \&WzxoBtepH powvodujestabilniejszewi Nz ani e

sifn meo zmlymjdzieay Us z N -logke WSt s Sagych jagwsocj acj i
Zn?*z MT, przedstawione Wabeli 5r - U n bdielseicaispowodowanestnie tylko

u Uy c i eysintechnik do ich wyznaczeniapr zyj it e gnaematyozdeggd u

al e rnt-alirliec a mimpp B ,e pw ojwaakdiz a r280) b ySgpyo Spro-mili awsyz y st Kk i
uzyskanych wartoSci, tyl ko w trzech badaniach
z miejsc, wablNOKoywhek eksperymenty te przeproc
pH (zaznaczone ciemniejszym koloreM)i est ety na dzie®& dzisiejszy
wiedzN na temat p é*'wdb wszysthich tiasfornm ntetalotiaoneinZ n

pozwal aj Nc N j edn o dysaxjacidnli @@ woskzryesStlkiilc hs tnaigeej sc w

oraz por-wnuj NcN je pomifddzy r-Unymi izofor ma
porowhuj Nce wszystkie izoformy ludzkich metal oti
ich r-UnorodnoSi i funkcjn.
-logK; 40+ 18-21 13+ 13-16 913 812 610 58
,>§:?>!2,>!>§::?>,>!>!
MT MT MT MT MT MT MT MT MT
-log[Me]woiny

Rycinal12 St a g e d yogko) onoe métdliwi(NUNcych sifi do metal otionei
do stnUenia wolnych jon-w metali. Kol ejnoSi opa
oraz oszacowaniach na podstawie modeli. Wykres zaadoptowano na po@@&dyie

68


https://doi.org/10.1021/jacs.1c05495

Tabela 5. Dot ychczas o tdysacjgcina in W z asnti aaj ¥ jdo metalotiorin

wraz z uwzglndnieniem metod, |jaki mi zostagy w
eksperyment. Ciemniejszym kol or em oznadmiomomno 8hne
powinowactwami ej sc¢ WP*NpPpNMNezwypmdek opi samy ayktaelo@miae z ¢
jako ssacze metal otionei ny, (zaadomdwanman@odstawiee z os't
(294).

Izoforma -logKg Metoda pH [t r - g
11,8 (4), 10,49 (1), Fluorymetria
MT2 _ _ 74 | (223)
9,9 (1), 78 (1) (FluoZin-3, RhodZin3)
10,83 (4), 938 (2),
MT3 ) @) ITC 6,0 (294)
7,85 (1)
12,52; 12,47; 12,37,
MT1A | 1234;1221; 12,05, ESIMS 7,0 (295)
11,80

MT1, 11,23 (domen,

Fluorymetria 7,4 | (296)
MT2 11,26 p-domena

19F NMR z wykorzystanienbF~

MT3 10,79 8,0
BAPTA
_ (297)
% NMR z wykorzystaniem 5F
MT2 11,49 8,0
BAPTA
MT1 11,9 DPP 7,5
(298)
MT2 12,13 DPP 7,5
MT2 13,5 C* NMR 74 | (299)
Miareczkowanie
*MT 12,3 7,0 | (300)
pH-metryczne
1.6.7. Pr oc es wijdi@waZn?i da ludzkich metalotionein
Jednym z kl uczowych czynni k- w, od ] ak

do MT jest pawi Nzomesludysogazjdpmtordw mo Ue wp gy wal
na pH kom-rKki | ub j eR o nkig nakj rNect nceygsoo cpj razce diz i
tworzenia sifn wiNza@ koo rtidovpchzryg mzyrcihne wsmgne

na koszt energetyczny procesha dysocj acjn i asocjacjn g
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maj N waKggrupt®lowychfJpr as z-énz abjaNicd zi ej AkwaSnyodo char
grupy tiolowe, KagmsniabidamiwaszeSiwipNzani e met
nielicznymi pKwaeszt cyteinoawyohi metalotiongin  kt - re wahaj N
s iwrzakresie &-8,9(301). Wi f k sdzoos&tinpnychwwzhatepay,ahzewart oSc
topkdd grupy tiol owej b dydobjacjp- wynikiemorowmdwagwar t o Sci N
termodynamicznej z obecnymi w roztworze protonan@ o wi waef oSci

pKaoraz k6daj N nam j edy niinmetalagigneilyna wipeorgd jN\l w s woi ctf
sekwencjach r-Unorodne motywy, kt -re same w s
i nnych aminokwas:-w, majN krytyczny wpgdyw na pi
Znaczne r-Unice wystipuj N t akzbstatnchojomdbwidzy wi Nz
metalu. Tioneina nie posiada Uadnej okreSl on
wi NUONcjeonyi fmet al u bAadN warunkowal spos-b wiN
bidN wi Nzal sifi do niemasBUeWiuNzamike usiyiz ojwam-ew «
jest wifnc w duUej mi erze zaleUne od procesu
wezymggd - wnN rol i odgrywaj N wi Nzania wodorowe, :
(179). Obecna wiedza w tym zakriaisdysponujeny | est | ec
wi el oma dost fpny mimetslbtioneikniewieled mists sa avny el danyc
dotyczNcych struktury met al ot i(301305). n z uwz
W Tabeli6zebranad o st ipne w danwaht &Bguptiolpwyanresztwy ¢ h
cysteinowych | udz ki ch met al oti onei n. Wi nkszoSi e k ¢
jest dla izoformy MT2oraz jej domenjednak nawet tevyniki n i ez es Nsspojme\

MoUna zauwalUytiywnii@ mipkiswgps twarutjdatbrny!| a

MT2, co moUe oznaczal, Ue klastry w niej utwor .
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Tabela 6. Wa r t ok3ajiiup tiplowych reszt cysteinowychzoform ludzkich metalotionein
W o0becn? ®ywraczodemet od N mi ar e-merkconega n ita gopokgm

zaznaczono wartoSci zBadane w obecnoSci jon-w
Izoforma pKab Jon metalu tr-dg
MT2 3,3, 3,8 C (306)
MT2 2,8:3,3 C (307)
MT2 43-4.4 Zne* (300)
3,76 C#*
MT2
4,70 Zn?t
- 3,54 C#*
OMT2 (308)
4,81 Zn?t
3,93 C#*
b-MT2
4,87 Zn%*
UMT2 3,1 C*
(309)
b-MT2 3,6 C#*
UMT2 4,6 Zn?
(40)
b-MT2 4,9 Zn?t
MT3 3,0: 3,95 C (310)
3,4 Zn?*
MT3 (311)
3,0 C*
MT4 3,9, 4,1 Ce (312)

1.7. Naturalne warianty ludzkich metalotionein
1.7.1. Ekspresja genéwludzkich metalotionein

Analizy bioinformatycznep ol egaj Nce na analizie filog
a takUe na analizie transkryptomu, odegr
metalotionein Wszystkie @ ny k ordetajot¥meieyz naj duj N si A na ch
16013 (313) Co ciekawe, biagko MTI1HLZ1, kt -re

do metalotionein ( r - U rtrzecha aminokwaséw w stosunku do izoformy
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MT1H), j ak o j edyne znaj duj e sin na Lnnym chr
Gene ID: 64574p Geny k o idafioymN leidzkichli dsubizoform skupione

sN w jedogmowi &da]j N fzpfons MT4-MT3-MT2-MT 1, co moUe
wskazywal na ich pochodzenie. Analizy ewol ucy|]
powstagy <cztery ggdzwaey dgadmnyyMT&MI4 (Bj4Nc e

a dalsze zmiany w genie koduj Ncym MT1 spowodo:
tej izoformyi zal eUni e od ¥Fr-dga moU@BWmYy14@Bal eFi r - Un
lub nawet 17(316)par al og - w. Na dzie®& dzisiejszy, na po¢
przynajmniej transkryptRNA,  u z nistrjiesielsgenovwk o d u j MNetajotioheiry,

podl| echaejkd presj i w kom-rkach. Pozostage obecn
pseudogendy290).
Ekspresja gen-w izoform MTabeamzScMT2j omo We

Zn?*, Nadmiarowe jonyzZn?*, znaj duj Nce sin w , wyNOIpIl azmie

sin do czynnika Lrawswygpkyjorgogo MTEst on tran

komoérkowego(317), gdzie rozpoznaje w DNA motyw w regionie promotora genéw

MT i MRE (ang.Metal Response Elemgii225,318 320), wskutek czego aktywowana

jest transkrypcjanetalotionein Ludzki czynnik transkrypcyjnWMTF-1 jest zbudowany

z 753 reszt aminokwasowyd821) i posiada na & o Ec u sz e S| kl asycznych

palcéw cynkowych (CCHH)¢ot umaczy jego odpowied¥ na zmie

Zn** (322) Pojedyncza domena pal ca cynkowego mo (

Zzn?*, co umoUliwia jej oddzi ayMWMWadrodi@dng DNA. | ct

do czterech dom@nestkluczowaw wi Nzani u si n (3830 sekwencj.i MR E
N a ekspresjn gen-w MT1 or az MT 2 mogN wpJg:

jak:  glukokortykoidy, glukagon, progesteron, katecholaminy, interleekina

oraz interferon. ZewnNtrzkom:-r kowamformwi Nzki ta
MT1iMT2izaliczamy do ni ch % 6" yHemeet)aetanol, ci n Uki ch
tetrachlorometan, streptozotoégylP ona dt o, na ekspresjn tych i zof
takUe r - -Une stabdepkstfi e ol mgéedabywi eni e, infekc]j
joni zuj Ncewy scizgye k n @24,825) WWyrmenione stany fizjologiczne
pobudzaj N uwa¥ni matal ppnoweiZn, kt- -ry z kol ei
transkrypcyjnym MTF1, i ndukuj NW wyaikus pr esj i i
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owychstanbwmo g N wyst ipowal r-Une rodzaje stresu
odpowi adaj N inne elementy uruchamiaj Nce
W przypadku stresu oksydangptioxelanpRespdhset o e |
Element} |, nat omi ast stresowi kom-rkowemu wyw
elementy GRE (@ng. Glucocorticoid Response Elements Opi sano r-wni
sekwencj ezpowigNt amefalNtiorseia wydzielaniem cytokina t ak Ue
hormonez al e Un e k as k ady(322s \yElspresja iizofarma y ludakeh
MT1 oraz MT 2 regul owana | est g (L8582b) e n a
U myszy odkrytor - wni eU mechani z38%) Zepinge nseNt ygrznep
kiedy gety metalotioneins t aj N s i n tezaktywowangako koyspkwene
metylaciDNAwW obr fibi e koduj@W®ych ich sekwencj.i
W odr-Unieniu od izoform MT1 i MT 2, tr
w zal eUnoSci ,joas tt y2pi)ldbdpgisga meckanizmom modyfikacii

epigenetycznych orazeorganizacji chromatyny(234). Ni e j est j ednak

od obecnoSci jon-w metali oraz innych wymi
od siebiete izoformy (326) Mo Ul i wym jest, i 0 wystnpuj N
owe procesy dl@oformMT3 oraz MT4, jednak na tn chwil
Opr-cz 11 izoform i subizoform ludzkich
przynajmniej n a pozi omi e MRNA, i stnieje Wi Acej
jako pseudogeny. Z definicji, sN to pokrew

funkcjonalnego produktu biagka. MogN byl t
bgndu w jednym z f (82m)k @0] pseudodiendyv cnietalogjomain- w
zaliczamy: mtlc, mtld, mtli, mtlj, mtll (mtlr) (172,202,328,329praz mt2b (215)
Analizy bioinformatyczne p dukejanaldyeh genank Ue , i

w stosunku do pseudogenow jest utrata przez nie cy(Stei)
1.7.2. Polimorfizm pojedynczego nukleotydu w genach ludzkich metalotionein

W toku ewolucjjor gani zmy Uywe wypracowagy wiele
z wci NO zmieniajNcymi takimifak who 8h k anmit aBr o d o
promieniowanie UV, czy stres oksydacyji380333)J ednym z i ch przystc
byl r-Unice w ekspresji metal otoragcnherionni Nt -
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kom-rkn przed st BXS83INMV badasiachdrad lydzkimygemomem,

kl aster gen-w koduj Ncych metalotioneiny, znaj
z wysthnpowani em69 - UEKkslprersgra- tmett al oti onei n mo
zarbwnoprzezc zy nni ki zewnnt r zhle Jednyna kiecoméwiangowvn nt r z e (
wczeSni e] czynni k-w wewnntrznych (@33¥pt pol i mor
Nie istniejN jednak badania, kt-re skupiagyby
wy § Nclzundizeki ch metal otionein. WinkszoSl spostr
dos

nie sN niestety stgsowamejmenidatuy33Bly odnoSni e

tfipnej anal i(38.e PoadaewgioNj Necreonsui i nowe badan

Polimorfizm pojedynczego nukleotydBNP @ng.Single Nucleotide Polymorphigm

j est zjawi skiem zmiennoSci sekwencj i DNA, k t
nukl eotydu pomifndzy osobni kamiNprzsyeem&®lgo gatun
z mi e n n wdkim gensmie(340) W badaniach moUna wustalil w
wystfipowania danego wapomnwoujzNd Nganengddzy SN
geograficznie lub etnicznie populacjamipoj fci a SNP uUywamy, gdy o
wystipuje u wi i@atpnalHuman Gepome RepearthadnstifGikl)).

N a szczeg-I|l nN uwaghn zasguguj N SNP wWystnpuj
co mo Ue wpgywal na sekwencjn ami nokwasowN I
j aki SNP wywoguj e w sekwenciji bi agka, WYy I

(tzw. modyfikacja cicha) lub niesynonimiczieopr zez mi ej sce wystnpowan

go podzielil na SNP wysthipujNce w regionie Kk
(introny).

Synoni mi czne SNP, wysthipuj Nce w rejonie
pojedynczego nukl eot ydu ni e powoduj N zmi ar

ze zdegenerowanego charakteru kodu genetyczne
i U nie powoduj N @82 Cilaldemy SINP z wi amnej oni e kod

mo g N wpgywal na szereg proces-w, ,jak trans
a takUe na st rsakdgamRNA (843)st Sy d mioBilczne SNP me
wystfipowal zar-wno WwW intronach, j ak [ egzon

alternatywne goangAt§raiiva Spliciay(3d4L£3d5) w (
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Konsekwencj N niesynoni micznego SNP, jest
co moUe prowadzil do mutacj.i zmi any sensu
nonsensowne | (poj awi eni e sin kodonu stop
znaczNcy wpgyw na struktur (346848 f uPRd&a 7 ina gk

SNP ze wzglndu na efekt, j a k przedatgwiooog u j N
naRycinie 13

{

/ rodzaje SIP \

synonimiczne (modyfikacje ciche) niesynonimiczne

w egzonie w intronie Zmiany sensu nonsensowne

zmiana kodonu zmiana kodonu zZmiana kodonu
kodowany ten zmiana kodowanego kodon stop
sam aminokwas aminokwasu

| '
brak widocznych wplyw na: brak widocznych fuﬁggﬁ;ﬁgﬁéé
Zmian translacje Zmian biatka

zwijanie sie biatka
strukture mRNA

stabilnogé mRNA P S I 4
N P :
alternatywny splicing ,3&5",%;‘& Q'—év.&e' éC\‘ strukture
Q:\e,_ o & ‘5\0 A + agregacje
I %c,\q‘ CI)C’O O + stabilnosé
F S « zwijanie sie
s Q}@ {}" & ,(\6\ « miejsca wigzania ligandow
@ &{\? 4 « elastycznosé
N
O B
&
&
N

Rycinal3Schemat podziagu poli mor(6NPx mmepwiggtyidaozesg
wywogywany w biagku. Pod@®39ag sporzNdzono na poc¢

Zmiany na poziomie DNA powodowane przez SMPo g N wp gy wa i na el
met al otionein oraz ich zdolnoSIi do wiNzar
czgowi ek a, Raudenska [ i nni , zidentyfiko
met al oti onei n, z kt - rych sl1z3e Stenkcprmlaygh sin

i zof or mach pMWi iNze stamanti @ailogicznymi w organizmicabela 7)
Przedstawione korelacje sN jednak wynikiel

absolutnychedgpmoak g aEawiehmpbamy st wierdzi
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SNP wystnpuj Nce w sekwencjach
byl niezwykle istotne w rozumieniu
l udzkich metal otioniein daje ogromne

Tabela 77 Udokument owane
metalotionein a stanami patologicznymi i chorobami w organizmie. Tabela zaadaptowana
na podstawie(339) \

*Powi Nzani e

korelacj e pomi ndzy

pol i morfi zmu

MT3 z autyzmem zostago pomininte,
(349,350)
Numer , .
Gen rs NCBI Rodzaj SNP Korelacja
. - DgugoSi, ddmphyi aercowo
rs11640851 \I)Ivlzsir(l)(r)]?émlczne naczyniowe ~
9 cukrzyca typu 24 n U e mBiw®sodzl
Cukrzyca typu 2 poziom dysmutay
MT1A . - ponadtlenkowj w  surowicy _ rak
rs8052394 Niesynonimiczne pgaskonabgdonko,wilyo
w egzonie o . 9
rtnci we , w @lo
wNtrobowokom-rkow
rs11076161| W intronie Neuropatia —  cukrzycowa rak
pgaskonabgonkowy
Hiperlipidemig neuropatia cukrzycowsg
rs964372 | W intronie rak pgas ko namp dstog) reke
WNt robowokom-rkow
MTIB 158052334 | W intronie Rak wNtrobowokom-
Przed miejscen < <
rs7191779 startutranskrypcji Ra k ] p gaskonabgonk
152270836 | W intronie oSt rtnci w moc
MTIM Il oSI rtAci we Ww§
rs9936741 |Regi on 3 d
Poziom kadmu, 04§09
Region poziom kadmu w nerkach poziom
rs28366003|r egul at o| kadmui 0 gveewkmwiumatek poziom
UTR kadmu w , doulgyosSk,urak]
prostaty
MT?2 Neuropatia cukrzycowahiperlipidemia
w cukrzycy typu 2 mi a Ud Uy g
cynku i kadmu w surowicy Krwi
rs10636 Region 3jdostnpnosSl we wn |
cynky il o S| cytoki,l
wystnpowani e mi

mi aUdUy,d 0 woSddwi u

76

k o,duojg\N\c y ¢ h,  j

mo U |

a

podgdgoUy wi e

i wo$S

wystinpowar

rs45570941
poni ewaU

zost

W

~

C



we krwi, oyt ot oksyczno§
pozi om rtnci, bwafd
chemotaktyczne monocytow 1

Przewl ek gy, hpaergikemig
hemoglobina glikowanaiedobdr cynky

rs1610216 | Region promotorgcu kr zy c a i nsyu
kardiomiopatia niedokrwiennarozwoj
cukrzycy
MT4 rs396230 W intronie Ci Sni e nmoaowl w suiowicy

1.7.2.1 Naturalne warianty ludzkich metalotionein (nwMT)

Bi agko powstage w wyniku wystNpienia
SNP, nazywamyego naturalnym wariantem. Niestety w literaturze nie ma zbyt wielu

informacji na temat naturalnych wariantéw ludzkich metalotionein, jednelcznie

wysthnpuj Nce badania wskazujN na istotnoSi
jest polimorfizm izoformy MT1A, w wyniku K
warianty: MT1A T27N (rs11640851 C>A) oraz MT1A K51R (rs8052394, A>G).

Zami aedbntny w pozycj.i 27 na asparaginn po\
wgoskiej. Okazago sUwn| i U@ umaesjiastinesiciele al | e
allelu C, nie tylko Uyli kr-cej, ale posi
sercowenaczyniowych i cukrzycy typu Z352) JednoczeSni e, u st
z genotypem CC, wykazano wyUszy poziom uwa

0g6lny poziom metalotioneim r az ni ski e s t6Ww0Oseazy382) i nter |l eulk
CzinstoSli wystipowania SNP rs8052394 (zan
MT1A K51R) zostaga skor eQloavawmjae zsiaqiukrizy c
allelu G, wykazuj N predys@omzwc jigagdgdt@v W 0 z W

z genotypem GG oraz GAakt ywno Si dysmutazy ponadt | e
byga znacznie niUsza ni@3u Alatcy vemdSiw tze ggoe
j est niezwykl e istotna w ochronie kom:-rKki
dziagani e mo Ue powodowal zni szczenia W W

w uszkodzeniach nerek lub kardiomiopatii cukrzycow@p4 356) Dodatkowo,
al |l el A zostag powi Nzany z podwyUszony

pgaskonabgdgonkowego j amy ustnej . Z kol ei
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niewgaSci wN homeostazfi cynku i miedzi, COoO mo
z tego typu metalami, jak np. p53, czy metal o
dodat kowo odgrywal r ol B57wU mosiciele genagypéw Kk sydacy | |
GA oraz GG wystfnpowag takUe niUszy poziom r

do nosicieli allelu AA.

Ni estety, pomimo rozwoju technologicznego, n
bada E, kt -r e edwaddyShyi nater@yciN wariambw metalotionein.

Do | epszego zrozumieniafikyzha biafkekdangebinden
pochodzNca zar-wno od chor y ekipiongnadzionie zdr owy c h
ekspresji samych metal otionein i wystfipowaniu
opi sane wyUeji dasani Bt sdNwy midyinnf or macj ami i |j
badaniami nadS NP w genach | udzki ch met al oti onei n,

dysponujemy
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2. Cel pracy

Dotychczas Zznane sN cztery gg- wne i
(MT1, MT2, MT3, MT4) oraz osiem subizoform MT1 (MT1A, MT1B, MT1E, MT1F,
MT1G, MT1H, MT1M( K), MT1X) . Dostiipne w
na wiarygodnN anal i zn piafizyezmyoha biaclzeMicziychh w{§ a
z powodu zr - -Unicowania uUytych pdedyncaycsh k ek s
wybranych i zofor m. Co wincej, met al oti onei
bada®& eksperiybmeank alsnyatkkt ury drugorzndowe
aromatycznychznacznie ogranicza wybor technik stosowanych do charakterystyki
ich wgaSci woSci . Waantyoky r -zven iwe (g | ziadww anly is,§ alb
spektral ne, indje Wyksite rmajyoe ndded ai a §y vdooE bmea
metalotioneina W zwi Nzku z powyUszym, dl a kompl
wgaSci woSci metalotionein, niezbfindne |jest
oraz wgNczenie do bada® wszystkich poznany

Gg-wnym celem pracy jest wyprodukowani i
izoform ludzkich metalotionein, ich naturalnych wariantow (MT1A T27N,

MT1A K51R, MT1G A10del, MT1M T20K, MT4 C30Y, MT4 R31W, MT4 G48D)

oraz biagka MT1HL1, a nastnpnie ujednol i ce
Ma to na celu umoUl i wienie wiarygodnej ana
charakterystyki wdgaSciwoSci tych metal obi
| . Wy ngd yddzielane gematycznie na traypszary badawczeizoformy

ludzkich metalotionein (MT), naturalne warianty izoform ludzkich metalotionein
(NnwMT) or az met al obi agko MT1HL1. Do char
zaplanowano uUycie tych samych nbadayn, dobi
wgaScamvo Sci

W przypadku izoform ludzkich metalotionem, - wog mem by go uj edn

technik eksperymentalnychw celu uz up e g ni e n rawartejw literatuezg

zeszczeg-lnym naciskiem na okreSlenie war |
wszystkich jonéw Zz&twi N U N ¢ ynetalotisnieiimi.Uz y skane wyni ki uz
o inne techniki eksperymentalaoazy wysnoigNuij
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znaczne r-Unice p oktoreri thagyy by z o wg eradnijaal d
poszczegolnych izoform C o wi ncej, zakr e<n obeine E wol ne
w eksperymentach, odpowiadat fi U ewolnegmzn?* z badanymw komorce,
cou mo Ul ri onzi eae iryskalychwynikbww k ont ek Sci e proces-w mol e
zachodzNcych w kom-rkach ludzkich.

Kolejnym celenpracy jest charakterystyka naturalnych wariantow metalotipnein
k t - rwyniker polimorfizmu pojedynczego nukleotydu w sekwertjk o d ygh N ¢
izoformy ludzkich mettionein. W rezultaciez a i s t molimdifierguo powst age
w  wyniku ekspresji bi agka, r-Uni N sin j edn
odpowiednikébww postaciizoform ludzkichmetalotioneinGg - wny m cel em t e Cz
pracyjests char akt eryzowanie wgaSci woSci nwMT w por -
W popr z e ddiiizefgrm lodzkiciSmetalainein Dane te pozwol N odpow
na pytanie, czy poszczegblne zmiany pojedynczych aminokwasow w sekwenciji
met al otionein, powoduj N zn acfizgkbchemiaznydhni ce w i c|

Ostatni a cdotyic®y charakteystyk n o we g o bi agka z rod:z
metalotionein MT 1 HL 1 , kt - r eysokimp o dobiae € fiwem swoj ej s e
do izoformy MT1H, jednak sekwencjagekwo d uj Ncegpn MTd#jL & si n na i ni
chromosomie niU pozostag6ggemym |l walzkmchejmeta
j est scharakteryzowani e bi agka MT1HL1 po r
gozizoformamil udz ki ch metal oti oneimkr e&lyisik amiea gy m i k
MT1HL1 wykazuj e podobi ecs hiofizgkochem&Eznycwg a Sci wo Sc
do metalotionein orazcappodobi e Est wo | edsymoUmaa tbyylgeo zurzancaz n e
MT1HL1 zak o | e j n Niludzkich metalotionein.
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3. Materiagy | met ody

31. Materi agy
3.1.1. Odczynniki

Do sporzNdzeni a wswaywddkMilcQ(MOQ,MerckMitiporew u Oy
System). Ws zy st ki e roztwory filtrowano or az
eksperyment -w stosowano r - wnmostkldisdlifidonet e k z
sgabo wi NUONcigQeP(358pWieye Imetpmdzabyci a sifn nieko.
jonéw metali, wszystkieu Uy wa n e rinkubdweno rz y dodatkiem z § o U a

Chelex 100 (BieRad)przez minimum 12 godzin lekkim mieszaniem

Tabela 8. Lista odczynnikdw i mat e wykarzystamych w eksperymentach

przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej.

Odczynniki tr-dgo

Wektorekspresyjny pTYB21 z goUe chit yno|New England
Biolabs

WektorpTYB21lk oduj Ncy MT1HL1 Eurofins

Enzymy restrykcyjne Pstl, EcoRlI, Saplgaza DNA T4;Szczepy Thermo Fishe
bakteri DH3J oraz BL21(DE3)pLysD, Gel Out Kit, GeneJH Scientific
Extraction Kit, GeneJEPlasmid Miniprep Kit

Polimeraza PHUSION, trifosforany deoksyrybonukleotydd) Fermentas
(dNTPs) 6x b ar wni k o Wwzorzed bhasy iNalekularn
DNA GeneRuler Low Range wz or zec masy

Pag&uler Unstained oraz PageRular Unstained Low Range

Agaroza trypton, ekstrakt adar,| LabEmpire
ampicylina, chloramfenikolizopropylob-D-tiogalaktopiranozyd
(IPTG), dodecylosiarczan sod®DS
Bromek etydyny Stratagene
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Glicerol, KH2PQy-H20, KoHPQw, CHsCOOH Kwas octowy),
NaOH (wodorotlenek soduNaCl(chlorek sodu)

POCH Polska

akrylamid, bisakrylamid, (NH4)2$:0s (APS), N,N,NONG&

tetrametylenodiaminalEMED), b-merkaptoetanol

Carl Roth

Antifoam 204 kwas 2[4-(2-hydroksyetylo)piperazyi-
ylo]etanosulfonowy (HEPES) kwas diaminoetanotetraoctov
(EDTA), chlorowodorek tris(xarboksyetylo)fosfiny TCER
HCI), 2-aminc2-(hydroksymetylo)propana,3-diol (Tris), HCI
(kwas chlorowodorowy)barwnik Coomasie Brilliant Blue-R50,
H B (kwas boranowy)NaB4O7 (tetraboran sodu ZnAF-2F,
D-fruktoza,zredukowany dinukleotyd nikotynoamidoadenino
(NADH), t r i f os fadeneazyny A9B),
zredukowany glutation (GSH}-(2*-pirydylazo)rezorcynéPAR),
(NPSC), CeHoNOs

nitrylotrioctowy, NTA), cyklamme t a n o |

L-histydyna,

selenocyjanian -Ritrofenylu (kwas

0 Wy s

spektrometrimassC H NO

SigmaAldrich

Kol umny do chromatografi.i U

Cytiva

System do
3 kDa

tyrozynowej,

z a g N s z&ormaUitiald Filkmunits
ufosforyl owany Substr
chymotrypsyna ZnSQT/H.O, CdSQOB/3H:0,
NaCIQyTH2O, Triton™ X-100,30% HCI( Zn O 200

ppt)

Merck Millipore,
USA

Dehydrogenaza sorbitol u Sbk)i

Roche Diagnostic

GmbH, Niemcy
Ludzka rekombinowanab i a g k o wa f osf at g Cayman
(PTP1B Biochemicals,
USA
Kuwety kwarcowe VWR
Kuwety plastikowepolistryen Stasstedt, Niemcy
ZgoUe Chelex 100 Bio-Rad, USA
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Kwas 5,5'ditiobis-2-nitrobenzoesowy TNB, odczynnik| TCI Europe N.V.
Ellmang

ditiotreitol (DTT) Iris Biotech GmbH
312.Sprznt | aboratoryjny

Wykorzystanaaparaturg e st wgdasnoSci N Zakadmajud «CjhNand g «
si A n aleBMyedhmnalogiUni wer syt etu Wr ocQJaenssignyego.
spektrometr atomowy z i(iGAB B4RIGHAES)eThesnpr z i Uot
Scientific  n ayldeCleNa r um Anal i z UnaversytSta Rrzyddniozdgo wi s k a
we Wrocggadizue zostaga wykonana cznSi p omi

cynkupopr zez okr en®lowegosiarkids tyokewprokcee.

Tabela9. Li sta sprznt-w | aboratoryjnych wykorzyst :
w ramach pracy doktorskiej.
Sprznt | aboratoryjny tr - dgo
Waga analityczna Dual Ran¥&105 Mettler Toledo, USA
Waga Kern, USA
Bl ok grzewczy z opcj N wy|EppendorfNiemcy
Wiréwki 5424 oraz 5804R EppendorfNiemcy
Spektrometr madsS-QTOFCompact Bruker, Niemcy
System chromatografi.i c i | Bio-Rad, USA
System chromatografi.i ( Cytiva
AKTA pure
Spektrofluorymetr Fluoromas Horiba Scientifc, USA
System kontroli temperatufiuorometru Controller 3508 Newport, USA
System do elektroforezy Mikgub Cell GT Bio-Rad, USA
System do elektroforezgCO-MINI Biometra, Niemcy

WytrzNsar ka 2z KkEeotronr ol Nt |Infors HT, Niemcy
Mi eszadgdgo mag-MAGHSE zne | K| SigmaAldrich

Mi eszadgo maldet yczne MS|Biosan, Polska
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NanoDrop Thermo Scientific
pH-metr Seven MultiorazSeven Compact Mettler Toledo, USA
Autoklaw Prestige Classic 2100 Sterilizer, USA

Mi eszadgo SRT6D Stuart, UK
Sonikator Misonix, USA
Spektrofotometry W50, V-630 Jasco, USA
Termocykler T100 Bio-Rad, USA

3.2. Sekwencje

3.2.1. Sekwencje nukleotydowe wykorzystane przy projektowaniu plazmidow,

koduj Ncych natizoforlludz&ichwatalgtianeirt y

Wszystkie plazmidyk o d u jz®larney ludzkich metalotioneinwykorzystywane

wtejpracs N zdeponowane w bazie Tabdlidl@ene pod nazwan

Tabela 10. Sekwencj e nukl eotydowe starter-w uUytych to
plazmid-w koduj Ncych naturalne warianty. WartoSci
kod plazmidu w bazie Addgene. Startesens éng. forward) z ost agy przedstawi ol
58306, nat omangsensdng.revens@3@5 Y .

Startery uUyte do mut a

nwMT Matryca . o
pl azmid-w kwMuj Ncy

Sens AATGTAAATGCAACTCGTG
MT1IAWT | Antysens ATGCTTGAGCACATTTTTC

MT1A T27N

(105700) Sens CTGCATTTGTAGAGGTGC

MT1A K51R

Antysens GTAAACATCTCCACGTTCAC
MT1G WT | Sens CCTGTGCCGCGGCTGGCG
MT1G A10del
(105704) | Antysens AAACGTGCCGCAAAAGTTGCTGTCCGT
SensGTAGCTGCAAATGTAAGGAGTGTAAATGTACC
MTIM(K) WT

MT1M T20K (105707) AntysensACGTACGTGGCCATCGACGTTTACATTCCT

CACATTTACATGGAGTAC
MT4 YW | Sens CTGTAAAACGTATCGGAAAAG
MT4 C30Y

(105712) Antysens CATAGCCTTTTCAACGACAG
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MT4 YW Sens CTGTAAAACGTGTTGGAAAAG
(105712) Antysens TTGCACAACCTTTTCAACGA

MT4 R31W

MT4 WT Sens AAAGTGTGCCCGTGATTGC
(105711) Antysens GGCACTAACGTAAACATTTCC

MT4 G48D

3.2.2. Sekwencjeaminokwasowemetalotionein analizowanych wpracy

Sekwencje aminokwasowe metalotioneianalizowanych w pracy zebrano
w Tabeli 11D o me norazfdb i aNfTHHL1 uzyskanow reakcjisyntezypeptydowe;
wykonanej przezdlAd ama Pomor skiego i wykorzystano
charakterystyki biagka MT1HLI1.

Tabelall Sekwencj e ami nok walsfagmentomey kad rozbyi satgeerky ch  do
w ramach realizacji pracy.

MT Sekwencje aminokwasowe

MT1A MDPNCSCATGGSCTCTGSCKCKECKCTSCKKSCCSCCPMSCAKCAQGG
KGASEKCSCCA

MT1B MDPNCSCTTGGSCACAGSCKCKECKCTSCKKCCCSCCPVGCAKCAQG(Q
CKGSSEKCRCCA

MT1E MDPNCSCATGGSCTCAGSCKCKECKCTSCKKSCCSCCPVGCAKCAQGQG
CKGASEKCSCCA

MTLF MDPNCSCAAGVSCTCAGSCKCKECKCTSCKKSCCSCCPVGCSKCAQGC
CKGASEKCSCCD

MT1G MDPNCSCAAAGVSCTCASSCKCKECKCTSCKKSCCSCCPVGCAKCAQG
ICKGASEKCSCCA

MT1H MDPNCSCEAGGSCACAGSCKCKKCKCTSCKKSCCSCCPLGCAKCAQGQG
CKGASEKCSCCA
MDPNCSCTTGVSCACTGSCTCKECKCTSCKKSCCSCCPVGCAKCAHGC

MTIME9 CKGTLENCSCCA

MDPNCSCSPVGSCACAGSCKCKECKCTSCKKSCCSCCPVGCAKCAQGQG

MTLX KGTSDKCSCCA

MT2 MDPNCSCAAGDSCTCAGSCKCKECKCTSCKKSCCSCCPVGCAKCAQG(C
CKGASDKCSCCA
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MDPETCPCPSGGSCTCADSCKCEGCKCTSCKKSCCSCCPAECEKCAKD(
MTS CKGGEAAEAEAEKCSCCQ
MDPRECVCMSGGICMCGDNCKCTTCNCKTCRKSCCPCCPPGCAKCARG
M4 ICKGGSDKCSCCP
MT1A MDPNCSCATGGSCTCTGSCKCKECKCNSCKKSCCSCCPMSCAKCAQG(
T27N CKGASEKCSCCA
MT1A MDPNCSCATGGSCTCTGSCKCKECKCTSCKKSCCSCCPMSCARCAQG(Q
K51R KGASEKCSCCA
MT1G MDPNCSCAAGVSCTCASSCKCKECKCTSCKKSCCSCCPVGCAKCAQGC
Al0del CKGASEKCSCCA
MT1M MDPNCSCTTGVSCACTGSCKCKECKCTSCKKSCCSCCPVGCAKCAHGC
T20K CKGTLENCSCCA
MDPRECVCMSGGICMCGDNCKCTTCNCKTYRKSCCPCCPPGCAKCARG
MT4 C30Y ICKGGSDKCSCCP
MT4 MDPRECVCMSGGICMCGDNCKCTTCNCKTCWKSCCPCCPPGCAKCAR(
R31W CICKGGSDKCSCCP
MDPRECVCMSGGICMCGDNCKCTTCNCKTCRKSCCPCCPPGCAKCARD
MT4 G48D ICKGGSDKCSCCP
MT1HL1 MDPNCSCAAGGSYACAGSCKCKKCKCTSCKKSCCSCCPLGCAKCAQGC
RKGASEKCSCCA
Udomena
MTLHLL KKSCCSCCPLGCAKCAQGCIRKGASEKCSCCA
b-domena
MT1HLL MDPNCSCAAGGSYACAGSCKCKKCKCTSCKKS
3.3. Metody

331.Uzyskanie plazmid-w koduj Ncych metalotione

Plazmidy ekspresyjne zaprojektowamo taki sposob aby produkcja wszystkich
bi agek mo W |timwsamyrb py§temie ekspresyjnyipez zmian schematu
oczyszczaniaW tym celu wykorzystano plazmid pTYB21 odeampatybilny musystem
IMPACT (New England Biolabs).
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3.3.1.1P1 az mi dy izoformyulyjdakichemetalotionein

Pl azmidy p T Yi®briny lkdokithmptNatianein MT1A, MT1B, MT1E,
MT1F, MT1H, MT1IM(K), MT1X, MT2, MT3 oraz M zost agy zapr oj ek
przezdrAgni eszkn Drozd, nat omi MIdGoragMTdz ans tda ¢ o d
zmodyfikowanyprzez dr Adama Pomorskiegdo odpowiedniej sekwencji Popr awn o S|
zweryfikowano poprzez sekwencjonowanie plaazimmdGenomed, PolandBekwencje
plazmiddw k o d ygh Maformy ludzkichmet al ot i on e i mepozykbriucho st A pr
plazmid-w Addgene z nastfipuj Ncy mi k odami
105702 (MTL1E, (359), 105703 (MT1F), 105704 (MT1G), 105706 (MT1H),
105707 (MT1M(K)), 105709 (MT1X), 105693 (MTZ181), 105710 (MT3,(359)),
105711 (MT4).

3.3.1.2PI1 az mi dy nktualne ywaNantg izoform ludzkich MT

Pl azmi dy iz&fanlyulyd2kichemetalotionein MT1A, MT1G, MT1NK),
oraz MT4 (MT4 YW) zost agy wy kor zy st apreeprowjadzdnia mat I
mutagenezy ktorejc e | e muzpskajeqp | azmi d-w koduj Ncych nat
metalotionein P o thgzgkutecznepr - by wykor zyst a+haage pr ot o
co bygo przyczynN wykar ayytcamima ziacmega Npy
starteréw coo k aasaign wg a Sci w366 Warynki cealejimprzedstawiono
w Tabeli 12 Produkt reakcji PCR trawiono z enzymem Dpnl preegery godziny
w37AC w celu usuni nci a niezmodyfi kowane|j
W ten spos-b plazmid uHlgoliRH5W.0 Barkatnesrfioer nhaccd
na agarowych p g yampgcglioy(150zug/mlp Blazimid wyezalowano
z pojedyncze]j kol oni iGeneBEX kRlasmid/ Mimiprgp Kiz ulOy
(Thermo Fisher Scientifi)) a j ego popr awrsak@ehcjorowdem y f i k o\
(Microsynth AG).
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Tabela12 War unKk i reakciji mut agenezy wykonanej w celwu
nwMT.

CWMT Warunki reakcji PCR
krok | temperatura (°C) czas powtdrzenia
MT1A T27N 1. 98 30s -
MT1A K51A 2. 98 7s
MT4 C30Y 3. gradient 5763 15s 24
MT4 G48D 4, 72 115s
1. 94 1 min 17
MT1G Al10del 2. 68 1 min -
MT1M T20K 3. 72 8 min -
4. 72 5 min -

33.13P1 azmi d WMDlHuijoN@y domeny biagka MT1HLI1

Gotowy pazmid ekspresyjnypTYB21, k o d uj Nc y , zehowishh Z firmy
Eurofins wykorzystuj Nc s e kwiechag gio Nin{l&jl edd oo d o wN
sekwencji- GenBank, Gene ID: 645745)
ATGGACCCCAACTGCTCCTGCGCCGCTGGAGGCTCCTACGCCTGCGCCGGCT
CCTGCAAGTGCAAAAAGTGCAAATGCACCTCCTGCAAGAAGAGCTGCTGCT
CCTGTTGCCCCCTGGGCTGTGCCAAGTGTGCCCAGGGCTGCATCCGCAAAGG
GGCTTCGGAAAAGTGCAGCTGCTGTGCCTGA
Domeny met al obi agka MT1HL1 wyprodukowano
przeprowadzonej przez.dAdama Pomor ski ego. Zmodyfi kowane
poni Uej kol or ami
b-domena: MDPNCSCAAGGSYACAGSCKCKKCKCTSCKKSONH:
U-domenai-Ac-KKSCCSCCPLGCAKCAQGCIRKGASEKCSCCAOOH
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3.3.2. Produkcja i oczyszczanie metalotionein
3.3.2.1.Produkcja metalotionein w systemie bakteryjnym

Pl azmi dy ekspresyjne pTYB21 koduj Nce
do transformacji bakteri E. coli BL21( DE3) . PoprawnoSiIi
pTYB21-MT zweryfikowano poprzez sekwencjonowanie (Genomed). Bakterie
hodowano w poUywce o skgdadzie 1,1% trypton
1,3% KoHPQs, 038 % KHPQ; w 37°C, do momentuo s i Ng mwialfdiodSc i
ODsooWw zakresi,80 , 9. Nastcepmui e ndukcji ekspresj.i b
01 mM | PTG, [ hodowln inkubowanowpgkeduno:
na ni esformbi ¢ wp Sy c o njgnanii metalup eogkmig o 30 mi nut |
do hodowli dodawano ,6 M ZnSQ. Nastnpni e kom-r ki bakt
przez 15 minut (4008g ) , wy k o r z y dalsaygh Krekdwpoezlysecrzanial o

3.3.2.2.0czyszczanianetalotioneini uzyskanie tioneiny

Wszystkie kolejnec z y n nmzéprawadzano w4°C. Uzyskany z hodowli
bakteryjnej pel et rozpuszczano w 50 ml s
pH 8,0; 500 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1 mM TCEP). Tak uzyskany roztwér sonikowano
przez 45 minut (puls 5 sekund, pauzal0 sekund), po czym wirowarm pr ifdk o Sc i
16000xg przez 45 minut. Uzyskany supernatant
w buforze A przez nqcz l ekkim mieszani em. Po i nkub
p i fiaky bufoem A. Pierwszy krok oczyszczanialpegad na uUyci u chi
powinowactwa z wykorzystaniem systemu IMPACT (New England Biolabs Inc., USA).
Wtymsystemiegw cel u oddzi el enia docel owego biagl
uUynegest0,l M DTT@361) ZgoUe inkubowano z 0,1 M
w temperaturze pokojowej z |l ekkim mieszani
koncentratorow Amicon Ultrd Cent r i fugal Fi lotpeogu mdsyi t s z
c z Ns t e 8kDk(Mevak,jMillipore) i zakwaszono do pH 285 poprzez dodeganie
porcjiami 7% HCI . Kol ej nym krokiemz bymgidkoWBicr
14000x g przez 10 minut. Tak przygotowanN p
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do filtraciji Uel owe | Hi Load 16/600 Superdex
10 mM HCI . Uzyskane w ten spos-b biagko wer
molekularnej z wykorzystaniem spektrometrii mas -ESIOF Compact (Bruker,

Ni emcy) . StnUeni e h oformoygapaMiTe j ( t 4 roenced lnoywa neeljr e S|
spektrofotometryczni e z (DTMB)c(B68)MUzyskdnez y nni k a I
W ten spos-b tioneiny uUywano bezpoSrednio w

rekonstytucji w celu uzyskanmaetalotioneinoy pegni wysy¥.onej jonami Zi
3.3.2.3.0czyszczanie metalotioneiii rekonstytucjametalotionein jonami Zn?*

Do porcji konkretnych  izoform metalotionein  oczyszczonych

w 10 mM HCI (pH~2,0)dodawano 10k r ot ny mol owy nadmi ar (nad t|
redukuj Nc e g o -krding EnBlowy padnaiszZnS8:, po czym podnoszono

pH roztworu do & z uUyci em roxtworiM zasady Tris ( wyj Nt ek
-MT1HL1,gdzi e z uwag.i na punkt i z®.el ektryczi
TakN mieszaninfi zagfiszczono uyCedrfuaet koncent
Filter Unitse pr anpunbmaas ) 3 &2aNMerck dvillibose) e |

[ nastrzykninto na kolumnn do filtracji Uel owe
zr -wnowaUonN-HEO0 mM Bri7s (wy-jp\t ek, 6MT 1 HEt1n Ueni e
oczyszczonej met al oti onei ny weryfi kowano S [
odczynnika Ellmana362)w obecnoSci .1 SmMU&EMDITA zwi Nzanych
Zn?* sprawdzano avykorzystaniemchromogenicznego chelatoRARw obecno Sc i
1mMDTNB(@363) Otrzymane stnUenie, podzielone pr ze

na okreSlenie i 1 oSc?. DpdatkoWg dn gtk a j ez yw k aznne
po raz pierwszyz we r y f i k o wa n 0-AES (iGAB Y400, Ehermd STientific).
Zrekong yt uowan e, w pegni  ywy siWyooeezop ont ad oit ® on e

w eksperymentaclub przechowywaow -80°C.

3.3.3. Pomiary spektrofotometrycznew zakresie U\Vis

Wszystkie pomiary UW i s zostagy przeprowadzone z
spektrofotometréw V650 oraz V630 (Jasco)v temperaturze 2%.
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3.331Pomi ar stinUemia metalotionei

Pomiary wykonywano w mnorazowych kuwetach polistryenowyah wymiarach
10x10 mm Do okreSlenia stnUenia metalotionei
i DTNB (364) ktory reaguje B zredukowanymi resztami cysteinowymi uwal ni aj N
obserwowtny pr zy dgJugoSAaNB. Wadliok4 2Bl emia stnleni
sporzNdzono roztw-r 1 N MNIQNB 7% dbk@bregpM HEP

dodawano magy mi p -6 rub. ] Gbserwowanowanreti n$ii  (albsor
przy 412 nm, p o czym obliczono st
Ghrne = 14 150 Mt x cmt (362)we d Ju g: awz 0 —4— —— @, gdzie

c t o stiilUeni e mienrtzoo n evgo t b3ilagld sorAbcj i
14150 tomolowyw s p - § c¢ asorpgjdlalDTNB, Neysto liczbazredukowanycheszt

cysteinowyalX wzbaaghkurozcieE®zenie biagka

pomiar-w formy w pedgni wysyconej cynki em,
ko owym 1 mM, a pomi ar obserwowano pr z\
kinetycznym. StnUeni e mesamegowzoro npr ayj wbjl N

absorbcjn przy 412 nm w punkci e pl at ea
jak i metalotioneiny, pomiary poazano tr zy kr ot ni e, przyj mujN

stilUeni a.
3332Ust al ani e mol owalgsorpcws p- gczynni ka

Pomiary wykonywano w kwarcowych kuwetach o] wymiarach
10x10mmW cel u ustal eni a nabdorpciveykonywans gomigc z y n n i
pegnego s p\askw rzakresie 2053 0 O nm. Pomi ary bygy
co 1 nm, uUywajNc 2 nm jako szerokoSi pe
200 nm/min W kuwecie umieszczang5lml 10 mM HCI, do ktérego dodawaseriami
1uM tioneinin (stinUeni e 3883 P6miav pentarjarok w
kil kukrotnie, obasamejpwejyN@ 2wamtmmo SiNash sipgmh e k
LambertaBe er a, obl i ¢z an o amsapcjolatipneiwsd). Wpadabgyn n i k
sposéb okr eS|l ano mo | o wybsorpejs dla gwysyopmejn icyakiem
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metalotioneiny. W kuwecie umieszczano,51ml 50 mM bufor boranowy,

0,1 M NaClQ, pH 7,4 do ktorego dodawanseriamiO,5pM met al ot i onei nn (st
okreSlone j388) w Pomkai epowtarzano kil kukrotni
absorlang i przy 220 nm. Nast ipni-Beerk obliczns t aj Nc z
mol owy ws mbsgrpcjdlp mataiotioneiny Q).

3.3330kr eS| ani e lompeksbwjoodwenetali(Zn?*, Cd?*)
3.3.3.3.1. Miareczkowanie UV-Vis

Pomiary  wykonywano w kwarcowych kuwetach 0 wymiarach
10x10 mm z mieszaniemW cel u ustal eni a l i czby wi Nz an
wykonywano pomi ary -\fissmjzakeegie205300 enkW kuwenie UV
umieszczano 50 mM bufor boranowy0,1 M NaClQ, pH 7,4 oraz
100pM TCEP. NastnpnigMe td mhaewamq @,05 kt - -r e]j porcj
0,514 molowych r - wnowa Uni KM woztwbr0 0ZnSQ/CdSQ. Pomiary
wykonywaro co 1 nm z szybkoSci N skan,0waunUyawa j2N® nm

2 nm jako szerokoSi pasma.
3.3.3.3.2.Anal i z miajmdwNZnZaprzez MT z wykorzystaniemPAR i DTNB

Pomiary wykonywano w jenorazowych kuwetach polistryenowyah wymiarach
10x 10 mm z mieszaniem Aby okreSl il | iczbn zwi Nzanych p
Zn?", uUOyto zwi Nzku PAR, kt -ry, bAdNc w roztw
wi NUe ZzZp*o w ystechiometrii 2:1 (Zn(PAR)). W kuwecie umieszczano
1 mM roztwér DNTB w buforze 50 mM HEPE®,1 M NaCl,pH 7,4 z dodatkiem
100pM zwi Nzku PAR, w Ko@t owedjasa Bijpmti @eSadio kuwety
magy mi por cj ami-5p)eWaarl toat o nabiesnvéwapoctj trybie
kinetycznymprzyd § u g o 282inmb d p © wi atdvag rNzceamy We js i gipi sanych
komplekséw jonéw Z#t z PAR Nas ohbigganoe st nUeni e z wy kor zys
Gbar= 75100 Mtx cm1 (363)we d Jug ovbz o+u—= @ gdzie ¢ to stnUe

Zn?*w probce Asgonmt 0 war t 0 Si  ab s o100 wHolowywrs py §4£4% ¥ nmmk 75
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absorpcjidla PAR,aX oznacza rozcieERDdednmizy mainadlsd nw
jonowzZn**dzi el ono przez stnUenie biagka w pr-b

Zn*zwi NzanN do metal otioneiny.
3.3.3.4.Ustalaniepozornejs t a &+0rgszt pysteinowych

Pomiary  wykonywano w  kwarcowych kuwetach 0  wymiarach

10x 10 mm z mieszaniemWy k ony wano pomi ar y -\fisevgakresieo s p e k
205300 nm, co 1 nm z szybkoSci N skanow@dywaj N2 (
2 nm jako szWro&lo$l uptasIiman Kbresz oystanowyehj st aq
w kuweci e umi es, z czamidel MANdGIQNMEKIM dodatkiem

HCI , aby pH roztwNast fbpynjioe obfl wkidtsyvinaelow? , O .
nadmiar ZnS@nad t i onepvh Nt,i ooReazzh W2 r mi areczkowan
porcjami 0,1 M roztwér NaOH mo n i twotrybi§ Keeczywistym zmiany

pH oraz absorbmji, a U d o cipthbliskie) B5-8. Do dalszej analizyykorzystano
wartoSci absorbcji przy dywapds ke Hilal i 220
ot rzywsip NFczy,ordipk wH yglodergej s teppl0reszt cysteinowych

3.3.3.5.Pomiar kinetyki utleniania reszt cysteinowychz wykorzystaniem DTNB

Pomiary wykonywano w jaetbrazowych kuwetach poligtenowycho wymiarach
10x 10 mm z mieszaniem W k o Gc owe | dpM DTNBré&puszczdnegonl , d o
w 50 mM HEPESQ,1 M NaCl,pH 7,4 dodavanow pe g n i wysyconN met
(MT) w molowym stosunku 1:1.Pomiar absorpcji dokonywanoprzy d §u g o Sc i
fali 412 nm w trybie kinetycznyym aU do otrzy@amizyg mapnldt &a
dopasavywano d o funkcj i eskponencjal nej (Ori gi |
obserwowanN s tkad) Romiary kimetyki a rwiykarzystaniem innych
zwi Nzk-w utleniajNcych, j ak ATwkonaner - j f o
przez mgr Ka wdymiceturdo rgbikai dodawano dodatkowo odpowiedni

zwi Nzek utleniajNcy o stiaUeniu 1 mM.
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3.3.3.6.Badanie transferu jonéw zZn?*
3.3.3.6.1. Transfer Zn2* z metalotionein doPAR

Pomiary wykonywano w jatbrazowych kuwetach polistryenowyah wymiarach
10x 10 mmz mieszaniem W ko Gcowe | @UOMPARISzpuszczdnegol , d o
w 50 mM HEPESDQ,1 M NaCl,pH 7,4dodavanolpyM w pegdni wysyconN met al
(MT). Do roztworu dodawanor - wn 50® (iM TCEP. Pomiar obserwowano
przyd JugoSci fali 492 nm w trybie kinetycznym,
wart oScangiva bpwnmkci e wypgas zcz,ewykarzy®anieny we j Kine
mol owe go wsgbsofpajidtayP AR (bak=ar5 100 M x cn71((363), 3.3.3.3.2,
pozwonlai gobliczenie stnUenia cynku obecnego w
przez stnUeni e met al oti oneiny w pr - bce, odr

r - wn o wa jonow 2n3, w

3.3.3.6.2. Transfer Zn?* z metalotionein dodehydrogenazy sobitolu (SDH)

3.3.3.6.2.1Uzyskaniedehydrogenazy sorbitoli pozbawionej jonéw Zr?* (apo-SDH)
Dehydrogenaza sorbitol(SDH) dostarczangest w formie aktywnej, co oznacza,

i 0 zawi er & Wbocelau sjuonnjoid@rizrd* z enzymy liofilizowaneb i a § k o
rozpuszcano w 10 mM fosforanie potasw pH 7,2, z awi e r 40 WM kwas

dipikolinowy i inkubowano przez noc w°@ . Nastnpni e, aby pozbyl S
enzymu dodanego chelatora, u Uy wa p N6t em do zaghNszczani a
Ultra-4, wy mi eni ono bufor w roztworz2(13) agka na 1

stnlUeni e otr zyzmaineergzoonenzzy muUyciem NanoDrop [
poprzez  miareczkowanie go  cynkiem monitonu j NG e g o alkt ywno$
spektofotometrycznie, jak opisanw punktachp o n i Nhewa apeSDH odpowiada

dalej dehydrogenazie sorbitgbozbawionejjonéw z4, a wi ic pozbawionej ak

enzymatycznej.
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33363.Test aktywnoSci SDH i #Hadanie transfe

Pomiary  wykonywano w  kwarcowych kuwetach 0  wymiarach
10x 10 mm z mieszaniemW k o BEc owe | obj it eSPH inkuwamd |, 20
przez3minutyzA MD-f r uk t o z NHERES2 @1 MWNMCI, pH,Z, z dodatkiem
100uM TCEP i ewentualnynmolowymr - wn o w a U rSiykDo éakiej rdieszaniny
dodawano 125uM NADH i w trybie kinetycznym obs
absorbancjipr zy dgugoSci fal.i 340 nm,naskudeg owi ad
przemiany Dfruktozy do Dsorbitolu. Tempo spadku reakcji obliczone Uy wa j Nc

programu do analizydanych spektralnyctSpectra Analysis (Jasco), ktére bazuje

na | iniowej pseudopi erwszorzndowe | reakcij i
probki z a wi eNr28 jnlc apeSDH, 100 uM D-f r ukt oz i, 100 OM
oraz 20 nM met al oti onei nn, Il nkubowano w

0d0do9 0 mi nut poNaptgiymn ife i u w kcreel Ul or noezgpoo cczzhacsi L
do mieszaninydodawano 20 uM NADH i obserwowano tempo reakbjachylenie

krzywe|j por -wnywano pomindzy r - Unymi met &
reakcji apeSDH z mak sy mal n Nmolowyoh$ ¢ iw ovadamn ke w, p
kt -rN r-Unice nie hykw j100 % ke ywowdSlinenz

3.3.4. Pomiary spektrofluorymetryczne

Wszystkie pomiary wykonanov 25°C z wykorzystaniem spektrofluorymetru
Fluoromax4 ( Hori ba Scienti fi c, USA) z kontroll
Do pomiar-w z2BUyUO0yem ¥ aaienwrz4b2unch Dramfalia
e mi Snjsd=5nNm(79). W przypadku pomiar-w aktywno:!
faln wzhbwmedeni3@8anm or awx=f38INM.Sgmnhafji emi s|

zbierano przy szczelinachddg o Sci i szerokoSci 1 nm.
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3.3.4.1.Badanie transferu Zn?* z wykorzystaniem pomiarow

spektrofluorymetrycznych
3.3.4.1.1. Transfer Zn?* z metalotionein do ZnAFR2F

Pomiary wykonywano w jewrazowych kuwetach polistryenowyah wymiarach
10x10 mm z mieszaniem W kuweci e umi eszczono odpowi ec
20 mM HEPES$ 0,1 M NaClGQy, pH 7,4, oraz500 uM TCEP, po czym dodano
1pyM ZnAF-2 F i zmi er zono f | woNaesstcidprkaijety dodanop unk ci e (
1 uM MT i pomiar monitorowano w trybie kinetycznym przez 90 minut dPo tym
czasie, do kuwety dodano |8 50 mM ZnSQ i ponowni e zmierzono flu
w punkcie (Fxs) - N a ,sdo t@jsamejekuwetgodano 1 pl (5 M EDTA, po czym
zmi erzono fluor es@enc\ajednags fpzetransferonanegd F
r-wnowadi’hpba - wnywano do referencsytjinfeejni pr - bki
ZnSQ; o dpowiead gefnsru molowemu  ekwiwalenbwi jonu

Zn?*, leczn i e z a wibeiraagjkNac e |

3.3.4.1.2. Transfer Zn?* z metalotionein do bi agkowe | fosfataz
tyrozynowej 1B (PTP1B)

Pomiary  wykonywano w  kwarcowych kuwetach 0  wymiarach
10x10 mm z mieszaniemDost arczony enzym zawierag EDTA.
EDTA, bufor wymieniono na 20 mM HEPES, 0,1 M NaQH 7,2 , uUywaj Nc
do tego celusyst emu do zagfhfisz&@aniga mAmiyc oz Ndit eca k o
-10 kDa) . stnlUeni e enzymu okreSlono poprzez
przy 280 nm uUywaj Nc wsenlgkrgShohagd ma 4o ddt0
s e k we n ¢ {Ekpasl, PratBakaaesta kt y wmio&ST Kk o we j fosfatazy tyr
1B (PTPIB) pr zeprowadzono opierajNc si(fbB2) na zmodyf
Wszygkie pomiary wykogywano w 20 mM HEPES, 0,1M NaCl, @ (v/v) Triton,
pH 7.4 Aby zmierzyl maksymalnN aktywnoSi enz
40 nM PTP1B oraz 10AM TCEP, inkubowano przez 7 minut 26°C. W tym samym

czasie zmierzono f | uor es gMuiosfprylowany selsstraa ni ny z aw
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dla PTP1IBoraz0 005% (w/ v) chymotrypsynn. Nastnpn
roztw-r inkubowanego wczeSniej enzymu, a r

przez 10 minut.Z otrzymanej krzywej wybierang o ¢ z N tlikicavy yragment,

a wartoSli | hatbwkgnikar zywe | ustalano j ako
Aby zmierzyl minimalnN aktywno&ZhSQp&& nM P
7minutw2 5AC. W tym samym czasie zmierzono f |1

1 pM ufosforylowany substrat dla PTP1B orazZO® 05 % ( w/ v) chymot
Mi eszaninii zawieraj NcN enzym dodano do ku
kinetycznym. Z otrzymanej krzywej wybieranop o ¢ z Nt likiowy yfragment,

a wartoSi nachyl przelican ol innai owweerjt okSczpyr vpeyjjo me jn N
war t m&ylenia krzywejuzyskanej dla maksymap a k t y o reryBnu jako

100% Aby z mi er z y?, 2,3 nMaRTB1B énkubo®amo z 2,5 nM MT przez

90 minut w 25AC. Po tym czasi e przygotowano
1 pM ufosforylowany substrat dla PTP1B orazZO® 05 % ( w/ v) chymot
kKt -rej fluorescenajaici . mi eMizeosnzoa ninrman azpawi
oraz metal otioneinn dodano wdrybie kinetywcentyrny. | p o
Z otrzymanej krzywej wybieranp o ¢ z N tlifooywfsa g me n't a wartoSi

l i ni owe | krzywe|j przeliczano na wartoSci

krzywe|j uzyskanej dl a mmhodop¥al nej aktywnoS

3.3.4.20k r e S| migjsc ewi Nz an ? aw rdetalotioneinach o mocnym

I umiarkowanym powinowactwie

Do 05 uM tioneiny (T) oraz 3,5uM ZnAF-2F dodawano 0;43 molowych
r-wnowabnS@,k -pwo czym mieszanini inkubowano

Po tym czasie zmi&bez onMakfslyumand emsNc efnlcujoir ek

dodaj Nc do plp50- M i ZNS@G  (Fmas) , a mi ni mal nN,
1 u 05 M EDTA(Fmin) . SstnUeni e wol negwedgygku
Rownania 2 uUy waj Noblujcerdy |l ogarytm ze St é

kompleksu ZA&*z €  z wi Nz k2F (ka2 A F
Wy kr esy z-ladg[ze?{lwanp & funkcji stosunku molowego 2 T zost agy
zanalizowane za pomocNGB6)prwgramaaaaij ldc Hr
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do programu wartoSi s t-ZngFe2F Koyl 26exd( hoay i kompl ek
obliczone wghfiddni ama Ze2JnTy, sotbdsiuwrnzekneZznst nUeni a
jonbw Zrt*t by gy zmi eni ane dla kaUdego punkt u, przy
NastiApnie rfAczni e Kumigss knocnyah iaumiarkowaaycht takS c i

aby dopasowal W Yob[Znt]zoe preez pvagrarn eS8 iz punktami
pomi ar owymi , twhdysocazjidlas gableges mi ejsca wi Nzani a
mi ej sc  vwyzAdaczom iwakplejnym eksperymencie z hobor mN z duUN
dokgadnoSci N. obéchanna avykresachie j@sidogasowaniem danych

do funkcji, al e pogNczeniem ze sobN wyliczonych wa
stosowang wJ badani achz ofdT2i 2R3 z k N

i ieal -~ & &
G & &
Rownanie2.R- wnani e blicttgiagu¢ ednmeaqo | ogarytmu ze* stiUenia w

w cel u opkorwei Sloewnaicat wa®* dMiaNzmine jas cZnwi Nzania o relaty
powinowactwie(223).

3.3.430kr e Sl mine jes ¢ wi Rz a nmetaloodeimach o sgabym

powinowactwie

W kuwetach wumieszczono-2mwpos&sM,aj dce kaddejpni e
z nich mierzNc waputkae§f) .f InoorlesO0eewenoipr - bki do
05pM w pegni wysyconN MT, po czym inkubowano

[ zmi er zono iwpunkdel(Fapo Malksemalj MmN fl uorescencj i

dodaj Nc do pl p50- Nk i ZnS@B  (Fmaks) a mi ni mal nN, dod
1pul0,5M EDTA (Fnin) - W eksperymenci e uweugeni@inhni ono r - w
W tym cely d1 a k a Ud emykonanb idwajdodatkowe pomiary, do ktorych

przed inkubacjuM DINBdubvwWPBQ® BHnaj Nc uzyskanN we
fluorescencji jako wartoSIi dl a ?mssrstyaorfadinego w

F& o@razFanaksobliczonopopr zez kol ej nojoo @z i dioed awaet owdhait ofF

Fmaks St T0eni eZznivob niegpo nBownadad3j ugUy waj Nc do oblic
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uj emny | ogarytm ze stagef zeysopwiBzkier
ZNAF-2F (pKZMAF2F),

R Ee -~ &e &

G & e &
Rownanie 3. Réwnanieu Uy t eoblicdenia uj e mne g o l ogaryt mu zZe st
jonéw zrtt (1 1 CI Yw cel u opowieobdcteran idlas § a b piejst

wi Nz a#@28) Zn
3.3.4.4Buforowanies t i Ue n i Za2* grzezmetaiotioneiny

W Kkuweci e umi eszczono rodpowiedmich | izofarid mi e s
metalotioneinw  k o Ec o wy m @M, oz h5uM ZnAF-Z. Ma k sy mal n N
fluorescencjn uzyskadBomMMIZnSA(Frc, d@ mirnibkal
d odajuN&G5 MLEDTA (Fnin) . R zmgtalizowanestany o stosunku molowym

Zn:T:4:1,5:1,6:1, oraz7.l, uzyskano poprzez wysycanie [

t o
molowych r - wn o wa @nSQk U jwe mn y |l ogarytm ze stnUen

Zn*o bl i ¢z o nRéwnan@@ § u g
3.3.5. Pomiary spektrometrii mas (ESI-MS)

Pomiary ESFMS, w c el u okreSlenia mawykonywamd e k ul a
w mieszaninie woda/metanol/kwas mréwkowy (50/50/0Pgmiary w celu zbadania
i 1l oSci zwi Nz%apnzgzentetalgtionaeinywyko@wanow 500 mM octanie
amonu pH 7,4 Przed pomiarem20 pM  t i onei nn i -4k mdovyma n oz
r - wn o wa Uociarkua egriku przez 3 minuty w 25°C, p o czym pr -
nastrzykiwano w celu pomianwidma Ws zyst ki e uUyte odczynnik
do pomiar-w spektrometriiwymag&N i klcehsaN ak iz ¢

analitycznefMS-grads.
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4. Wyniki
4.1. Izoformy ludzki ej metalotioneiny (MT)

Wybrane plazmidy pTYB21 oraz kompatybilny mu system IMPACT (New England

Bi ol abs) wyzborsatnaeg y w celu produkcij i bi agka b €
aminokwasowychw systemie bakteryjnyni366). W owym systemie wykorzystywana

jest chromatografia powinowactwa polegaj Nca n
iinteinN, kodowanN wraz z domenN wi NUNcN chi't
chitynowym (367). Odci nani e inteiny od docel owego biag
dodania do zgoUa i DWIi(36& k uB rraekd ujkeusjtNcceigoci a enzyr
w  wyniku kt -rego cznsto bi agko posi ada do

zaprojektowandak, aby met al oti onekaoa@cuniandewayy si n n:
4.1.1. Otrzymywanie izoform ludzkich metalotionein

Proces produkcij i [ oczyszczani a Il zof orm
zoptymalizowany przez dhdama Pomor ski ego oraz dr Agni esz
z ws zel ki mi wprowadzony mi zmi anami zostag S
3.3.2 Pierwszym krokiem w celwu weryfikacj.i p
i oczyszczanisdby Jo oczyszcbWawskanNoneiwsy ipnego et apt
[ oczyszczani a tioneinn, 0 C z kulsreegaz a n o me t
w 10 mM HCI (Rycina 14B). Rozdzi ag monitorowano przy kilHKk

Z uwagi na brak w sekwencji izoform ludzkich metalotionein aminokwasow

aromatycznych,280 nm nie umoUliwia Sledzenia sygna
W tym celu stosowane sN dgugoScikoéml 215 nm
zmianomabsorbancjiv wyniku transferug i st 0 S c | pdmekd zynowaj kN resz

tiolowej a Zn?*, oraz absorbcjwi Nzani a pEéet wddwego. stosunek w.

absorbancji dla dgugoSci fali 215 nm oraz 22
otrzymanego biagka. WyUsza wartoSi absorbanc]j
tioneine (apef or ma) , nat omi ast wyUsza wartoSi przy
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otrzymanie wysyconej formy metalotioneiny (hdtoma). Pomiar przy 280 nnpozwala

nawer yfi kacjn zanieczyszaaze @l enreit@an Mt f on eniNt
RycinaldBpr zedst awia wyra¥fny wysoki pi k dla m
kol umny, po kt-rym nastnpuj N dwa kol ej ne
[ utl eni onej formie pozostagego W proces
przerywanN oznaczono zakr elgyskanb itenrspasopc h f r
tioneiny weryfikowanon ast npni e p o dmolowejd ritadze mh omaosgye ni c z
(ESFMS). Wyniki zebrane wTabeli 13z est awi one z wartoSciam
potwi erdzaj N poprawnoSi uzyskanych. tione
Przykgadowe wi d mo mas owe i z o Rygimiem¥4 AMT 1 G ¢
Prawi dgowa masa pozwal ag adalspyaeh ekspdtymeniaghs t a n i
wy magaj Bpofy e hmy bpozbayilorsej jopow metdli lub t i onei nn
rekostytuowan w celu otrzymania holormy. Proces rekonstytucji opisano
szczeg- gowo33R3Wozxadiualueni kni icia moUl i woSc
cysteinowych, co moggoby wzng, prochsrrekesgtucji | o S
przeprowadzano w obecnoSci zwi Nzku reduku,j
Ostatnim etapem otrzymywania metal otione
molekularnego w 20 mM TrsiCIp H 8, 7. Przykgadowy <chromat
na Rycinie 14C. Li ni N przerywanN oznaczono zebr a

odpowi ada homogenamzajwa mptoaScwz gjl dird-ewn met al ot

po | ewe|] i prawe|j stronie od zebranych wyl
Zn?*, co negatywni e wpgynngoby na j akoSi
nie sN widoczne piKki dla DTT, c¢co oznacza,

etapach oczyszczani®trzymane w ten sposéb w metalotioneiny zweryfikowano

pod kNt em wi Nz &nw cpbmiarfeckn -nve t oz ny m ze zZw

PAR. Otrzymane wartoSci, podzielone przez
me al oti onein oznaczone z DTNB, pozwol i g
jonbw Zrt* (Tabela 13 Ws zyst ki e i zof or my l udz ki ch

siedemz wi Nzanyc k. Tjagkn-owrZiymane metal otioneiny
do eksperyment-w wymagaj Ncych eshowyveagon i WY ¢
w -80°C.

101



A =
> g
« 1 6140,38
c -
() -
+ 4 .
- ]
— 2
0 ! I I MA:‘L . I I
5500 6000 6500 7000
B Masa (Da)
4 -
] A215 nm
@© K — A
o) 3 - "\ 220 nm
% ) A280 nm
2 2-
o . |
8 3
< 7] .
|
0 T T L T T 1
0 40 80 120 160 200 240
V (ml
c (mi)
4 -
] A215 nm
g 34 ; A220nm
% . | Azg0 nm
2 27 i
o - |
38 14 3
< . i
O ] 1I ] | | 1
0 40 80 120 160 200 240
V (ml)
Rycinal4 Ot r zymywani e metal otionein na przykgadzi e
molowej otrzymanej izoformy widmo masowe tioneingmierzone w 500 mM octanie amonu,
pH74B) Chr omatogram z oczyszczania tioneiny w 1
C) Chromatogram z oczyszczania metalotioneiny w 20 mM-H@Gs p H 8,7 met odN

chromatografii UOel
przerywanN

monitorowano przy

owe | StrzagkN

trzech

102

zaznaczono pi

f al 215

iz

0

k

nm,

(

m |

(0]

zaznaczon oOczzayksrzecsz aznbiiee rmaent yocdhN fcrharkocnjait.o g
dgugoSciach



Tabela1l3. $ r e d n i molowsdianainizoform ludzkichuzyskanych po etapie oczyszczania

met odN sNczenia molekularnego w 10 mM HCI pH
okreSlonN na podstawie sekwencij.i ami nokwasow
ProtParam(369) Masa eksperymentalna zostagdga okreSI on
oprogramowania MaxEntropy (Bruker, Germany).

Izoforma Masa teoretyczngDa) Masa eksperymentalngDa)
MT1A 612029 611831
MT1B 611532 611224
MT1E 601415 601354
MT1F 608622 608562
MT1G 614134 614032
MT1H 603925 603735

MT1M(K) 611024 611031
MT1X 606825 606745

MT2 604216 604021
MT3 692697 692550
MT4 641875 641752

Tabela 14. St i Ulolo-foreny metalotioneinuzy skanych w ko Ecowym et aj

(zpomiarDTNB) oraz | iczba wi RizpomjawPARpPr zez nie jon
Izoforma StnUen(M MT Liczba wi Nza#fry
MT1A 980 7,0
MT1B 1817 6,9
MT1E 570 7,1
MT1F 1190 7,1
MT1G 963 7,5
MT1H 1250 6,9
MT1M(K) 1230 7,0
MT1X 1754 7,0
MT2 935 6,7
MT3 1203 7,0
MT4 733 6,8
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4.1.2. Ok r e S| a nychtew snpo: | jocwamalmsorpcjktionein oraz metalotionein

Ze wzglidu na brak w sekwencj iokamiSh akwas - w

stnUenia zar-wno tionein, jak i metalotionein,
sygnagu przy dgugoSci fali 280 nm, kaUde bi a
absorbacj i przy dgdgugoSci fal.i 220 nm, odpowiadaj N
Co wincej, r-wnieUO w tym zakresgifiestwysti npuj e
elektronowef donomsiarkowegonajon Z#*. Obi e te wartoSci mogN byl

do okreSleni a mo | oabsopagi (Qws p Wy &koyzyisk aj Nc pr .
LambertaBee a , obliczono wartoSci absolpgiwy ¢ h ws p
dlaapoformi holo-form metalotionein o okr eSl onym wczeSniej stinU
wartoSci absadrbarmdijiicpeEysjgigtng § S.dJeyskénal i 220 nr
wartoSci Tabaihsr ano w

Tabela1l5. Mol owe ws pabgopgighhai Ki oneiny (T) oraz w pedgni

Zn** metal otioneiny (MT) okreSlone w temperaturze
=220 nm. Wsp-gczynni ki dla tioneiny okreSlono
dla metalotioneiny, w 50 mM buforze boranowym z dodatkiem 0,1 M Na@I7,4.
Izoforma | exox 103dlaT (M1xcm?l) e20x% 102 dla MT (M1x cm?)
MT1A 55+3 139+ 2
MT1B 62+2 142 +1
MT1E 52+ 3 154 +5
MT1F 48 +3 149+ 3
MT1G 51+3 143 £ 2
MT1H 50+3 152+1
MT1M(K) 56 +3 146 + 3
MT1X 63+4 153+ 4
MT2 47+ 3 141 +£3
MT3 635 118+ 1
MT4 62+3 153+ 4
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413. St echi ometria Wi Nzania jon-w Zn

JednN z podstawowych met o dizykbanemiozkyche S1 a n i
met al oti onein j est badani e stechiometri.i
nie jest najlepszym met al ezne dwoz gbl aiddau® nsap ebkrt
dd za sprdwN wyeektronamiyrbitalid @) 3700 Jednak Ue dzi i
zjawiskupr zeni esi eni a §adunk,u moalektanalinadransferta met .
pomi ndzy donorem w tiplawg t-3Hc W reszdieaaydteinowej r u p y
metalotioneiny a cynkiem i maksimum absorpcji przypada n a dgugoSi f
~220 nm. Podobnie jest w przypadonéw kadmu, ktéych charakterystyczne
maksimumLMCTwy st Apuj e pr 2y 0d §iung o Anieny absoaoHbici
s Wprzypadku tego metalwy r a F nW=2rj sxte .absorbancji wystif
wysyceni aalemi agka met

W celu okreSlenia st ech? ooBeuMr fioneinywi Nz an
miareczkowano 14 mo | o wy mi r-wnowaUpakamipi Ea80 s zc
w podrozdziale 3.3.3.3.1 Mi areczkowani a przeprowadzan
redukuj NMEQEP 20 @ & 6thy mol owy nadmi ar nad
jednakUe |jegozakediebbi banega WV uniemoUl i wi a
stnUeni a. Pegne widma (po odjécam ewablhbé
w absorpcji przy 220 nmprzedstawiono naRycinie 15 Wewnntr zne wy kr
przedstawUaij 8le e wp oazbasad eag dNjieipszy wgl Nd w r -
w wiNzaniu kol?jnyycha¥jnen-zwni 2zmy wi doczne
dodanych r-wnowallUni kach, nat omiinmalhe, pr zy
a krzywa przybiera obgy ksztagt. Brak zmia
6,0-6,5molowychr - wnowa Unisk az hw yijoBidk MTet ndla kiorej brak
zmi an wystifpuj e55maldycprr-zwn covkaoisi ksa cOh  Z n
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Rycina 15. Miareczkowaniespektrdotometryczndionein izoform ludzkich metalotionein jonami
Zn** w zakresie UV w 50 mM buforze boranowym,10M NaClQ, pH 7,4 w obecnoSc
100upM TCEP. Wewnpint 7 @ dhert -agnaid gyl wrzy220 smo.r pcj i
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Z uwagi na ggnbokN historin powi NzaE met
dotychczas zaobs er @# % do metalotiondhzzadatydawans i i
sin na mi areczkowani e t2i. cCroei wiyficrejwni ety :
z tego eksperymentu wyniki pozwol N na po
w kt-rych gg- wi#i ec zsfitsotsoo vin@astogoanoNtakie Zame
warunki, jak w przypadkmiareczkowanigioneiny jonami Z&*c o opi sano szcze
w podrozdziale3.3.3.3.1 Pegne widma (po odjnciu wartc
orazr - Uni ce w abs orpmredstawiono m&Rycinie21460 Wemvn it r z ne
wykresy, prrzedmrsitaevi wj Bbewapaj N na | epszy
energii w wi Nzani?2u Znkaoyl abgoangsiN jwo nt-ywm Cudr z y p
wyra¥niejsze ni U p? Preyzkelgngch dodasvangcinglowych w  Z n
r-wnowaUni kach metal u, zmi any sN coraz mni
ksztagtu. Brak zmian wystnpuj e,0cdlowychws zy st
r-wnowaUniskzanwjlt KCideS®® i zof ormy MT4, dla kt - r
ju0 pr z y60melawgchr -5wnso wa GdsOuk a ¢ h
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Rycina 16. Miareczkowaniespektrdotometryczndionein izoform ludzkich metalotionein jonami
Cd** w zakresie UV w 50 mM buforze boranowym,10M NaCIlQ, pH 7,4 w
Wewniftrzner -glnaifcye puarzgaebdssotrapwcijaij N

obecnoSci



4.1.4. Re ak t y iwafoorQddzkich metalotionein

Z uwagi na wysokN zawartoSi reszt cystei
bygy za problematyczne bi agka covnajpmep c y e k
20 grup tiolowych powoduje i [hetalotioneinys Miezwykle podata na utlenianie.
Jednym ze zwi Nzk-w wykorzystywanych do ba
jest DTNB. Rycina 17przedstawia porownanipoz or nych pseudopi er we
st apyzgygbhkoSci utl eni ani a i.zDofreakcjmdodawadaz k i ¢ h
r-wnieO i nne rodzaj e zwi Nzk-w utl eni a
oraz NTAw st i Ue nBksperymenmMswyakjonany przez mgr Kal
iwy ni ki umieszzomwjpsacy doktorskiepyu mo Ulpiewginii ej sz N anal i
w reaktywrskeew rMTo&si agy Tabelblé amMajwi Usze wa
uzyskano w reakcji z DTNB bez obecnoSci
zaobserwowal dla chel<atNdirA-.w WaFR oSctir sjt fadg g f
najsilniejszego kompetytord TA, s N o dwa rzindy wiel koSci
bez Uadnego kompetytora. Utl enianie <cyst.:

izoformy MT1X, natomiast najwolniej dla izoform MT3 oraz MT4.

[ ]DTNB
200 V) atp
Tréjfosforan
BEINTA
150
: T :
:8 100 %
4 N
504 N
N
o A H il P o]y e TR et
VeI PN SR IR RN R L I
NSNS S Y
FEEFEFLFEFEE s
Rycina 17. Poréwnaniepozornychp s eud o pi e r wsszt cargzydicgho vy $ & i utl en
izoform ludzkich metalotioneinw  obecno Sci r - U.rEkspenymentowykorenoy t o r - v
w molowym stosunku MT do DTNB 1:1, w 20 mM HEPES, 0,1 M NaCl, pH 7,f4r¥ypadku
kompetytora, dodawano go w stninUeniu r-wnym 1 r
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Tabela 16. Poz or ne pseudopi erwszorzndowe stage szybko&
metalotionein z wykorzystanienD T NB . Pierwsza kol umna Zawi er a wa
bez obecnoSci kompetytora. Kol ejne kolumny ©przed
dodatku do reakcji 1 mM kompetytora, kolejno: ATP, tréjfosforadTA.

Kobsa 103 (s1)
Izoforma Brak ATP tréjfosforan NTA
kompetytora
MT1A 3,9° 0,2 13,6° 0,1 48,0° 1,1 125° 8
MT1B 6,8° 0,1 20,4° 0,1 46,5° 3,5 97,7° 4,2
MT1E 4,5° 0,2 15,4° 0,1 38,7° 0,9 87,4° 2,4
MT1F 3,9° 0,2 7,9° 0,5 31,2° 0,6 84,4° 11
MT1G 3,1° 0,1 10,0° 1,5 34,1° 0,4 93,9° 0,3
MT1H 7,4° 0,5 22,0° 1,6 55,8° 1,9 114° 3
MT1M(K) 3,1° 0,1 10,2° 0,1 28,1° 0,1 82,1° 1,7
MT1X 12,1° 0,2 32,2° 0,1 72,9° 0,3 172° 2
MT2 3,6° 0,2 10,8° 0,5 33,1° 0,7 93,3° 0,6
MT3 2,9° 0,2 6,6° 0,7 19,0° 1,7 55,4° 0,5
MT4 2,0° 0,2 5,2° 0,2 16,3° 0,2 37,4° 0,2
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415 Powi nowact wo wi NdoaofarmaludgkichmMTw Z n

4.1.5.1.Wyznaczanie nocnych [ umiarkowanych mi ej sc wi Nz an
Zn?*w ludzkich MT

Met al oti onei ny sedémjonéwZt?azn ire- UwniyNz ad owi nowa
co zostago juU wczeSniej pokazane na przyl
okr eS| e rysecjagidlagogoy Zrit o mocnymi umiarkowanym powinowactwie
By go t o mo Uzastosowvaniud #lubréskencyjne s ondy chel atuj N
Z?* - ZnAF-2F o (K@&™F2F=8 . 9, wyjkwgsowkNcevzr ost sygnagu
jonébw Zr?*. Eksperymentor a z anal iprzéprowddaomgy gak opisano
w podrozdziale3.3.4.2 St age gN BnlRe2Fijestrovene ssedmiokrotemu
molowemu nadmiapwi chelatoranad 05pM t i onei nN obecnN w e
|l nkubacja w obecnoSci r-Unej i Prpdvoduie mol ow
i U wi NONc a kdloenjeriena j owsyp - zawodni czy 0
ZnAF-2F (Rycinal8). Z wykorzystaniem oprogramowania HyS#®yznaczono
powinowactwo mocnych iumiarkowanychmi e j s ¢ jonoW Zd'ndioa k a Ud e j

z izoform ludzkich metalotioneifRycina 19.0t r zy mane war Taoebkli zebr
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Rycina 18 Miareczkowanie 0,5 uM tionein 0,51 3 mol owy mi r-wnowaUni k.

ZnSQ w

0o b e ¢ n pMSZnAF-2B gréz 500uM TCEPw 20 mM HEPES, 0,1 M NaClQ

fl uor «

intensywn o $oliwegsjogngwn a § u

w

pr -

bce

przedstawione w

pH74 Dane zal eUnoSci
Zn*do tioneiny obecnych
or az l'ini owe]j

znor mali zowanN.

(wewmstywnmoys| gfafuorescencij i
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Rycina 19. Miareczkowanie 0,5 uM tionein 0,51 3 mol owy mi r-wnowal
ZnSQw 0 b e ¢ NnPMZoAF-2Rw,26 mM HEPES, 0,1 MNaCIlQpH7,4 Dane zal eUno
obl i ¢czony ddy[Zniamm bdos®sumkumolowego jonéw Zr?* do tioneiny obecnych

w probce. Czerwona linia nie oznacza dopasowamamerycznegodanych do funkciji

-jest jedynie pogNczeni emprzyeastssoahiu ogrggramawarsan y ¢ h
HySS
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Tabela 17. Wa r t do§ks bbliczone dla jonowzn** wi NUNcych si mocym ti oneiny
i umiarkowanyn powinowactwemNumery w indeksielogK«-7 odnes zsN  fikolejrychjonéw

Zi*kol ejno dysocjujNcych od metal obiagka, poczNwsz)
Izoforma -l Kg -l Kg -l K@ A Kgs | -l Ke -l K¢
MT 1A 11, 2 11, 2 11, 2 10,8 10, ¢ 9, 4
MT 1B 11, 1 11, 1 11, 1 10, 7 9, 7 -
MT1E 11, 2 11, 2 11, 2 11,2 10, 4 9, 2
MT1F 11,0 11,0 11,0 11,0 10, { 9, 3
MT1G 11,0 11,0 11, 0 11,0 10, 3 -
MT1H 11,0 11,0 11,0 11,0 10, { 9, 2
MT 1 M( 11, 1 11, 1 11, 1 11,13 10, 4 -
MT 1 X 11, 1 11, 1 11, 1 11,13 10, 4 -
MT 2 11, 9 11, 9 11, 5 11,545 10, 9, 4
MT 3 10, 8 10, 8 10, 7 10, 4 9, 8 -
MT 4 11, 1 11, 1 11, 1 11,13 11,¢ 10, ¢4

4.1.5.2Wyznaczanie § ay¢hmi e j s ¢  @&n2*Mzudzkich 8T

Wy k o r z ysensojpANR-2F orazd o b i eimevjaiiki eksperymentmo U n a
obliczy [powinowactvo dlas § a b y ¢ hwi iz gojrésv&@r?* w metalotioneinach.
Eksperyment przeprowadzonotak, j ak opi sano ze szczeg- §gami
3343W tym przypadku, uf®y tpoo cshtoadirepjdoe gsptengldeini a Zn
wysycone,j met al ot i on ed me g nrokSidmiy tNEDi eni kNuizbkouwa n o w
ZNnAF-2F. Taki dob6r warunkow pozwl nay osi Ngni fncie kompetycij.i m
Zn*o najsgabszym powinowactwiwnowdendilk pwzetr an
Zn** obliczono dzinki zast os oudaynwiay N o e fse risednecnyi ja
ZnSQ, odpowi adaj Naoeygno - kvamloevjariynm k &.m N ajnw wU sZzny
poziom transferu otrzymano w przypadku i zof
dlaizoformy MT4 Rycina20 . ODb | i ¢ z-ogZn?]wigdopaso®and do funkcii
Hilla (OriginLab), otrzymujalo wawonédsSd n ypdwi no
Zn**(we wn it r z nRycinier2@Thbela HBa
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Rycina 20. 1 | o Sc i pr z e trowaawdhikéw jondva @ry aukyskane w wyniku

miareczkowania 0,5iM metalotionein 5 uM wzr ast aj Ncy m2Fsam folbeencineon ¢ n
500 uM TCEPw 20 mM HEPES, 0,1 M NaClQpH 7,4 Wewnntrzne grafy p
zal eUnoSi il oSci przetr anstedpIn@agiZzedudh).r - wnowa Ur
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Tabelal8 Wa r t 4o§Kg dbliczonedlass § ab o z jondwZrd'ny ¢ h

Izoforma -l Kg -l Kg

MT1A - 7,81 N

MT 1B 7,9 N 7,46 N

MT1E - 7,59 KN

MT1F - 8,25 K

MT1G| 7,56 N 6,92 K

MT1H - 8,45 KN
MT 1 M( 8,31 K 8,04 K

MT1X| 8,19 N 7,90 K

MT 2 - 8,42 N

MT 3 7,66 N 7,49 KN

MT 4 - 9,85 K

4153WgaSci woSci buforuj Nce metal otionein
Izoformy ludzkej metalotioneiy ws p- gwy st Apuj N w r - Unych | ud:

oraz w stanach patologicznych w organizmie ¢z
i ch wsp-gi stnieni a mo Ue zawi er al sin w e
W celu |l epszego zr ozumi kdekicaR Miwvgze@owadmoocSci  buf or
eksperyment wykorzystuj Ncy cztery udokument ov
(Tabela 19. Ich apoformyi nkubowano z r-UnN iloSci N mol ow
ZnSQ, aby ot (kme@atimwanéormyw st osunku mol owym r - wnow:
Zn**doT:4:1,5:1,6:1,8k 0 opisano szczePB34gdWoymane podr ozdzi
wy ni ki ukazuj N r-0Uny z#kr esaleWhorSecwandda ijzoonf-
oraz stopnizmetalizowaniaWe wszystkich przypadkach buforowanie wolnych jonow

Zzn*mo Ul i we by §lag[Zm]wemy® k10,8(Rycira 2).
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Tabela 19. Grupyws p - §i s tinzicefjoNrcny clhudz ki ¢ h
ludzkiego organizmu wykorzystane do dalszej analizy.

met al oti onein

Grupa Izoformy MT tr-dgo
1 MT1H, MT1G (371)
2 MT1F, MT1X, MT2 (372)
3 MT1E, MT1F, MT1G, MT1X (373)
4 MT1E, MT1G, MT1X, MT2 (374)
(7]
) MT1G, MT1H
_ 304 30 MT1F, MT1X, MT2
®] Zn*T n*T
S 0 gfi 3 gfi
0 s 2 &
- ®
:;') 104 10
(@]
[ . O O
2 (@ "))
> 0 T T T T T T 0 T T T T T
" 8,0 8,5 9,0 9,5 10,0 10,5 9,3 9,6 9,9 10,2 10,5
c
(O]
; 304 MTI1E, MT1G, MT1X, MT2 30 MT1E, MT1F, MT1G, MT1X
- ot St
5:1 51
201 S 201 b
104 104
0 ).:)O 0 (;)Qt)
80 85 90 95 100 105 80 85 90 95 100 105
—Iog[Zn2+]Wolny

Rycina 21. Poj emno Sbwa Wwspogi st izof@m Nudzkichh metalotionein
(pachy veycsht 1 p u\ Ykarfkachtiladekich

przedstawi ona

Aby

na

uzyskal r-0One

formy

wysyceni a

c watekyi e m, d

(4:17 kolor szary),pi tili kol or s(&-e@1iiykplor niebieski),siedem(7:1i kolor

zielony) molowych r -

pH 7,4 N

wypegni one

i ewypedgnione
punkty

punkty
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4.1.6. Transfer jonéw Zn?* z ludzkich MT

Dzi nki wijdda@wazntizu r - Unym powi nowact wem, met al c
byl i ch do n okonerkowschligandéw(akgeptdrow)W celu zbadanieoli
ludzkich MT jako donoréw jonéw 21, wykonano serin eksper

z wykorzystani em(helatttéwy ch akceptor - w
4.1.6.1.Transfer Zn>*p o mi HAudizki;mi MT a PAR

PAR j est zwi Nzki em chel at ujgmakgmamne met al e,
powinowactwo do jonéw 2, z ktorymiw z al eUno Sci od zastosowan:
moUe tworzyl kompl ek BeaPARorar M{BARS.\W pezytpadkuh i o me t r i i
Zn’* nawet niewielki nadmiar liganda prowadzi do powsania kompleksu
Zn(PARY. Zatem, astosowanimad mi ar u PARdwstko e zm™Nae $ig omo | o wN
nad MT w obecnoSci zwi Nz ku redukuj Ncego T
o jedno z najvwsigNazbasnziyac hj omiuvej 2375 wWRenak aj ot i on
przeprowadzono, jak opisano w podrozdziald.3.6.1 , obserwuj Nc reakcjn
kinetycznym przy 4992md o o si Ng niUryskard Ipd Sidie apur zetransfer o\
molowych r - wn o wa (Jondwkzrfvz k aUde|j izoformy ludzkich
przedstawione ndrycinie 22 Naj wi ikszwynosaniNdwadopygmad 1, 5
r - wn o wa jonmdw ¥, etrzymano w przypadku izoform MT3, MT1G, MT1X, oraz
MT1M(K) . Najni Uszy nat icgoformydT4., ni emal zni komy,
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Rycina22 1 | oSci pr z e tmolawyehi e wa w ava ibodw kZrwuzyskanych
w wyniku reakcji 1uM metalotioneiny z 20M P AR w  05390ud TOEP, avibuforze
50 mM HEPES pH 7,4 z dodatkiem 0,1 M NaCl.

4.1.6.2Transfer Zn?*p o mi fudzkigi MT a apo-SDH

Dehydrogenaza sorblto( SDH) jest enzymem wystfipuj Ncy
tetrameru. DI a z aozinotenpolrzelajejeanegojom L 40N |
Z uwagi na dostfiApnoSi enzymu tyl ko w form

apoformyby kontrol owal Sztcaegf §ow¥nopis zasto
j ak [ opi s eksperyment u, 3.3.362aMatug INotdiom e iw
inkubowanozap& DH w r - Unych odstfipach czasowych,
na aktywnoSi, mo ni t or Ujydkanenachybmia krzywejtémea ki n et
reakcjiw f or mi e pr ocent ¢pwedstanokotnRyeinie 23 dNiemalS D H
wszystkie izoformy spoavotdyowadg§cipoevmrz iyt mud.o
ni UszN aktywnoSi wuzyskano w przypadku in
MT 1 X. SzczNtkowN aktywnoSi enzymu zaobse
z izoformN MTA4.
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Rycina 23. Procentakt ywno Sc i SDH -pazyimmuk ub acw i p eadpnoi Wy syc
met al otwi onGei mM HEPES, 0,1 M NaCl, pHLi7pné4N z doda
przerywanN zaznaczono 100% aktywnoSci enzymu.

4.1.6.3.Transfer Zn?*p o mi HAudizki;mi MT a PTP1B

Bi agkowa fosfataza tyrozynowa 1B (PTP1B) j
w obecnoS®iuejaganamowadit ek sperymenci e por-wnano
do inhibicjiPTP1Bprzez - Grzeof or my ludzki ch metal otionein,
przez 90 minut, j ak opi san3B4.k2xNachyteoiZz e g - § a mi
liniowych fragmentow krzywych reakcji uzyskanych w e Scaike y wno Sci
PTP1B, przedstawiono viormie procentoweja k t y wn o S ¢ ha Rinie g4mu
Wszystkie izofor my l udzkich met al oti onein wy
3545%-w Uadnym z przypadk-w nie uzyskano pegdne
poziom hamowania aktywnoSci enzymu zaobser wow
MT4.
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Rycina2dHamowani e akt ywn o SkubacjiRKiyRriego enzynw y inofoknami
ludzkich metalotioneinv 20 mM HEPES, 0,1M NacCl, 0,01 (v/v) Triton,pH7,4 Li ni N pr zery
oznaczono 100% aktywnoSci enzymu.

4.1.7. Metalacja izoformy MT4

Wi nkszoSi przeprowadzonych eksperyment
we wdaSciwoSciach izoformy MT4. Z tego wz
anatejiziof or my met odN s p e kapefoomdifdrinkibowarms . W t
z r-Unymi mol owy mi r -aynojwaldniolpamiang om-ew s
w podrozdziale3.3.5 Otrzymane wyni ki zdecystkkdmuani e W
jonéw cynku Rycina25) z p r doftegi rl eoff@¢cijria\Rg.
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Zn, T
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Zn;T
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Zn,T

Zn:T
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Masa (Da)

Rycina 25. Skumulowane widma masowe metalacji izoformy ludzkiej MT4, uzyskane w wyniku

inkubacji tioneiny z & molowymir - wnowa Uni k amPiki gzoaozonay wZ @ z d k N

odpowi adaj N masie adduktu jonu amonBomamgo pochodzN
wykonywano w 500 mM octanie amonu pH 7,4.
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Rycina 26. Wyszczegoblnione widma masowe metalacji izoformy ludzkiej MT4, uzyskane

w wyniku inkubagiji tioneiny z & molowymir - wn owa Un i k &.iéloramicomnaceond n

pi Ki odpowi adaj Nce r-Unym Pdmany meoykonywame t al a c j
w 500 mM octanie amonu pH 7,4.
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4.2. Naturalne warianty izoform ludzkich metalotionein (nwMT)
4.2.1. Otrzymywanie naturalnych wariantow izoform ludzkich metalotionein

Aby otrzymal pl azmi dy izZoform ugzkich metafotioneinr al ne war
przeprowadzono mut agenezn, wykorzystuj Nc pl a
j ako mat ry 831l.3dWarunkeraakcg przedstawiono Wabeli 12 Uzyskane
plazmidy poddano transformacji w bakteriaEh coli (szczep DHB). Wyizolowany
plazmid pTYB2inwMT wykorzystano do transformacji bakterk. coli (szczep
BL21( DE3) ), po czym kontynuowano produkcjn
w podrozdziale3.3.2 Uzyskane masy mol ekul arne tionein
spektrometrii mas przedstawiono wWabeli 20 ZgodnoSi ma s z teoret
wartoSci aana d¢alzmdN tjaphanl @it i oczyszczanidolo-formy.

Z uwagi na t o, i 0 biagka zostagy wyprodukow
opr - cz kl asyczne|j anal i zy®* w leks@oymencievi Nzanych
z PAR, wykonamaldadatzk omyNeAEB. )y ys&minemwla€P oSci
zebrano wTabeli 2. Ws zy st ki e i zof or my wy kiedmia § y wart o
zwi Nzanym?j oznowy jZN\nt ki &@lma MA#- IC8J0 Ywramjmhieg Sci bygy
jeden jon niUsze w obu eksperymentach.
TapelaZO.s’redniaoIoweatisnainanTuzyskanych po etapie oczyszc
sNczenia mol ekularnego w 10 mM HCI pH 2, 0. AMasa t
na podstawie sekwencji aminokwasowej , (36@artoSci uz)

Masa eksperymentalna zostaga okreSlona w wyniku a
MaxEntropy (Bruker, Germany).

Naturalny wariant Masa teoretyczna(Da) Masa eksperymentalnaDa)
MT1A T27N 6133,29 6132,20
MT1A K51R 6148,31 6147,23
MT1G Al0del 6070,26 6069,26
MT1M T20K 6137,31 6136,40
MT4 C30Y 6478,79 6477,35
MT4 R31W 6448,77 6447,35
MT4 G48D 6476,79 6475,40
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Tabela2l Li czba wi Nz a# preed najuralme- warianfynludzkich metalotionein
okreSlone koizpomigruPAR) yor aizeAEB.t odN | CP

Naturalny wariant 1 oSl wiNza#fych
PAR ICP-AES
MT1A T27N 7.3 6.9
MT1A K51R 7.7 73
MT1G Al10del 7.0 69
MT1M T20K 7.0 68
MT4 C30Y 5.2 63
MT4 R31W 6.4 58
MT4 G48D 6,9 68

42110kr eSSl ani e mol owebgpomciweMT- Jczynni ka

Wybrane do analiz naturalne warianty, podobnie jak izoformy ludzkich metalotionein,
nie posiadaj N w swojej sekwencij i ami nokw:
stnUeni a przy 280 nm proNMTé nGBOYy orazn y m.
MT 4 R31W posiadaj Nce W SWOj €] sekwenc,j
l ub jeden tryptofan. Ni e |jest to jednak i
sygnagu, a winc dokgadne okr eBycieiemR%7e st il
Aby wspom:- c p r z yrkkz@naturalpychm iwarianyow, $ddobnie
jak w przypadku izoform | udzki c bhbsoidi, okr
dlaapo- orazholo-form. Uzyskane wyniki zebrano Wabeli 22.
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MT4 C30Y
I I
260 280
MT4 R31W
<
I I
260 280
0,8 | MT4 G48D
04 5
0,0 T - T T T
220 240 260 280
I (nm)
Rycina 27 Przykdgad okreSlani a metdompaiy edtp o tioneins p - gczynni
nwWMT na przykgdgadzie naturalnych wariant- -w izofor my
dgugoSi fali 220 nm, przy kt - -rej Z obserwowanych
Wsp-gczynni ki dla tioneiny okreSlono w 10 mM HCI

w 50 mM buforze boranowym z dodatkiem 0,1 M NagIgH 7,4.
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Tabela22 Mol owe ws pabgopgighai Ki oneiny (T) oraz w pe

Zn** formy nwMT okreSl one w temperatur ze pokolO\
=220 nm. Wsp-gczynni ki dla tioneiny okreSlIc
dla metalotioneiny, w 50 mM buforze boranowym z dodatkiem 0,1 M Na@Id@7,4.
Naturalny €20 % 103 €20% 103
wariant dla T (M-1x cm) dla nwMT (M-1x cm?)
MT1A T27N 49,4+ 0,4 143+ 8
MT1A K51R 53,3+ 0,2 146+ 6
MT1G AlOdel 47,1+ 0,2 148+ 4
MT1M T20K 47,8+ 0,1 152+ 6
MT4 C30Y 43,6 £0,5 161+ 3
MT4 R31W 49,6+ 3,0 164+ 7
MT4 G48D 54,9+ 0,2 168+ 7
422. Stechiometria Wi Nzania jon-w Zn

W celu okreSlenia stech,omefBiic MwitNizoam
miareczkowano 1 4 mo |l owy mi r- wnsg wg Grki kaapniis ahmS Gs z ¢
w podrozdziale 3.3.3.3.1 Mi areczkowani a przeprowadzan
redukuj Ncegodkr0@kiMtTn@EmMoO( owy nadmi ar nad
Pegne widma (po odjninciu vomzrt-olBnciic eabws oa bhsao
przy 220 nmprzedstawionaa Rycinie 28Wi doczne r - Unice wystfnp
wariantbw MT1G Al1l0del oraz MT4 C30Y dl a kKt r ywysycenley st npt
przy ni Uszych wamaolowych c iwancohw adldond akid*yRezéciweng - w  Z n
efektobserwowany jest w przypadhiiT1A K51R.
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Absorbancja

MTIA T27N [MT1A K51R W MT1G A10del
80'04 < 80,04 W
N N

< 9 < o

Qo002 ¢ 0 0,02 ©

O

8(9 ©

0,00 0,00
036 912 036 912
Zn?*T Zn?*IT

MTIM T20K,, - MT4 C30Y 04 MT4 R3IW
' 00000 004 & °
2 & 2 &
N N
< 3 $
5 002} o 3 0,02 &
o S
0,00L 0,002
P03 6 912 P03 6 912
T T

210 220 230 240 250

210 220 230 240 250

0,00 — T T T T
210 220 230 240 250

| (nm)

Rycina 28. Miareczkowanie spektrofotometryczndgionein nwMT jonami Zrf* w zakresie
Uuv w 50 mM buforze boranowym, .0 M NaClQ, pH 7, 4 w

100pM TCEP.
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423. Okr eS| ani &KLmsatreysteiayich p

Przedstawione wyni ki w poprnzoauddN8ei op&zi
metalotioneinWg a Sci woSci t euzad N Une dmak odi lwaireun k -
a wW szczeg-lnoSci od potencjagu redoks
a wifnc r-wnieU od panujNcego w nich pH. S

jondbw Zrr*od met al ot i okde k n evd WapbliSvk&kjt p|l ko poJow:
reszt cysteinowykakav, NUe ¢ lome Rdfommlidekichvar t oS

met al ot ioopnreziend mbpwydem rozwaUa@E& pracy dokto

zdecydowano sifi nie umieszczal ich w obecn
Eksperyment przeprowadzono ] ak opi sano
3334 WybranN dgugoSi fali 220 nmgnatwbBaéc
elektronowejp o mi fdzy s tickowek &l Zr?t, esalizowano dalej w postaci

wykresu punktowego zaleUnoSci zmian absorb
Hilla (OriginLab), otr zympjoMWd gozarejitepmr z e g i

pKL (Rycina 29) Ot r z y ma n ezebvaporwTab&i23 Wart oSci dl a na
wariant-w izof or myprzypdddup s No siti &JFweh nwadr iwant -
por -wnywal ne do ot r zy ma nzgfary  ludzkiejt o Sc i
MT4 (dane nieopublikowar#,36 + 0,).
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03] MT1A T27N MT1A K51R
0,21
0,11
0,01
0.3 MT1G A10del MT1M T20K
0,14
)
o
N
S 00 @%@949/ @e@m
Q 03] MT4 C30Y MT4 R31W
2 3 4 5 6 7
pH
Rycina29. Wzr ost wartoSci absorbancji przy ddugoSci f e

nwMT inkubowarychz nadmiarem jonéw Zawe wzr ast,ajpManimrpyH wykonywane b
w wodzie MQ zawi eq aphaoe flopBawane dibyuNkejicHilli€zerwora
| ini §dzi e punkt przegifncKéd krzywej odpowi ada wart:
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Tabela23 War t K®ciuzgyskane w wyni ku dopasowania dany

nwMT pKab
MT1A T27N 4,71 + Q01
MT1A K51R 4,76 £ Q01
MT1G AlOdel 4,67 + Q01
MT1M T20K 4,71 + Q02
MT4 C30Y 4,35 + Q01
MT4 R31W 4,37 + Q01
MT4 G48D 4,38 + Q01

424. Reakt ywnoSi nat uizefdrmlydzkich metalotiomein t - w

Wyniki reakcji utleniania z DTNB uzyskane dlaz of or m |l udzki ch metal o
znaczne r-Unice w ich reaktywnoSci. Postanow
reaktywnoSci naturalnych wariant - -w Uiadafycathm |
konkuruj Ncych l' i gand- w, j ak w  p r.zPprpvaahie u i zof
pozornych pseudopt ajws h o rutengakwoywSithprzedstawiono
naRycinie 30 a wuzyskane whabeli 88SNaj wydlsrzalnowaw t o ST wy
sifi wSr-d pozostagdgychaMT4C30Xd wi el koSci, uzyske
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Rycina 30. Poréwnaniepozornychp s eudopi er wsszt cargzyiiccho wy zyhb k 0 Sc i ut |

naturalnych wariantéw izoform ludzkich metalotionein kopsq Uzyskanych w reakcji
nwMT z DTNB w stosunku réwnomolowynEksperyment wykonano w molowym stosunku
nwMT do DTNB 1:1, w 20 mM HEPES, 0,1 M NacCl, pH 7,4.

Tabela 24 Pozor ne pseudopierwszorzindowe stage szybkoé
metalotionein z wykorzystaniem DTNB.

Naturalny wariant Kobsax 103 (s?)
MT1A T27N 8,64° 1,26
MT1A K51R 2,53° 0,56

MT1G Al0del 2,07° 0,03
MT1M T20K 3,06° 0,78
MT4 C30Y 21,30° 0,46
MT4 R31W 7,59° 0,26
MT4 G48D 4,44° 0,20
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425 Powi nowact wijoimdw KnZ*danivT
4.2.5.1Mocnei umiarkowanemi ej s ca ZndFwWevlh i a

Podobnie jak w przypadku izoform ludzkich MT, przeprowadzono eksperyment
w celu okr ed$ogatjidameet mygile hi sgaby gphébw mi ej s ¢
Zn?* z wykorzystaniem ZnARF. Eksperymenb r a z a n a | przepiowadzanoy ¢ h
jak opisano w podrozdzia®3.4.2 W t ym pr zzyapsatdoksuo waankoUest a g e
3,5 e M -2FZ mOWwike siedmiokrotnemu molowemu nadmiarowi chelatora
nad 0,5 eM tioneinN obecnN w eksperyme
jul0 w przypadku inkubacji tioneiny w obecn
jonbw Zrtt w o becno &E iRycizan33.F Co wiifcej, wi doczn
dla MT1A K51R oraz MT4 C30Y sugeruj N rozpo
il oSci nbmwyehny whowaUnizki @ @®ngOzypadku pozos
Nastnpni e z wy kor zy st an wyznmaczooop powimpwaetmm wa n i
mocnych iumiarkowanychmiejscw izéhias i f  jZoPn(Ryeina 32. Otrzymane
wartoSci TabaiBS ano w
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g MT1AT27N g MT1A K51R (pg MT1G Al10del
6 . 6 6 -10
4 IC94 (()5) 4 O@
2 j)g) 2 Cp j)((: 2 OO
NRURREREES OA T 0 N 0 dD 0
0 3 6 9 12{ 0 3 6 9 12 Q 0 3 6 9 12 g
T Zn?IT paara B
_ ¢ _ 0) [
O ¢
s MT1IM T20K g MT4 C30Y s MT4 R31W, 0.1 _
e
6 E 6 . (@6 10 5
4 g ) 4 D 4 :d ) ) —
: O W&jﬁf;?z (ﬁﬁ)mmﬁ/ : O @
........ o e o | e 5
0 3 6 9 12 (S) 0 3 6 9 12 0 3 6 9 12 n
zn®T ( Zn®T { zn®T
( f( (19 1 <
(( (5 Q z
; & .
.;”m».‘g ﬁ»ﬁﬂ?f( w
WW(/ TS rmﬂfg) —
T T T T T T T T T T 0,1
g MT4G48D|o 3 6 9 12 0 3 6 9 12 -
6 -10 -
G’ c
m@‘;’) . :
o/ O -
0 3 6 9 12 o))
T (§) (7))
O 1 o
O @
O >
o
e 1o
0 3 6 9 12
Zn?*IT
Rycina 31 Miareczkowanie 0,5 pM tionein 0,51 3 mol owy mi r-wnowaUni k.
ZnSQw obecn pl\/ﬁZ:nAF-ZB ordz 50QuM TCEP w 20 mM HEPES, 0,1 M NaCIO
pH 7,4. Dane zaleUnoSci intensywnoSci sygnagu f|I
Zntdo tioneiny obecnych w pr-bce przedstawione w
or az l'ini owe]j (wewnitrzny graf). I ntensywnoSi fl
znor mali zowanN.
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-Iog[Zn2+]W0|ny

121

10

MT1A T27N MT1A K51R

MT1G Al0del

MT1M T20K

MT4 C30Y

MT4 R31W

MT4 G48D

12

ZnIT

Rycina 32 Miareczkowanie 0,5 uM tionein 0,51 3
obec nuMQZnAiF-ZI%W 20 mM HEPES, 0,1 MacCIQ,, pH 7, 4. Dane za
obl i ¢czony ddy[Zntamm bdos®sumku molowego jonéw Zndo tioneiny obecnych

w prébce. Czerwona linia nie oznacza dopasowania numerycznego danych do funkcji

-j est

nSGw

HySS

jedyni e

pogNczeniem ze
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Tabela 25. Wa r t do§kg pbliczone dla jonéw Zwi NUNcy c h
i umiarkowanym powinowactwem. Numery w indeksidogKe7 0 d no s z
Zn*k ol ej no

dydoened jafopemy&ay od

S i do

nwMT - Kg7 -l K@ga - Ke -1 K¢

MT1A T27N 10,78 +0,04| 9,96 +0,06 9,61 + 0,08 -
MT1A K51R | 11,28+0,08| 11,28+0,08 | 10,68+0,12 [ 9,79+ 0,09
MT1G Al0Odel| 11,57 +0,19 11,57 + 0,19 10,86 + 0,12 9,83 +0,27
MT1IM T20K | 11,31 +0,10| 11,07 +£0,33 10,00 + 0,14 -

MT4 C30Y 11,52+0,43| 11,52+043 | 11,14+0,09 | 10,13 +0,09

MT4 R31W 11,27 +0,34| 11,27 +0,34 10,14 + 0,73 9,44 + 0,21

MT4 G48D 11,35+0,33| 11,35 0,33 10,15+ 0,42 9,84 + 0,38

tioneiny
sin

n
N

naj sgabiej zwi Nzan
(¢

4252Wy znaczani e mi éjpsesjabNmapownwdidwact wi e

Wykorzystuj Nc2RBE,wi Nzza&kp rZmwadFEdzono eksperyment

powinowactwa dlas § a bnyicehj sc¢  wi Nzani a w analdgoznig! nych war
jak w przypadku izoform ludzkich metalotionein. Eksperymemkzeprowadzono

jak opisanow podrozdziale3.3.4.3 Otrzymane poziomy transferu jonéw Zrby § vy

por -wnywalne dla wifnksgg$Swhn)Rycga3.Nedtetyy ch war i at

w przypadku dwoch wariantbw MT4 C30Y oraz MT4 R31W nie zaobserwowano
transferu, co uni emo Uloibweicgnoo Scail sspgsacbaymcahNiz ayi p o ¢
Niestety, pomimo kilkukrotnie powtdrzonego eksperymentu oraz uzyskanego transferu

dl a MT4 G4 8 przypadkudChanden ynm e
funkcji DI a pozostagych natural nych wariant -
-log[Zn*"lwony d O pasowano do funkcj i Hi | (OrigintL

z wjonBliz Znft Y weehwn At r z nRycinag33a f vy ,

pozwoli gy na dobrej |
| aci
powinowactwa th s gabo

Tabela 26).
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MT1A T27N MT1A K51R MT1G Al0del

S 15, 1,0, 1,0,

D

o O

= 8 o

o O

< 1,0

? ' 0,51

— 0,5

= pZn

DS 00 8,5 9,0 9,510,0

>

- ————— 00—
o 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
=

o 15, MT1M T20K MT4 C30Y 0.6 MT4 R31W

o o0 O o3 B
“— ©) o)

» 1,01 o) 0,41 o)

< 0,21 o) g

© ©)

=~ 05 | & @ 0.2

o 7 5 P 0,14 659 ] @

N ﬁ

< ool 00l «;§> - 0,0/ — :

0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5

»

o 0,8, MT4 G48D

- O]

®
4 5
CZnAF-ZF (rTM)

Rycina 33. I | o0Sci przetransfer owan ¥ atyskane wmwynikia Uni k -

mi ar ec z k owa n i -form atalnychMwarfamtdwoizoform ludzkich metalotionein

05 &M wzrastaj NcynF sw ndeeé¢ manScZin AF 00 &M TCEP
0,1 M NacClQ, pH 7, 4. Wewnitrzne grafy przedstawi aj
r-wnowaUni k2 odpZnélag[Zni]wogn
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Tabela26.War t do§kgo bl i czone dl a s §ab.&uwaginddwtanisky ch j on- w 2
poziomtransferu jonbw ZEini e by o mo Ul i welogkshdlaiME4zG80Yiomz war t o Sc i

MT4 R31W.Poziom transferujonéw2hby § wy Uszy w przypadku MT4 G48D,
wystarczaj Ncy dla uzyskania satysfakcjonuj Ncego
zwi Nzku z powyUs zy mogiuydzl naa cpzi eenriwes zweagrot odf8nisiocj uj Ncego

bygo moUliwe dla wariant-w izoformy MT4.
nwMT -l Kg -l Kg
MT1A T27N 9,30 £ 0,06 8,42 £ 0,32
MT1A K51R - 9,34 +0,12
MT1G AlOdel - 9,29 +£0,01
MT1M T20K 9,33+0,03 7,74+0,71
MT4 C30Y -
MT4 R31W -
MT4 G48D -

4.2.6. Transfer jonéw Zn?* z nwMT
4.2.6.1Transfer Zn?*p o mi n WhMTya PAR

W celu por -wnani a wgaSci woSci donoruj Ncy
przeprowadzono jak apigakac W podrazdzid83R3.6.1 analogicznie
jak w przypadku izoform ludzkich metalotionein Uz yskane il oSci przetr a
r - wn o wa [bnéw KZriwe kaUdego naturalnego wariantu z
na Rycinie 34.Naj wi f ks z y-1,5tr r- amnsofwear{bnow kZr*wotrzymano
w przypadku naturalnych wariantow MT1A T27N, MT1A K51R, oraz MT1M T20K.

Najni Uszy natomiast, ni emal zni komy, dla nat ul
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Rycina34 11 oSci przetransferowanych HAakyskanychh r - wr
w wyniku reakcji 1 ¢M metalotioneiny z 200 &M

50 mM HEPES pH 7,4 z dodatkiem 0,1 M NaCl
4.2.6.2Transfer Zn?*p o mi N WMTya ZmAF -2F

WgaSci woSci dondmoWmnaitwalkbe vk ZeaS1 il w r
ZNAF-2F. Podobny eksperyment zostag wykonany
l udzkich metalotionein, jednak ze wzgl ndu
zdecydowanos i n na pomini nci e rozwaUani a owyct
W przypadku naturalnych wariantow, eksperyment przeprowadzono, jak opisano
w podrozdziale 3.3.4.1.1 Obserwowanie w trybie Kkinetycznym reakcji
ZNAF-2F z holef or MmN naturalnych wariant-w w r-wn
n a okreSlenie i 1 oSanol opwyzceht r a n svfj@émeavidanri ykc
Zn?*,  Jako pr-bkni r et2eFr einrckyy moNwaun3y tzo oZknrAeFS | «
ZnSQ, odpowi maoavymNc ywniowa Uni k & n mptalationsinach. n
Otrzymane wyniki przedstawiono rycinie 35 Dla wifnkszoSci bi a
por -wnywal ne kiaemt olSxcdy WerjiNanty MT4 C30Y
wykazuj Nce szazNnkowayit k& wadbeainyth wariantow
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il zof ormy MT4, podobnie, jak w poprzednim podr
Zr?* dla MT4 G48D.

o

_ 2,0 1
(O]
U) .
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o 2
N
5
o
21,0+
S -
— \9
«N = e
° g
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Rycina 35. 1 1 o Sci pr z e tnrod rosmfyecrho wra-nwjondwy z79 nziyskanyeh
w wyniku reakcji 1 uM metalotioneiny z 1uyM ZnAF-2Fw obecnoSci 500 eM TCE
w20 mM HEPES, 0,1 M NaCIlQpH 7,4

4.2.6.3.Transfer Zn?*p o mi mMaMTya PTP1B

~

Z uwagi na znaczNce r-uni ce uzyskane w
dla naturalnych wariantbw z o f or my MT 4, zdecydowano sin n é
eksperymentu hamo wa,nanaogicanietjak w praypaciku izéfofnP 1 B
ludzkich metalotionein4.1.6.3. Otrzymane wyniki w formie procentowej przedstawiono
naRycinie 36 Ni estety, nie uzyskano istotnych stat:’
wariantami izoformy MT4, jednak wszwstkie wykese
w poréwnaniudoizoformy MT4.
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Rycina36Hamowani e aktywnoSci PTP1B w wyni ku inkub
wariantami izoform ludzkich metalotioneim 20 mM HEPES, 0,1M NaCl, 0,01 (v/v) Triton,

pH74 Lini N przerywanN oznaczono 100% aktywnoS.
odpowi adaj Ncy uzyskanym wyni kom dlIl a MT 4 CcC30
Jako kontrolf, opr-cz wyzmktzyembDBLBaksYmabn dj

4.2.7. Metalacja wybranych naturalnych wariantow izoform ludzkich

metalotionein
4.2.7.1 Metalacja naturalnych wariant 6w izoformy MT1A

Wi nkszoSi przeprowadzonych eksperyment
we wgaSciwoSciach naturalnych wariant- -w
zdecydowano si i na 81 gspektgneirio maN. Skumuolwane i
wi dma masowe uzyskane dla wariantu MT1A T
d o Ugs denstanéw zmetalizowan{Rycina 37) Przedstawienie danych w bardziej

szczeg:-gowy spos - b r-wniedU ni e uwi doc zr
jonéw Zrt* (Rycina 38)
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Zn,T
n; T
Zn,T
Zn,T
zn,T
Zn;T
ZngT
Zn,T

P‘M;‘W*l ‘

I
6000

Masa (Da)

Rycina 37. Skumulowane widma masowe metalacji MT1A T27N, uzyskane w wyniku inkubacji

tioneiny z 07 molowymir - wn owa Un i k &nfiki ognacaonevwiZaodlp N wi adaj N

masie adduktu jona monowego pochodzNc e g.dPomiary wykdnpvaneo pomi ar o we
w 500 mM octanie amonu pH 7,4.
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Zn,T
Zn, T
Zn,T
Zn;T
n,T
ZnT
ZngT
Zn,T

+0 Zn**

+1Zn%

+2 Zn%*

+3 Zn®*

+8 Zn®*

6250 6500 6750
Masa (Da)

Rycina 38. Wyszczegoélnione widma masowe metaldgfTl1A T27N, uzyskane w wyniku
inkubacji tioneiny z & molowymir - wn o wa Un i k a®mKolorani mznaczond mpiki
odpowi ad ai¢g Nmetalizowanysnrformom MT1A T27N. Pomiary wykonywano
w 500 mM octanie amonu pH 7,4.

143



Inny obraz metalacji uzyskano w przypadku wariantu MT1A K51R, ktory sugeruje

r-Unice w preferencj i(Rycth® 39.p 0 €1 c zweigh clenjy,c hp ofjoarw

sin pik, odpowiadaj Ncy #wi Reawabhaj Nc mpmsz ¢ nag
widma, jak przedstawiono nRycinie 40,u wi d a canewoi bagj c\h o S pi ku dl a fc
z -smym jonem cynku | urdlowygh zywndovdhdmii k - wi fc

Zn?*, utrzymuj Ncego sifn wr aRycima4k ol ej ny mi r- wno weé

= S =
c c <& — c
N N N = N
N I
|_
= o« ’Slm *
|_
N % o ||
N
l_OO
(o=
N
|
6250 6500 6750
Masa (Da)

Rycina 39. Skumulowane widma masowe metalacji MT1A K51R, uzyskane w wyniku inkubacji

tioneiny z 08 molowymir - wn owa Un i k & nFiki ognacaonavwiZaodlp N wi adaj N

masi e adduktu jonu amonowego pomanyovgkpnywasrogo z buf or
w 500 mM octanie amonu pH 7,4.
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Rycina 40. Wyszczegdlnione widma masowe metalacji MT1A K51R, uzyskane w wyniku
inkubacji tioneiny z 8 molowymir - wn o wa Un i k a®mKolorani mznaczono mpiki
odpowi adai¢g Nmetalizowanyihrformom MT1A K51R. Pomiary wykonywano

w 500 mM octanie amonu pH 7,4.
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