Streszczenie

Jony Zn(1l) i Cu(l)/Cu(II) sa niezbedne dla prawidtowego funkcjonowania organizméw. Jednak
zar6wno zbyt niskie, jak i zbyt wysokie ich stezenie jest toksyczne i moze prowadzié do stanéw
patologicznych. Dlatego tez w utrzymywanie homeostazy tych kluczowych jonéw metali
zaangazowanych jest szereg $cisle wspdlpracujagcych ze sobg biatek, tworzgcych
skomplikowang maszyneri¢. Poziom jonéw Zn(II) i Cu(T)/Cu(II) regulowany jest przez biatka
dedykowane danym jonom, a elementem laczacym oba szlaki transportu wydajg si¢ byé
metalotioneiny, ktére izolowane byly jako kompleksy mieszane, zawierajgce jony Cu(l)
i Zn(1I). Metalotioneiny (MT) to mafe biatka, ktére dzicki duzej zawartosci reszt cysteinowych
(~30%) stanowig idealny ligand dla jonéw metali, bedacych miekkimi oraz posrednimi
kwasami, takimi jak Cu(I), Zn(II), czy Cd(Il). Z tego wzgledu ich gtéwnymi funkcjami sg
detoksykacja organizméw z jonéw metali cigzkich, czy dziatanie jako rezerwuar oraz bufor
jonéw metali. Te dwie ostatnie funkcje zostaly dobrze poznane dla jonéw Zn(Il), dzieki
badaniom whasciwosci biofizykochemicznych cynkowych komplekséw metalotionein. Jednak
wiedza na temat oddziatywan tych biatek z jonami Cu(I)/Cu(IT) jest wciaz uboga. W niniejszej
pracy podjeto si¢ proby scharakteryzowania miedziowych (Cu(I)xMT) oraz mieszanych
(Cu(DxZnyMT) kompleksébw pod wzgledem ich geometrii, preferencyjnosci tworzenia
i stabilnosci. Badania te przeprowadzono dla dwéch izoform- MT2 i MT3, ktére zgodnie
z obecnym stanem wiedzy réznig si¢ najbardziej i podczas gdy MT2 wykazuje najwieksze
powinowactwo wzgledem jonéw Zn(I), MT3 tworzy najsilniejsze kompleksy z jonami Cu().

Zastosowanie technik spektroskopowych umozliwilo okreslenie pojemnosci
metalotionein do wigzania jonow Cu(I), zardwno w kompleksach zredukowanych, tworzonych
wewnatrzkomérkowo, jak i utlenionych, tworzonych zewngtrzkomérkowo. Dodatkowo,
okreslono formy kompleksowe, ktére moga tworzy¢ sie preferencyjnie, przy zmieniajgcych sig
stezeniach jonéw Cu(I)/Cu(I). Okreslenie powinowactw jonéw Cu(I) w zredukowanych
i utlenionych kompleksach, pozwolito przyblizyé funkcje tychze biatek w utrzymywaniu
homeostazy miedzi, a poprzez wykonanie analogicznych eksperymentéw w kompleksach
mieszanych okreslono wptyw jonéw Zn(Il) na wartosci Ks““®. W celu sprawdzenia czy,
miedziowo-cynkowe MT mogg wcigz dziala¢ jako bufor cynkowy, przeanalizowano takze
wplyw jonéw Cu(l), na wigzanie jonéw Zn(I). Dodatkowo, dzieki eksperymentom na
izolowanych domenach MT3, okreslono kluczowosé lacznika KKS i niekowalencyjnych
oddziatywafi migdzydomenowych na stechiometric i powinowactwa komplekséw

metalotionein. Wykorzystujage spektrometri¢ mas jeszcze dokladniej scharakteryzowano
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kompleks Cu(I)aZnsMT3ox, ktory izolowany byl z mézgéw ssaczych. Dzigki zastosowaniu
alkilujgcych modyfikatoréw oraz podejsciu top-down zmapowano jony Cu(l) i Zn(I) w tym
kompleksie oraz okreslono lokalizacje mostkéw disulfidowych, co umozliwilo wglad

w strukture tychze form.



