
Streszczenie

Jony Zn(II) i Cu(I)/Cu(II) są niezbędne dla prawidłowego funkcjonowania organizmów. Jednak

zarówno zbyt niskie, jak i zbyt wysokie ich stężenie jest toksyczne i może prowadzić do stanów

patologicznych. Dlatego też w utrzymywanie homeostazy tych kluczowych jonów metali

zaangażowanych jest szereg ściśle współpracujących ze sobą białek, tworzących

skomplikowaną maszynerię. Poziom jonów Zn(II) i Cu(I)/Cu(II) regulowany jest przez białka

dedykowane danym jonom, a elementem łączącym oba szlaki transportu wydają się być

metalotioneiny, które izolowane były jako kompleksy mieszane, zawierające jony Cu(I)

i Zn(II). Metalotioneiny (MT) to małe białka, które dzięki dużej zawartości reszt cysternowych

(-30%) stanowią idealny ligand dla jonów metali, będących miękkimi oraz pośrednimi
kwasami, takimi jak Cu(I), Zn(II), czy Cd(II). Z tego względu ich głównymi funkcjami są

detoksykacja organizmów z jonów metali ciężkich, czy działanie jako rezerwuar oraz bufor

jonów metali. Te dwie ostatnie funkcje zostały dobrze poznane dla jonów Zn(II), dzięki
badaniom właściwości biofizykochemicznych cynkowych kompleksów metalotionein. Jednak

wiedza na temat oddziaływań tych białek z jonami Cu(I)/Cu(II) jest wciąż uboga. W niniejszej

pracy podjęto się próby scharakteryzowania miedziowych (Cu(I)xMT) oraz mieszanych

(Cu(I)xZnyMT) kompleksów pod względem ich geometrii, preferencyjności tworzenia

i stabilności. Badania te przeprowadzono dla dwóch izoform- MT2 i MT3, które zgodnie

z obecnym stanem wiedzy różnią się najbardziej i podczas gdy MT2 wykazuje największe

powinowactwo względem jonów Zn(II), MT3 tworzy najsilniejsze kompleksy z jonami Cu(I).

Zastosowanie technik spektroskopowych umożliwiło ota-eślenie pojemności

metalotionein do wiązania jonów Cu(I), zarówno w kompleksach zredukowanych, tworzonych
wewnątrzkomórkowa, jak i utlenionych, tworzonych zewnątrzkomórkowo. Dodatkowo,

określono formy kompleksowe, które mogą tworzyć się preferencyjnie, przy zmieniających się

stężeniach jonów Cu(I)/Cu(II). Określenie powinowactw jonów Cu(I) w zredukowanych

i utlenionych kompleksach, pozwoliło przybliżyć funkcję tychże białek w utrzymywaniu

homeostazy miedzi, a poprzez wykonanie analogicznych eksperymentów w kompleksach

mieszanych określono wpływ jonów Zn(II) na wartości Kdca(l). W celu sprawdzenia czy,
miedziowo-cynkowe MT mogą wciąż działać jako bufor cynkowy, przeanalizowano także

wpływ jonów Cu(I), na wiązanie jonów Zn(II). Dodatkowo, dzięki eksperymentom na

izolowanych domenach MT3, określono kluczowość łącznika KKS i niekowalencyjnych

oddziaływań międzydomenowych na stechiometrię i powinowactwa kompleksów

metalotionein. Wykorzystując spektrometrię mas jeszcze dokładniej scharakteryzowano



kompleks Cu(I)4Zn4MT3ox, który izolowany był z mózgów ssaczych. Dzięki zastosowaniu

alkilujących modyfikatorów oraz podejściu top-down zmapowano jony Cu(I) i Zn(II) w tym

kompleksie oraz określono lokalizację mostków disulfidowych, co umożliwiło wgląd

w strukturę tychże form.


