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Streszczenie

Jony Zn(II) i Cu(I)/Cu(II) sg niezbedne dla prawidlowego funkcjonowania organizmoéow. Jednak
zaroOwno zbyt niskie, jak 1 zbyt wysokie ich stezenie jest toksyczne i moze prowadzi¢ do stanow
patologicznych. Dlatego tez w utrzymywanie homeostazy tych kluczowych jonéw metali
zaangazowanych jest szereg S$cisle wspolpracujacych ze soba biatek, tworzacych
skomplikowang maszyneri¢. Poziom jondéw Zn(II) i Cu(I)/Cu(Il) regulowany jest przez biatka
dedykowane danym jonom, a elementem tgczacym oba szlaki transportu wydaja si¢ byc¢
metalotioneiny, ktore izolowane byly jako kompleksy mieszane, zawierajagce jony Cu(l)
1 Zn(IT). Metalotioneiny (MT) to mate biatka, ktore dzigki duzej zawartosci reszt cysteinowych
(~30%) stanowiag idealny ligand dla jonéw metali, bedacych migkkimi oraz posrednimi
kwasami, takimi jak Cu(I), Zn(Il), czy Cd(II). Z tego wzgledu ich gtownymi funkcjami sg
detoksykacja organizméw z jonow metali cigzkich, czy dzialanie jako rezerwuar oraz bufor
jondw metali. Te dwie ostatnie funkcje zostaly dobrze poznane dla jonéw Zn(Il), dzieki
badaniom wtasciwosci biofizykochemicznych cynkowych komplekséw metalotionein. Jednak
wiedza na temat oddziatywan tych biatek z jonami Cu(I)/Cu(Il) jest wcigz uboga. W niniejszej
pracy podjeto si¢ proby scharakteryzowania miedziowych (Cu(I)sMT) oraz mieszanych
(Cu(D)xZnyMT) kompleksow pod wzglegdem ich geometrii, preferencyjnos$ci tworzenia
1 stabilnos$ci. Badania te przeprowadzono dla dwoch izoform- MT2 1 MT3, ktére zgodnie
z obecnym stanem wiedzy roznig si¢ najbardziej 1 podczas gdy MT2 wykazuje najwigksze
powinowactwo wzgledem jondéw Zn(Il), MT3 tworzy najsilniejsze kompleksy z jonami Cu(]).

Zastosowanie technik spektroskopowych umozliwito okreslenie pojemnosci
metalotionein do wigzania jonéw Cu(I), zar6wno w kompleksach zredukowanych, tworzonych
wewnatrzkomoérkowo, jak 1 utlenionych, tworzonych zewnatrzkomoérkowo. Dodatkowo,
okreslono formy kompleksowe, ktére moga tworzy¢ si¢ preferencyjnie, przy zmieniajacych si¢
stezeniach jonow Cu(I)/Cu(Il). Okreslenie powinowactw jonéw Cu(l) w zredukowanych
1 utlenionych kompleksach, pozwolito przyblizy¢ funkcje tychze biatek w utrzymywaniu
homeostazy miedzi, a poprzez wykonanie analogicznych eksperymentow w kompleksach
mieszanych okreslono wptyw jonéow Zn(II) na wartosci Ka“*V. W celu sprawdzenia czy,
miedziowo-cynkowe MT moga wcigz dziala¢ jako bufor cynkowy, przeanalizowano takze
wplyw jonow Cu(l), na wigzanie jonéw Zn(II). Dodatkowo, dzieki eksperymentom na
izolowanych domenach MT3, okreslono kluczowos$¢ tacznika KKS i niekowalencyjnych
oddziatywan mi¢dzydomenowych na stechiometri¢ 1 powinowactwa kompleksoéw

metalotionein. Wykorzystujac spektrometri¢ mas jeszcze doktadniej scharakteryzowano
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kompleks Cu(I)4ZnsMT3.x, ktory izolowany byt z mdzgoéw ssaczych. Dzieki zastosowaniu
alkilujacych modyfikatoréw oraz podej$ciu top-down zmapowano jony Cu(l) i Zn(Il) w tym
kompleksie oraz okreslono lokalizacje mostkéw disulfidowych, co umozliwito wglad

w strukture tychze form.
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Abstract

Zn(IT) and Cu(I)/Cu(Il) ions are essential for the proper functioning of organisms. However,
both excessively low and excessively high concentrations are toxic and can lead to pathological
conditions. Therefore, maintaining the homeostasis of these crucial metal ions involves
a number of closely cooperating proteins, forming a complex machinery. The levels of Zn(II)
and Cu(I)/Cu(Il) ions are regulated by proteins dedicated to these ions, and the linking element
between both transport pathways appears to be metallothioneins, which have been isolated as
mixed complexes containing Cu(I) and Zn(II) ions. Metallothioneins (MT) are small proteins
that, due to their high cysteine residue content (~30%), constitute an ideal ligand for metal ions,
which are soft and intermediate acids, such as Cu(l), Zn(II), or Cd(II). Therefore, their main
functions are the detoxification of organisms from heavy metal ions and acting as a reservoir
and buffer for metal ions. These latter two functions have been well understood for Zn(II) ions,
thanks to studies of the biophysical and biochemical properties of zinc metallothionein
complexes. However, knowledge of the interactions of these proteins with Cu(I)/Cu(II) ions is
still limited. This study attempts to characterize copper (Cu(I)xMT) and mixed (Cu(I)xZnyMT)
complexes in terms of their geometry, preferential formation, and stability. These studies were
conducted for two isoforms: MT2 and MT3, which, according to current knowledge, differ the
most. While MT2 exhibits the greatest affinity for Zn(II) ions, MT3 forms the strongest
complexes with Cu(]) ions.

The use of spectroscopic techniques enabled to determine the capacity of
metallothioneins to bind Cu(I) ions, both in reduced complexes formed intracellularly and
oxidized complexes formed extracellularly. Additionally, we identified complex forms that can
preferentially form at varying Cu(I)/Cu(Il) ion concentrations. Determining the affinities of
Cu(l) ions in reduced and oxidized complexes allowed to understand the function of these
proteins in maintaining copper homeostasis. By performing analogous experiments in mixed
complexes, we determined the effect of Zn(II) ions on K¢“*® values. To determine whether
copper-zinc MTs can still function as a zinc buffer, the effect of Cu(I) ions on Zn(Il) ion binding
was also analyzed. Additionally, experiments on isolated MT3 domains identified the crucial
role of the KKS linker and noncovalent interdomain interactions in the stoichiometry and
affinities of metallothionein complexes. Mass spectrometry further characterized the
Cu(I)4ZnsMT3ox complex, isolated from mammalian brains. The use of alkylating modifiers
and top-down approach allowed us to map the Cu(l) and Zn(Il) ions in this complex and

determine the location of disulfide bridges, providing insight into the structure of these forms.
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1. Wstep teoretyczny

1.1 Wlasciwosci chemiczne i biologiczne cynku

Cynk, ktory w organizmie wystepuje jako kation Zn(Il), jest metalem $ladowym, ale jest
niezbedny do jego prawidtowego funkcjonowania. Cho¢ nazywany jest metalem $ladowym,
jego zawarto$¢ w organizmie jest relatywnie wysoka w porownaniu z innymi pierwiastkami
sladowymi, co odzwierciedla jego fundamentalng rolg. Organizmy wszystkich krélestw:
bakterii, grzybow, protistow, roslin i zwierzat wymagaja cynku, a jego niedobor skutkuje
zaburzeniami wzrostu, metabolizmu i odpornosci.’? Kazde z krolestw cechuje si¢ innym
zapotrzebowaniem na cynk, a roznice widoczne s3 nawet pomiedzy poszczegdlnymi
gatunkami. Na roznice te wpltywaja m.in. wystepowanie w danym S$rodowisku, wielkos¢
organizmu, czy ztozono$¢ szlakéw metabolicznych i biochemicznych.!® Zwierzeta, jako
organizmy najbardziej rozwinigte, cechujg si¢ najwyzszym zapotrzebowaniem na cynk. U ludzi
zawarto$¢ tego metalu waha si¢ w granicach 1-4 g, co czyni go drugim po zelazie najczgsciej
wystepujacym metalem bloku d.* Najwieksza jego cze$¢ wystepuje w koséciach oraz mieéniach,
bo az okoto 80-90%, a pozostata cze$¢ lokalizuje si¢ w innych tkankach, gtéwnie w watrobie
i skorze.> Wraz z wiekiem dzienne zapotrzebowanie na cynk wzrasta z 2 mg w okresie
niemowlecym, az do 11 i 8 mg, odpowiednio dla dorostych mezczyzn i kobiet.® Dawke ta
pozwala pokry¢ zréznicowana dieta, gdyz cynk znajduje si¢ zar6wno w pokarmach roslinnych
jak 1 zwierzecych. Najwigkszg zawarto$cig cynku, ktory jest dobrze przyswajalny, cechujg sig
owoce morze, zwlaszcza ostrygi, oraz mi¢so wotowe 1 jagnigce. Produkty roslinne, jak nasiona
czy straczki, pomimo duzej ilosci cynku, nie s3 najlepszym zrodtem tego metalu, poniewaz
zawierajg dodatkowo fityniany, ktore stanowia inhibitor wchianiania cynku, ze wzgledu na fakt,
iz tworza nierozpuszczalne kompleksy z jonami Zn(II).”® Gdy dieta nie pokrywa
zapotrzebowania na cynk, lub gdy zwigksza si¢ zapotrzebowanie na ten metal, np. w okresie
cigzy lub laktacji, stosuje si¢ dodatkowa suplementacje, w postaci roéznych form
kompleksowych, cechujacych si¢ wysoka przyswajalno$cia, jak np. cytrynian, pikolinian,

glukonian czy octan cynku.’

1.1.1 Rola cynku u ludzi

Analizy bioinformatyczne wskazuja, ze okoto 3000 biatek ludzkich zaangazowanych jest
w wigzanie jonow Zn(II), co stanowi okoto 10% wszystkich biatek.>!° Analiza ta nie jest jednak
doktadna, gdyz nie obejmuje ona trudnych do identyfikacji komplekséw przejsciowych oraz

kompleksow migdzybiatkowych, powstajacych z udziatem wspotkoordynacji jonow Zn(II),
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ktore sa obecnie w zasadzie niemozliwe do identyfikacji.!! Mnogo$é biatek wiazacych Zn(Il),
$wiadczy o istocie tego metalu dla prawidlowego funkcjonowania organizméw. W Zakladzie
Chemii Biologicznej zaproponowano podziat biatek cynkowych na pig¢ klas: katalityczna,
strukturalng, klastrujaca, transportujaca oraz mi¢dzybiatkowa (Ryc. 1). Opracowujac podziat
ten, wzigto pod uwage powiazanie struktury z funkcjami petnionymi przez te biatka.'? Struktura
i geometria bialkowych komplekséw cynkowych, zostanie opisana bardziej szczegoétowo

w Rozdziale 1.4.

A B C D E
N/
Zn(l1)
B
Zn(ll Zn(il) |
\Zn(II]/ / \ < > i \Zn(ll)/
‘ AN \Zn(m/ Zn(ll) i
NN B
Zn(l)

Rycina 1. Klasy biatek cynkowych/miejsc wigzacych Zn(Il), podzielonych ze wzgledu na powigzanie
struktury i funkcji: A) katalityczne (S-substrat), B) strukturalne, C) klastrujace, regulatorowe D)
transportujace, E) miedzybiatkowe. Rycina stworzona na podstawie Kochanczyk T, et al. Metallomics.
2015.12

Jak przedstawiono na Rycinie 1, jony Zn(II) moga by¢ koordynowane przez bialka
w rdzny sposob, wpltywajac tym samym na jego funkcje. W samych enzymach, rola jonow
Zn(Il) moze si¢ r6zni¢. Kofaktor ten moze znajdowa¢ w miejscu katalitycznym, do ktorego
wigzany jest tetraedrycznie (bardziej szczegoétowy opis w Rozdziale 1.4) i by¢ koordynowany
przez trzy donory pochodzace od biatka, a czwarty donor stanowi egzogenna czgsteczka,
bedaca np. substratem badz OH/H»O . Taka sfere koordynacji obserwuje si¢ m.in. w anhydrazie
weglanowe;j, fosfatazie alkalicznej, czy w karboksypeptydazie A.'? Jony Zn(II) mogg réwniez
stabilizowa¢ strukture enzymow, jak np. w dysmutazie ponadtlenkowej. Funkcje strukturalne
obserwuje si¢ rowniez w palcach cynkowych, ktorych faldowanie jest wspomagane przez metal
(ang. metal-coupled folding)."> Motywy te po zwiagzaniu Zn(II) tworza zorganizowane struktury
zdolne do oddziatywan z innymi domenami biatkowymi, DNA, RNA czy z lipidami. Kolejng
klas¢ stanowig biatka klastrujace, jak np. metalotioneiny. W biatkach tych kilka jonow Zn(II)
wigzanych jest w obrebie jednego klastra, a ligandy tworza wigzania mostkujace. W biatkach

transportujgcych, jak np. ZIP, jony Zn(Il) wigzane sa z niskim powinowactwem, a zmiany
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konformacyjne powoduja, ze metal koordynowany jest tylko podczas transportu blonowego.
Ostatnig klase stanowig oddziatywania mig¢dzybiatkowe, w ktorych jony Zn(II) koordynowane
sq przez reszty aminokwasowe znajdujace si¢ na powierzchni dwoch, a nawet trzech biatek.!!
Takie wigzanie Zn(Il) warunkuje utworzenie struktury czwartorzedowej 1 obserwowane jest
m.in. w procesie homodimeryzacji haczyka cynkowego, ktory wystepuje w biatku Rad50
i w postaci kompleksu MRN rozpoznaje uszkodzenia DNA i umozliwia ich naprawe.'>!*
Mnogo$¢ klas miejsc wigzania Zn(Il) pozwala tymze jonom petié¢ wiele réznorakich
funkcji. Zn(Il) chroni przed uszkodzeniami oksydacyjnymi oraz dziata jako czynnik
transkrypcyjny, regulujac szlaki komorkowe, takie jak proliferacja, roznicowanie komorek, czy
apoptoza.>®> Cynk wplywa takze na odpowiedz immunologiczna, wspierajac rozwdj
limfocytow T i B oraz regulujac ilo$¢ produkowanych cytokin.'® Jako neuromodulator, cynk
wpltywa na aktywno$¢ neuronow, a jako stabilizator bton komorkowych, zapobiega

peroksydacji lipidow.!"!8

1.1.2 Homeostaza cynkowa

Ze wzgledu na to, ze cynk pelni szereg istotnych funkcji w organizmie, jego stezenie musi by¢
Scisle regulowane i utrzymywane na odpowiednim poziomie. Zbyt wysokie st¢zenie jondw
Zn(II) prowadzi¢ moze do aktywacji lub dezaktywacji wielu enzymow i Sciezek sygnatowych
lub do nadmiernej ekspresji gendw, co bedzie wptywaé niekorzystanie na funkcjonowanie
komorek. Zbyt niski poziom bedzie natomiast powodowat odwrotne procesy, co takze begdzie
prowadzito do patologicznych stanéw. W homeostaze jonow Zn(Il), czyli w utrzymywanie
wzglednie statego poziomu, przy zmiennych warunkach zewngtrznych, odpowiada szereg
biatek wigzacych Zn(Il), tworzacych skomplikowana, lecz synergiczng maszyneri¢. Przewod
pokarmowy jest gldwnym miejscem regulacji catkowitego poziomu cynku, to w nim dochodzi
zaréwno do wchtaniania, jak i wydalania tego metalu.!® W procesy te zaangazowane sa glownie
dwie rodziny bialek btonowych: Zip (SLC39) i ZnT (SLC30).2° U ludzi zidentyfikowano 14
biatek Zip, ktére bedac importerami cynku, odpowiadaja za jego transport z przestrzeni
mi¢dzykomodrkowych i kompartmentéw wewnatrzkomérkowych do cytozolu. Za wchtanianie
cynku w jelitach, odpowiada biatko Zip4, ktore lokalizuje si¢ w enterocytach. Biatka Zip tworza
homodimery i1 zawierajg osiem domen transblonowych, ktére sg wysoko konserwowane.
Jednakze w dwoch transporterach- Zip8 i1 Zip14, znajduje si¢ reszta kwasu glutaminowego,
zamiast wystepujacej] w pozostatych izoformach reszty histydynowej. Zamiana ta moze
wplywaé na specyficznos$¢ tych transporterow wzgledem metalu 1 oprocz transportu cynku,

umozliwia¢ import zelaza, manganu, czy kadmu. Mechanizm dziatania transporterow Zip
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weciaz nie zostat do konca poznany.?!?* Biatka ZnT, wérod ktorych wyrdznia sie 10 izoform, s3
natomiast eksporterami i zmniejszaja st¢zenie Zn(Il) w cytozolu, poprzez ich wyrzut na
zewnatrz komoérki lub do odpowiednich kompartmentéw. Bialka te tworzac homodimer
(z wyjatkiem ZnT5 1 ZnT6) dziatajg na zasadzie antyportu i transportujg cynk wymieniajac
Zn(I)/H". Wydaje sie, ze podobnie jak transportery Zip8 i Zip14, biatka ZnT rowniez moga
transportowa¢ inne jony metali. Wykazano, ze ZnT14 moze bra¢ udzial w transporcie

manganu.?!25-%7

Zmienne stezenie jonow Zn(Il) reguluje ekspresje konkretnych transporteroéw- Zip
1 ZnT. Izoformy poszczeg6dlnych transporterow majg rozng lokalizacj¢ tkankowa 1 komorkowa,
przez co zachowywana jest lokalna homeostaza cynku (Ryc. 2).%® Transportery cynkowe do
jadra komorkowego oraz do mitochondriow przez dlugi czas pozostawaly niepoznane.
Jednakze w blonach tych struktur zidentyfikowano biatko ZnT9, ktore dziata¢ moze jako
eksporter.?’ Mozliwe jest rowniez, ze jony Zn(Il) przenikaja do tych organelli kanatami
magnezowymi Mrs2 lub transporterami wapniowymi. Nie wyklucza si¢ rowniez metalotionein,
jako biatek zaangazowanych w blonowy transport Zn(II).’*3! Metalotioneiny stanowia tez
rezerwuar tych kluczowych jonoéw metali i dziatajac jako bufor metaliczny funkcjonuja

zaréwno jako ich donor 1 akceptor, co szerzej zostanie opisane w dalszych czesciach pracy.
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Rycina 2. Lokalizacja wewnatrzkomdrkowa transporteréw cynku ZnT i Zip7. Strzatkami przedstawiono
kierunki transportu jonéw Zn(Il). Rycina stworzona w Biorender na podstawie Murakami M, Hirano T.
Cancer Sci. 2008.%
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1.2 Wlasciwosci chemiczne i biologiczne miedzi

Miedz, podobnie jak cynk, jest mikroelementem ktory jest niezbedny dla organizmow
wszystkich krélestw.>? U ludzi jest trzecim, najczesciej wystepujacym metalem §ladowym,
zaraz po zelazie i cynku.?3* Miedz wystepowaé moze w organizmach Zzywych na dwoéch
gtéwnych stopniach utlenienia: Cu(I) i Cu(Il), zatem nalezy do metali redoks, przez co jej
nadmiar moze prowadzi¢ do uszkodzen oksydacyjnych, poprzez udziat w reakcjach podobnych
do reakcji Fentona. Z tego wzgledu zapotrzebowanie na ten kluczowy, ale takze toksyczny
metal, jest znacznie nizsze niz zapotrzebowanie na cynk. Srednie, dzienne zapotrzebowanie na
miedz rosnie wraz z wiekiem i wynosi od 0,4 mg dla niemowlat, do 1,3 mg 1 1,6 mg dla
dorostych kobiet i mezczyzn.>> Tak niskie zapotrzebowanie pokrywa zréwnowazona dieta,
a dodatkowa suplementacja nie jest wskazana. Do produktéw bogatych w miedz nalezg orzechy
i nasiona, podroby, czy owoce morza. Podobnie jak opisano dla cynku, istnieje kilka czynnikow
zmniejszajacych wchtanianie miedzi, wsrdd ktérych wyrdzni¢ mozna: duza zawarto$¢ fruktozy,

wysokie stezenie innych metali, takich jak cynk czy kadm oraz obecno$é fitynianow.>%3’

1.2.1 Rola miedzi u ludzi

Istote miedzi dla prawidtowego funkcjonowania organizmoéw odkryto juz w 1928 roku, kiedy
to Hart i wspotpracownicy wykazali, ze szczury karmione dieta mleczng, uboga w jony miedzi,
nie byty w stanie produkowaé wystraczajacej ilosci krwinek czerwonych. Po wprowadzeniu
miedzi do diety, anemia cofata sie, a szczury wracaly do zdrowia.’® Od tamtej pory
udowodniono kluczowos$¢ tego metalu i zidentyfikowano wiele enzymow, w ktorych miedz,
petnigc funkcje kofaktora, jest niezbedna.

Funkcje miedzi mozna podzieli¢ na dwie grupy: miedZ jako element strukturalny
makroczasteczek, w ktoérych metal zapewnia odpowiednig geometri¢ komplekséw 1 umozliwia
tworzenie struktur wyzszego rzedu oraz miedz jako kofaktor w enzymach, w ktorych metal ten
uczestniczy w reakcjach redoks i zmienia swdj stopien utlenienia.*” Jak wspomniano wcze$nie;
miedz ma dwa tatwo dostepne stopnie utlenienia- Cu(I) 1 Cu(Il). Moze si¢ zdarzy¢ takze, ze
wystepuje jako jon Cu(Ill), jednak tylko przejSciowo, w miejscach aktywnych enzymow, jak
np. w tyrozynazie.*> W metaloenzymach metal ten dziatata wiec jako donor oraz akceptor
elektronow.

Poprzez obecnos¢ w takich enzymach jak: oksydaza cytochromu C, dysmutaza
ponadtlenkowa, B-hydroksylaza dopaminy, peptydylo-a-monooksygenaza, ceruloplazmina czy
tyrozynaza, miedZ petni réznorakie funkcje (Ryc. 3).333441-# Jest niezbedna dla prawidtowego

rozwoju plodu, rozwoju 1 funkcjonowania mézgu, funkcjonowania uktadu odpornosciowego,
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wytrzymatosci kosci, a takze tworzenia pigmentow 1 prawidlowego tworzenia i utrzymywania

skory i wlosow.>’

“0ddychanie komérkowe

Przeksztatcanie dopaminy w 3
- Oksydaza cytochromu C

noradrenaline

B-hydroksylaza dopaminy
Amidowanie C-koncow peptydow
Peptydylo-a-monooksygenaza

Ochrona przed reaktywnymi
> formami tlenu

Wspomaganie tworzenia Dysmutaza ponadtlenkowa

wigzan w kolagenie i elastynie
Lizylooksydaza

Synteza melaniny

Tyrozynaza .

Transport zelaza
Ceruloplazmina

Rycina 3. Funkcje miedzi u ludzi, wraz z enzymami, w ktorych metal jest kofaktorem. Rycina stworzona
w programie Biorender na podstawie 33343%41-43,

1.2.2 Homeostaza miedziowa

Za utrzymanie homeostazy miedzi, czyli za koordynacje wchtaniania, dystrybucji i wydalania
z komorek 1 calego organizmu odpowiada kilka biatek. U ludzi miedZ wchtaniana jest glownie
w dwunastnicy i jelicie cienkim.*** Do komérek jelita- enterocytow, dostaje sie poprzez
transporter Ctr-1. Wykazano, ze regulacja ekspresji tego bialka jest zalezna od miedzi na
zasadzie ujemnego sprze¢zenia zwrotnego- wysokie stezenie metalu hamuje ekspresje Ctr-1,
aniskie stezenie metalu zwicksza jg.%® Biatko to transportuje miedz jako jon jednowartosciowy,
zatem zewnatrzkomérkowa miedz musi zosta¢ najpierw zredukowana- Cu(Il) do Cu(I).
Redukcja zachodzi z udziatem reduktaz btonowych, np. STEAP i DCYTB.*’ Nastepnie metal
wydzielany jest do krwioobiegu, gdzie jest utleniany 1 jako kompleks z albuming,
transkupreing, lub glutationem trafia do watroby, gdzie wychwytywany jest przez hepatocyty,
do ktorych transportowany jest przez biatko Ctr-1, z wezesniejsza redukcja. W watrobie miedz
wlaczana jest do odpowiednich miedziowo-zaleznych bialek, transportowana do tkanek
pozawatrobowych w kompleksach z ceruloplazming- gléwnym transporterem miedzi w osoczu,
a nadmiar jest wydalany z zotcia. Watroba pelni wigc gléwng role nad homeostaza miedzi
regulujac jej uwalnianie.>47#

W cytoplazmie miedz nie jest bezposrednio wlaczana do biatek docelowych, ale

dostarczana jest przez odpowiednie chaperony miedziowe lub wigzana przez metalotioneiny,
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co schematycznie przedstawiono na Rycinie 4. Metalotioneiny odgrywaja kluczowsa role
w wigzaniu nadmiaru miedzi, zapobiegajac tym samym jej toksycznosci, co doktadniej opisano
w kolejnych rozdziatach.*’” Wéréd chaperonéw miedziowych (biatek opiekuniczych) wyrdznié
mozna COX17 (transport miedzi do mitochondriéw, do oksydazy cytochromu C), CCS
(transport miedzi do dysmutazy ponadtlenkowej) i ATOX 1 (transport miedzi do ATP7A
i ATP7B).#! Cu-ATPazy (ATP7A i ATP7B) to glowne transportery eksportujace miedz
z komorek. Regulacja lokalizacji tych istotnych bialek jest kluczowa dla zachowania
homeostazy miedzi.’> W fizjologicznych stezeniach miedzi, ATPazy znajduja si¢ w aparacie
Golgiego, gdzie transportuja miedz z cytoplazmy do lumen aparatu. Wraz ze wzrostem
wewnatrzkomorkowego stgzenia miedzi, biatka te przemieszczaja si¢ do przedzialow
pecherzykowych i tacza si¢ z blong komoérkows, aby eksportowac miedz poza komorke. Gdy
stezenie wraca do stanu fizjologicznego, ATPazy ponownie transportowane sg do aparatu
Golgiego.”® Dwie izoformy- ATP7A i ATP7B, rdéznig si¢ wzorcami ekspresji. ATP7A
ekspresjonowane jest w wickszosci tkanek i narzadow, podczas gdy ATP7B ekspresjonowane
jest gléwnie w watrobie. ATP7A odpowiada wigc m.in. za transport miedzi z enterocytow do
krwi, ktorg trafia nastepnie do watroby, a ATP7B w watrobie mobilizuje ja do pecherzykow
wydzielniczych do zolci, zapobiegajac jej akumulacji.*>* Mutacje w genach kodujacych te
biatka, powoduja dziedziczne zaburzenia metabolizmu miedzi i zostaly rozpoznane jako

choroba Menkesa (MD) i Wilsona (WD).>®
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Rycina 4. Schemat komoérkowego metabolizmu miedzi. Rycina stworzona w Biorender na podstawie
Chen L, et al. Sig Transduct Target Ther. 2022.*3
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1.2.3 Efekty zaburzonej regulacji Cu(I)/Cu(II)

Jak opisano w Rozdziale 1.2.1, miedz pelni szereg bardzo istotnych funkcji, zatem jej niedobor
ma bardzo niekorzystny wptyw na zdrowie. Biorgc pod uwage, ze miedz jest metalem redoks,
jej nadmiar i akumulacja, réwniez wigze si¢ ze stanami patologicznymi. Niezdolno$¢
organizmu do utrzymania homeostazy miedzi wigzana jest z wieloma stanami chorobowymi,
takimi jak: choroba Menkesa, choroba Wilsona, choroby neurodegeneracyjne, nowotwory, czy
choroby uktadu krazenia.

Choroba Menkesa i choroba Wilsona, to choroby genetyczne, powodowane mutacjami
w genach ATPaz.>> Choroba Menkesa, wigze si¢ ze znacznym niedoborem miedzi, gdyz
mutacja obejmuje gen kodujacy ATP7A. Jak opisano powyzej, bialko to obecne jest m.in.
w enterocytach, skad transportuje metal do krwi. Wadliwy gen, powoduje wigc zmniejszenie
efluksu miedzi do krwi, akumulacje w enterocytach i ogélnoustrojowy niedobdr tego metalu.
Dzieci obarczone ta mutacja wykazuja powazne objawy, takie jak uposledzenie umystowe,
zwyrodnienia neurondw, nieprawidlowosci w strukturze wlosow i skory, tamliwos¢ kosci, czy
nieprawidlowosci naczyniowe. Wszystkie te objawy mozna powigza¢ z zaburzeniem funkcji
miedziowo-zaleznych enzyméw, przedstawionych na Rycinie 3.33°%37 Wprowadzenie, na
wczesnym etapie zycia, leczenia w postaci podskornych iniekcji dobrze przyswajalnych soli
miedzi, jak np. Cu-histydyna, pozwala omina¢ nieprawidtowo dziatajacy mechanizm transportu
miedzi i przywroci¢ odpowiedni, ogélnoustrojowy poziom tego metalu.’®>? Mutacje w genie
ATP7B, ktore charakteryzuja chorob¢ Wilsona, powoduja natomiast uposledzenie wydalania
miedzi i jej trwalg akumulacje w watrobie, mézgu i innych tkankach.®® W watrobie zdrowych
0sOb zawartos$¢ miedzi jest nizsza niz 55 pg/g suchej masy, natomiast u pacjentow cierpigcych
na chorobe Wilsona zawarto$¢ przekracza 250 pg/g suchej masy.®! Objawy tej choroby
obejmuja objawy watrobowe oraz neuropsychiatryczne, a toksyczno$¢ miedzi uwazana jest za
gléwna przyczyne uszkodzen narzagdow. Typowymi objawami sg uszkodzenia DNA, utlenianie
lipidéw 1 dysfunkcje mitochondriéw. Odktadanie miedzi, w wigkszosci przypadkdéw
zaobserwowa¢ mozna w rogoéwce oka, jako tworzacy si¢ charakterystyczny zloto-brazowy
pierécien- pierécien Kaysera-Fleischera.®®%>% Leczenie obejmuje ograniczenie spozycia
miedzi, zwigkszenie spozycia cynku, w celu zmniejszenia wchianiania miedzi oraz terapie
chelatujace, jak np. d-penicylamina i trientyna.54-%

Podwyzszony poziom miedzi i jej toksyczny wptyw, obserwuje si¢ rowniez w przebiegu
chorob neurodegeneracyjnych, jak np. choroba Alzheimera. Jony miedzi w chorobie tej moga

wigza¢ si¢ do peptydow B-amyloidu z duzym powinowactwem, zwigkszajac tym samym
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stopien ich agregacji i neurotoksycznosci.®”%® W badaniach in vitro, chelatowanie jondw miedzi
z agregatéw peptydow B-amyloidéw, prowadzito do ich degradacji i hamowalo produkcje
reaktywnych form tlenu, a tym samym redukowato ilo$¢ uszkodzen oksydacyjnych.®"® Jednak
mechanizm choroby tej pozostaje wcigz niejasny, zatem wplyw miedzi rowniez nie jest
oczywisty. Coraz wigcej dowoddéw wskazuje na powigzanie zaburzonej homeostazy miedzi
z patogeneza choroby Alzheimera.*® Analogiczny wplyw na nieprawidtows agregacije biatek,
miedz moze wykazywa¢ w przebiegu choroby Huntingtona. U pacjentéw cierpigcych na to
schorzenie, takze zaobserwowano podwyzszony poziom miedzi.”""’”> Metal ten moze promowac
tworzenie agregatow zmutowanego biatka huntigtyny (HTT). Mutacja w genie kodujagcym to
biatko powoduje, ze na jego N-koncu obecny jest tancuch poliglutaminowy. Badania in vitro
wykazaty, ze jony miedzi wigzac si¢ do reszt kwasu glutaminowego sprzyjaja agregacji biatka
HTT, czego nie udowodniono dla jonow cynku i zelaza, ktére ze wzgledu na niskie
powinowactwo nie wigza sie do biatka.”! Kolejng choroba, w patogenezie ktorej rola miedzi
nie jest do konca jasna, jest stwardnienie zanikowe boczne (ALS, ang. amyotrophic lateral
sclerosis). Jedng z jej przyczyn jest mutacja w genie kodujacym dysmutaze ponadtlenkowa 1-
enzym zalezny od miedzi. W przebiegu choroby obserwuje si¢ zmniejszony transport miedzi
do mitochondridow, gdyz oddziatywanie chaperonu CCS z wadliwa dysmutazg ponadtlenkowa
jest nieefektywne.”>"*

Przez to, ze jony miedzi mogg aktywowac szlaki sygnatowe zwigzane z proliferacja
komorek, ich rola w progresji nowotworow jest przedmiotem intensywnych badan. Dodatkowo
podwyzszony poziom miedzi zaobserwowano w tkankach nowotworowych pacjentow
cierpigcych na rézne nowotwory.”>’® Sugeruje sie, ze komorki nowotworowe maja wieksze
zapotrzebowanie na ten metal w poréwnaniu ze zdrowymi komorkami, co zwigzane jest

z promowaniem proliferacji komorek, angiogenezy i przerzutow.”’

1.2.4 Kuproptoza

Jak wspomniano powyzej, utrzymanie odpowiedniego st¢zenia metali sladowych jest kluczowe
dla prawidlowego funkcjonowania organizmoéw. Zbyt wysoki poziom niektorych metali moze
prowadzi¢ do $mierci komorek poprzez specyficzne szlaki. Jednym z przyktadéw, jest
ferroptoza, czyli §mier¢ komorek wywotywana nadmiernym stezeniem zelaza, ktore powodujac
gromadzenie si¢ tlenkéw lipidowych w btonach, prowadzi do zaprogramowanej $mierci
komorki.”® Mechanizmy lezace u podstaw kuproptozy, czyli $mierci komorki indukowanej
przez miedz, wciagz pozostajg niejasne. Wiele badan wykazuje, ze zbyt wysokie stezenie miedzi

moze indukowa¢ apoptoze, Smier¢ niezalezng od kaspazy lub akumulacje reaktywnych form
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tlenu.”’8! Wyniki te s jednak czesto sprzeczne. Obecne doniesienia sugeruja, ze kuproptoza
jest niezaleznym szlakiem $mierci komorkowej i charakteryzuje si¢ agregacja lipoylowanych
enzymOw mitochondrialnych i uszkodzeniami enzyméw zawierajacych klastry zelazowo-
siarkowe.?

Lipoylacja bialek, nie jest zbyt czesta modyfikacja potranslacyjng zachodzacg u ssakow.
Jedynymi biatkami, ktore wymagaja przylaczenia reszty kwasu liponowego, sg enzymy biorgce
udzial w cyklu Krebsa.®® Miedz moze wigzaé si¢ do tak zmodyfikowanych biatek, promujac
w ten sposoOb ich agregacje zalezng od wigzan disiarczkowych. Zagregowany enzym staje si¢
tym samym nieaktywny, a cykl Krebsa zostaje zahamowany. Wykazano takze, ze miedz zaburza
dojrzewanie klastrow zelazowo-siarkowych, poprzez hamowanie aktywnos$ci bialek
montazowych w mitochondriach lub tez konkurujac z jonami zelaza o miejsca wigzania.
Klastry Fe-S, obecne s3 m.in. w enzymach bioragcych udziat w cyklu Krebsa, zatem ich

zaburzenie, hamuje aktywno$¢ tych enzyméw i réwniez blokuje cykl.3*

Zablokowanie cyklu
Krebsa prowadzi do niewystarczajacej produkcji ATP, nadmiernego stresu metabolicznego
i proteotoksycznego w mitochondriach, a podwyzszony poziom miedzi wzmaga produkcje
reaktywnych form tlenu. Zaburzenia te wplywaja ostatecznie na $mier¢ komorek.®
Indukowana kuproptoza moze stanowi¢ alternatywny sposob leczenia nowotwordow.
Komorki nowotworowe wykazuja nadmierng aktywnos$¢ tancucha oddechowego, zatem
lokalne zwigkszenie ste¢zania miedzi pozwala na selektywne niszczenie komorek wykazujacych

duzg zaleznoé¢ od mitochondrialnego metabolizmu. 33

1.3 Labilna pula jonow metali

Jony metali w komdrkach nie wystepuja jako wolne jony, lecz pozostajg zwigzane z ligandami
niskoczgsteczkowymi lub z biatkami, tworzac wysokoczasteczkowe kompleksy. Obie formy
sktadaja si¢ na catkowita pul¢ jonow metali. Pojecie to nie dostarcza jednak informacji
o rzeczywistej dostepnosci biologicznej jonow zdolnych do dynamicznego dziatania. Z tego
wzgledu wprowadzono pojecie labilnej puli jondw metali (nazywanych réwniez
wymienialnymi). Pule tg tworzg nieorganiczne lub organiczne kompleksy niskoczasteczkowe.
Jony Zn(II) wigzane mogg by¢ m.in. przez chlorki lub fosforany, a takze glutation, cytrynian,

czy aminokwasy,!*%

a jony Cu(l), wystepujace wewnatrzkomorkowo, tworza organiczne
kompleksy gtéwnie z glutationem lub cysteing.®®*° Pojecie labilnej puli jonéw metali in vivo
czgsto mylone jest ze stezeniem wolnych jonow, ktdre wystepuja np. w roztworze in vitro, jako

jony niezwigzane z liganami.
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Dostepnos¢ jondéw Zn(Il) 1 Cu(l)/Cu(Il) rézni si¢ o wiele rzgddw- stezenie wolnych
jonow Zn(II) wynosi okoto 1071° M, a stezenie Cu(I)/Cu(II) okoto 10'® M, co stanowi okoto
jeden jon Cu(I)/Cu(Il) na komoérke.”*> Mozna wiec zatozyé, Ze pojecie wolnych jonow
w kontek$cie jonow miedzi praktycznie nie istnieje. Wynika to z réznic we wlasciwosciach
chemicznych, rolach biologicznych oraz toksycznosci tych metali. Jak wspomniano wyzej, jony
miedzi posiadaja wlasciwosci redoks i moga przyczyniaé si¢ do generowania silnie
reaktywnych rodnikéw hydroksylowych, poprzez udziat w reakcjach podobnych do reakcji
Fentona, przez co moga prowadzi¢ do uszkodzen DNA, lipidow czy biatek.*>* Jony Zn(II) nie
wykazujg takich wilasciwosci, co sprawia ze sg mniej toksycznymi dla komorek jonami.
Dodatkowo, jony Cu(I)/Cu(Il) wigzane sg przez znacznie mniejszg ilo$ci biatek niz jony Zn(II).
Miedz swoje funkcje pelni glownie w biatkach enzymatycznych, a Zn(II) petni zaréwno rolg
kofaktora, jak 1 stabilizatora wielu bialek cynkowo-zaleznych, nie tylko w enzymach. Wolny
cynk dziata takze jako aktywator wielu $ciezek sygnatowych, przez co jego stg¢zenie musi by¢
wyzsze, ale wcigz $cisle kontrolowane.

Za kontrole wolnych stezen metali odpowiada szereg biatek transporterowych oraz
biatka buforujace- metalotioneiny. Kontrola ta jest podobna do buforowania stezenia jonéw
H" w koncepcji pH (Henderson-Hasselbalch), zgodnie z ktorg pH zalezy od stosunku formy
kwasowej (sprotonowanej) do zasadowej (zdeprotonowanej). Przektadajac ten koncept na
labilng pul¢ metali, pZn lub pCu, czyli ujemny logaryt ze stezenia labilnego Zn(II) lub
Cu(I)/Cu(Il), odpowiada relacji pomiedzy stezeniami form apo oraz holometalobiatek.”
Dodatkowo, za utrzymanie odpowiednich stezen labilnych jonéw metali odpowiadaja
powinowactwa metali do biatek- im wyzsze powinowactwo, tym nizsze st¢zenie wolnych

jonow, co thumaczy rowniez znacznie nizszg dostgpnos¢ jonow Cu(l)/Cu(Il) wzgledem Zn(II).

1.4 Miejsca wigzace Cu(I)/Cu(Il) oraz Zn(II) w bialkach

Jak wspomniano wcze$niej, jony cynku wystepuja na drugim stopniu utlenienia, podczas gdy
jony miedzi w zaleznos$ci od srodowiska wystepuja na pierwszym lub drugim stopniu. Zaro6wno
Zn(1), jak 1 Cu(Il) wedtug teorii twardych 1 migkkich kwasow 1 zasad Pearsona HSAB (ang.
hard and soft acids and bases) sg posrednimi kwasami, a jony Cu(I) miekkimi kwasami.”®
Zn(Il) jest jednak twardszym jonem niz Cu(Il), zatem preferuje twardsze zasady i w biatkach
jest koordynowany przewaznie przez atomy tlenu lub azotu reszt histydynowych, kwasu
glutaminowego, czy kwasu asparaginowego. Jony Cu(II) natomiast, bedace posrednim kwasem

posiadajacym bardziej miekki charakter, wykazuja preferencje wzgledem migkkich ligandow,
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takich jak atomy siarki lub azotu reszt cysteinowych, histydynowych, czy metioninowych. Jony
Cu(I) sa koordynowane natomiast przez atomy siarki, reszt cysteinowych lub metioninowych,
ktore sg najbardziej miekkimi zasadami.”*%®

Mimo posredniego charakteru Zn(II), jony te czesto koordynowane sg takze przez
atomy siarki, co obserwuje si¢ np. w palcach cynkowych, w ktorych Zn(II) koordynowany jest
przez dwie reszty cysteinowe i dwie reszty histydynowe- ZnCys,His,.!? Koordynacje Zn(II)
przez atomy siarki obserwuje si¢ rOwniez w metalotioneinach, w ktorych siedem jonoéw metalu
wigzanych jest przez 20 reszt cysteinowych.”>!® Powinowactwo jonéw miedzi, zwlaszcza
Cu(I), do tych migkkich zasad jest jednak znacznie wyzsze, zatem Zn(Il) moze by¢ wypierany
z miejsc wigzania i zastepowany jonami Cu(I)/Cu(Il). Taka konkurencj¢ obserwuje si¢ m.in.
w metalotioneinach, co zostanie doktadniej opisane w czeéci wynikowej pracy.

Jony te oprocz charakteru ro6znig si¢ takze geometrig tworzonych kompleksow. Jony
Zn(II) tworza przewaznie kompleksy o geometrii tetraedrycznej, z liczba koordynacji rowna 4.
Jednakze ze wzgledu na niski koszt energetyczny przej$¢ pomiedzy réznymi geometriami,
Zn(Il) moze takze przyjmowaé liczbe koordynacji rowng 5 (bipiramida trygonalna) czy
6 (oktaedr).!! Jony Cu(Il), tworzg zréznicowane formy- od komplekséw ptasko-kwadratowych
po zdeformowany oktaedr o liczbach koordynacyjnych 4-6. Deformacja ta polegajaca na
wydtuzeniu osiowym, wynika z silnego efektu Jahna-Tellera, gdyz jon Cu(Il) posiada jeden
niesparowany elektron na orbitalu d. Jony Cu(I) tworzg natomiast kompleksy dygonalne lub
trygonalne o liczbach 2 i 3.°1%2 Ta rézna geometria komplekséw biatkowych warunkuje ich
rozne funkcje.!”® Zatem, gdy jony Zn(II) zostang zastgpione jonami Cu(I)/Cu(Il) w miejscu
wigzania, ulozenie w przestrzeni tancucha polipeptydowego moze ulec zmianie, przez co biatko
moze traci¢ swoje funkcje lub dziatajac np. jako enzym nie uzyskiwac pelnej aktywnosci, co

W niniejszej pracy zostalo zaobserwowane dla dehydrogenazy sorbitolowe;.

1.5 Metalotioneiny

1.5.1 Rys historyczny

Podczas poszukiwan bialek wigzacych jony kadmu w latach 60. XX wieku odkryto
metalotioneing (MT). To mate bialko, zwigzane z jonami Cd(Il), wyizolowano z nerek
konskich.'* Kolejne lata, wraz z rozwojem technik izolacji i oczyszczania bialek, zaowocowaty
pozyskaniem metalotionein z innych zwierzat, a takze roélin czy mikroorganizméw,!%>!1°

a w roku 1974 wyizolowano pierwsza ludzka metalotioneine.!'! Podczas oczyszczania, za

pomoca chromatografii jonowymiennej, metalotioneiny wyizolowanej z watroby ludzkiej,
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zaobserwowano dwa piki $wiadczace o obecnosci dwoch biatek, nazywanych obecnie
metalotioneing 1 i metalotioneing 2. Analiza tychze bialek pozwolita stwierdzi¢, ze r6znig si¢
one nieznacznie, a inne czasy elucji powodowane byly obecnoscia dodatkowej reszty kwasu
asparaginowego w sekwencji MT2. Wykorzystanie wysokosprawnej chromatografii cieczowej
odwroconych faz HPLC (ang. high-performance liquid chromatography), umozliwito jeszcze
doktadniejszy rozdziat frakcji MT1 i identyfikacj¢ sze$ciu réznych form, dzi§ nazywanych

subizoformami MT1,'?

a w pozniejszym czasie odkryto dwie dodatkowe subizoformy MT1.
Kolejng izoforme- metalotioneine 3 odkryto w 1991 roku. Biatko to, bogate w jony cynku
1 miedzi wyizolowano z mozgu szczura, a ze wzglgdu na jego wtasciwosci hamujgce wzrost
neuronéw zostalo nazwane czynnikiem hamujacym wzrost (GIF, ang. growth inhibitory
factor).''>11 Dalszy rozwéj wiedzy na temat metalotionein pozwolit zaklasyfikowaé to biatko

jako kolejng izoforme. Analiza genomu w 1994 roku wykazala, Zze istnieje jeszcze jedna

izoforma, ktérg na podstawie homologii okre§lono jako MT4.!1°

1.5.2 Podzial metalotionein

Ludzkie metalotioneiny to stosunkowo male biatka o masie 6 000 / 7 000 Da, zawierajace
w swojej sekwencji okoto 60-70 reszt aminokwasowych, wsrdd ktérych az 20 to reszty
cysteinowe (z wyjatkiem MTI1B, ktora zawiera 21 Cys). Istotng cecha metalotionein, jest
réwniez to, ze w ich sekwencji reszty aromatyczne nie sg obecne, co znacznie utrudnia ich
badanie.!”’ Jak opisano powyzej, wyrdznia sie cztery izoformy metalotionein oraz osiem
subizoform MT1 (MT1A, MT1B, MT1E, MT1F, MT1G, MT1H, MTIM, MT1X). Izoformy te
r6znig si¢ lokalizacjg oraz wlasciwo$ciami, jednak ich sekwencja jest silnie konserwowana, co
przedstawiono na Rycinie 5. MT1 1 MT2, wydaja si¢ by¢ do siebie podobne i sg najbardziej
rozpowszechnione. Izoformy te zawieraja 61 reszt aminokwasowych (z wyjatkiem MTIG,
ktora zawiera 62 reszty) 1 nie sg biatkami tkankowo-specyficznymi, lecz wystepuja we
wszystkich tkankach i narzadach, gtéwnie w watrobie i nerkach.''® Dodatkowo, regulacja
ekspresji obu tych izoform moze by¢ regulowana przez zmieniajace si¢ stezenia jonoOw metali,
takich jak Zn(II), czy Cd(1I).'"” Indukcji ekspresji przez jony metali nie obserwuje sie dla dwoch
pozostatych izoform- MT3 i MT4.!'8 Oba te biatka nie wystepujg tez tak powszechnie, lecz
lokalizujg si¢ w konkretnych tkankach. MT3 wystepuje gtownie w osrodkowym uktadzie
nerwowym, a MT4 w nablonku plaskim skory i bton $luzowych.!” MT3 ma najdluzsza
sekwencje wsrod metalotionein, bo sktada si¢ z 68 reszt aminokwasowych, wsrod ktorych
wyrdznia sie dwa charakterystyczne rejony.!'” Od strony N-konca znajduje sie rejon bogaty

w reszty proliny- CPCP, ktory jest kluczowy dla zachowania aktywno$ci hamujacej wzrost
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neurondow, 14120

a od strony C-konca znajduje si¢ kwasna wstawka EAAEAE, ktéra obniza
stabilno$¢ klastrow metalicznych w domenie o, poprzez zwigkszenie ich dostgpnosci dla
rozpuszczalnika.'?! Te ujemnie natadowane reszty wptywaja tez na znaczne obnizenie punktu
izoelektrycznego do wartosci 4,79, podczas gdy dla innych izoform punkt ten jest powyzej 8,0.
MT4 jest najmniej zbadang izoforma 1 sklada si¢ z 62 reszt aminokwasowych. 1zoforma ta,
wydaje si¢ by¢ najbardziej zblizona sekwencyjnie do MT1, jednak w pozycji 5 ma dodatkowa
reszte kwasu glutaminowego.!!> Wszystkie izoformy réznig sie takze zdolnosciami do wigzania
jonéw metali i warto$ciami Kq tworzonych komplekséw. W niniejszej pracy scharakteryzowane
zostang dwie izoformy metalotionein- MT2 1 MT3, gdyz zgodnie z obecnymi doniesieniami ich

kompleksy miedziowe rdznig si¢ najbardziej i podczas gdy MT3 okreslana jest jako biatko

miedziowe, MT2 ma charakter cynkowy.!"’

\ 10 . 20 \ 30 . 40 \ 20 . 60 ,
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Rycina 5. Sekwencje izoform i subizoform ludzkich MT. Kolorem oznaczono reszty cysteinowe,
konserwowane we wszystkich biatkach oraz dodatkowa reszte cysteinowg w sekwencji MTI1B.
Dopasowanie wygenerowano uzywajac oprogramowania MAFT i zwizualizowano dzigki programowi
Jalview.2.11.4.1.

1.5.3 Struktura metalotionein

Metalotioneiny posiadajg znaczng ilo$¢ reszt cysteinowych, ktore stanowia okoto 30% calej
sekwencji, co widoczne jest na Rycinie 5. Ze wzgledu na duzg zawartos¢ tych reszt, bedacych
migkkimi zasadami, metalotioneiny stanowig idealny ligand dla migkkich jonoéw metali, takich
jak Cu(l), Ag(I), czy Cd(II) oraz dla jonéw o posrednim charakterze, jak np. Zn(I1I).*® Jony
metali w metalotioneinach koordynowane sa w dwdch domenach:  oraz a, w ktorych tworzone
sa klastry metalo-siarkowe.!”® Od strony N-konca znajduje sic mniejsza domena B, ktdora
z jonami dwuwarto$ciowymi tworzy klaster M(I1)3Cyso, natomiast od strony C-konca znajduje
sie domena o tworzaca klaster M(I)4Cys11.>11%122 Domeny potaczone sg krotkim tacznikiem
KKS, ktory wystepuje we wszystkich izoformach, z wyjatkiem MTIB, w ktoérej reszta

serynowa zamieniona jest na reszte cesteinowa oraz MT4, w ktorej pierwsza reszta lizynowa
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zamieniona jest na reszte argininowa.'?* Lacznik ten jest kluczowy dla zachowania stabilnosci
kompleksow, co udowodniono dla MT2, ktorej izolowane domeny w kompleksach z jonami
Zn(II) nie odzwierciedlaja powinowactw obserwowanych dla kompleksow catego biatka.'**
Mutacje MT3 w obrebie tego trzyaminokwasowego linkera powodowaty obnizenie stabilnosci
kompleksow cynkowych oraz miedziowych, poprzez rozluznianie klastra w domenie f.
Catkowita zmiana sekwencji na dwuaminokwasowy fragment SP, prowadzila nawet do utraty
poprawnej geometrii wigzan, zaburzajac konformacje.!”® Co ciekawe, wykazano rowniez
kluczowos¢ tego fragmentu dla zachowania wlasciwosci MT3 do hamowania wzrostu
neurondéw, podobnie jak zaobserwowano dla fragmentu bogatego w reszty proliny.'?
Struktura domenowa nie jest widoczna dla tionein, czyli metalotionein niewysyconych
metalem. Apobialka sg silnie nieuporzadkowane, elastyczne i dynamiczne. Ze wzglgdu na duza
zawarto$¢ reszt cysteinowych oraz brak reszt aromatycznych i1 niewielka ilo$¢ reszt
hydrofobowych bialka te pozbawiane sg elementdéw stabilizujacych strukture. Wyodrebnianie
dwoch domen oraz strukturyzowanie metalotionein nastepuje dopiero po zwigzaniu jonow
metali. Strukturyzacja ta polega na organizowaniu si¢ szkieletu polipeptydowego wokot
klastrow metalo-siarkowych, stabilizowanych przez jony Zn(Il), Cd(Il), czy Cu(l), a nie na

tworzeniu klasycznych elementdw struktury drugorzedowej, jak np. a-helis, czy p-kartek.!%

A B

( 1 \)C-koniec \//’ N-koniec

B-domena a-domena C-koniec
4MT2 1RJU

Rycina 6. Struktura krystaliczna kompleksu szczurzej MT z jonami Zn(Il) i Cd(I) (4MT2) oraz
drozdzowej Saccharomyces cerevisiae metalotioneiny z jonami Cu(I) (1RJU). Do wizualizacji struktur
wykorzystano oproframowanie Chimera 1.19.

Brak tych elementow sprawia, ze metalotioneiny sg bialtkami dynamicznymi, czyniac je
trudnymi do krystalizacji. Otrzymywanie krysztatow jest dodatkowo utrudnione przez maty
rozmiar tych biatek. Z tego wzgledu w bazie PDB znalez¢ mozna jedynie dwie struktury
krystaliczne metalotionein. Pierwsza z nich to izolowany kompleks mieszany szczurzej MT2,
zawierajacy jony Zn(II) 1 Cd(II) (Ryc. 6A). Kompleks ten otrzymano poprzez indukcje ekspresji
MT za pomocg dozylnych iniekcji soli CdSO4. Pomimo wysokiego stezenia Cd(II) otrzymane
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biatko nie bylo homometalicznym kompleksem kadmowym, lecz oprocz pigciu jondéw Cd(II)
zawierato takze dwa jony Zn(II).'?? Druga struktura krystaliczna to drozdzowa, skrocona
metalotioneina z Saccharomyces cerevisiae, zwigzana z jonami Cu(I) (Ryc. 6B). Do jej
krystalizacji wykorzystano bialko otrzymane przy uzyciu mikrofalowego syntezatora
peptydow, ktore wysycane bylo jonami Cu(I), pochodzacymi z redukcji Cu(Il) w obecnosci
2-merkaptoetanolu jako reduktora. '

Jony dwuwartosciowe, jak Zn(Il) czy Cd(II), koordynowane sa w geometrii
tetraedrycznej, a ich liczba koordynacyjna to 4. Bioragc pod uwage fakt, iz metalotioneiny moga

zwiazaé do siedmiu takich jonow, %127

wymagane bytoby 28 reszt cysteinowych na utworzenie
pojedynczych wigzan donor-akceptor. Metalotioneiny posiadaja jednak 20 reszt, w zwigzku
z czym w koordynacj¢ jondw metali, oprocz wigzan pojedynczych zaangazowane sg réwniez
wigzania mostkujace, w ktorych atom siarki koordynuje dwa jony metali rdwnoczesnie. Uwaza
si¢, ze w domenie B, podczas wigzania trzech jondw dwuwartosciowych, trzy atomy siarki reszt
cysteinowych tworza wigzania mostkujace, a pozostale szes¢ tworzy pojedyncze wigzania
donor-akceptor. W domenie a, ktora moze zwigzaé do czterech jonéw dwuwartosciowych, pigc
reszt tworzy wigzania mostkujace, a kolejne sze$¢ domyka centrum koordynacyjne.!''® Takie
wigzanie umozliwia wigksze upakowanie klastréw, utrzymanie odpowiedniej struktury oraz
pozwala na roéznicowanie powinowactw miejsc wigzania. Pomimo podobnych wtasciwosci
koordynacyjnych jonéw Zn(Il) 1 Cd(II), sposéb metalacji MT2 rozni si¢, co udowodniono
w Zakladzie Chemii Biologicznej.!*® Wykorzystujac spektrometrie¢ mas i symulacje dynamiki
molekularnej, Peris-Diaz i1 inni wykazali, Ze pierwsze cztery jony Zn(Il) nie wykazuja
preferencji wzgledem, ktorej§ zdomen 1 wigza si¢ do obu z nich koordynujac do jak najwigkszej
liczby reszt cysteinowych, a jony Cd(II) tworza najpierw klaster CdsCysii w domenie a,
a dopiero kolejne jony wysycajg domeng B.'?® Jony Cu(I) posiadajg inng geometrig i liczby
koordynacyjne, zatem zaro6wno stechiometria, jak i1 koordynacja metalotionein z tymi
jednowarto$ciowymi jonami metali moze si¢ r6zni€. Dlatego tez w niniejszej pracy podjeto si¢
proby zbadania klastrow miedziowych oraz miedziowo-cynkowych w domenach dwoch

izoform metalotionein- MT2 1 MT3.

1.5.4 Wyzwania w pracy z metalotioneinami

Jak wspomniano wcze$niej, metalotioneiny sg problematycznymi biatkami do krystalizacji, ze
wzgledu na ich dynamiczng strukture oraz maty rozmiar, przez co w bazie PDB dostgpne sa
jedynie dwie struktury krystaliczne. Technika NMR (spektroskopia magnetycznego rezonansu

jadrowego, ang. nuclear magnetic resonance), ktora rowniez pozwala na badanie struktur,
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umozliwita poznanie wigkszej ilosci struktur metalotionein z réznych organizmoéw, jednak te
nie obejmuja w wigkszosci catej sekwencji biatka, lecz jedynie izolowane domeny. Struktury
te dodatkowo, dotycza przewaznie kompleksow kadmowych, gdyz kadm posiada dwa stabilne
izotopy ''Cd i ''*Cd o spinie Y5, przez co jony Cd(II) da sie obserwowaé na widmach. Uzyskane
struktury biatek kadmowych czgsto przeklada si¢ na kompleksy cynkowe, poniewaz jony
Cd(II) wykorzystywane sg jako sondy izostrukturalne dla jonéw Zn(II), ktore sa niewidoczne
na widmach NMR.'” Oba metale- Cd(II) i Zn(Il) posiadaja podobne wlasciwosci
koordynacyjne, przez co tworzone kompleksy mogg by¢ podobne. Jednakze ze wzgledu na
réznice w ich rozmiarach, utozenie lancucha polipeptydowego moze byé inne. 2”13

Analiza kompleksow miedziowych MT, z wykorzystaniem NMR jest trudniejsza niz
kompleksow kadmowych. Jony Cu(I) sa niewidoczne na widmach, przez co ich wigzanie da si¢
obserwowa¢ jedynie posrednio, poprzez przesunig¢cia aminokwasow koordynujacych metal.
Jedyna strukturg NMR miedziowych kompleksow catych metalotionein, jest drozdzowa
metalotioneina CUP1 z Saccharomyces cerevisiae.'>® W biatku tym osiem jonéw Cu(l)
wigzanych jest w jednym klastrze, przez dwanascie reszt cysteinowych, z ktorych osiem tworzy
wigzania mostkujace. Oznacza to, ze w kompleksie Cu(I)sCUP1 obserwuje si¢ zarowno
geometri¢ dygonalna, jak i trygonalng jonow Cu(l). Peterson i inni, wskazali, ze dominuje
geometria trygonalna, a geometri¢ dygonalng obserwuje si¢ na brzegach klastra. Analogiczna
analize wykonali oni takze dla kompleksu z jonami Ag(I)."*! Podobnie jak Cd(II) dla jonow
Zn(Il), tak 1 Ag(I) dla jonéw Cu(I) wykorzystywane jest jako sonda izostrukturalna
i podobnie jak opisywano dla Cd(II) i Zn(II), metale te roznig sie rozmiarem.'* Jednak
w przypadku metalotioneiny CUP1, klastry z Cu(I) 1 Ag(I) byly do siebie podobne, a rdéznice
obserwowano jedynie w uloZeniu N-konca taficucha polipeptydowego.'3!

Brak aminokwasdéw aromatycznych w sekwencji metalotionein powoduje, ze bialka te
nie posiadaja chromoforéw w swojej strukturze. W zwiagzku z tym, nie wykazuja one wiasne;j
absorpcji podczas eksperymentow spektroskopowych. Sledzenie procesu metalacji, czyli
wigzania jonow metalu przez biatko, jest mozliwe dzigki absorpcji jonoéw metalu. Jednakze
metale o konfiguracji d'°, takie jak Zn(II) czy Cu(I), s nieme spektroskopowo. Ich wigzanie
do metalotionein mozliwe jest dzigki obserwacji pasm LMCT (przejécie z przeniesieniem
tadunku z liganda na metal, ang. ligand-to-metal charge transfer). W zaleznosci od jonu metalu
oraz liganda, pasmo to obserwuje si¢ przy innej dtugosci fali 1 dla przejs¢ CysS-Zn(II) widoczne
jest przy 210-220 nm, a dla CysS-Cu(I) przy 240-260 nm.''*!33 Brak struktur chromoforowych
w sekwencji MT powoduje rowniez, ze biatka te nie wykazuja luminescencji. Jednak klastry

metalo-siarkowe, pomimo braku aminokwasow aromatycznych, moga dziata¢ jako luminofory,
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co obserwowano dla kompleksow metalotionein z jonami Cu(I) i Ag(I).!3*13¢ W klastrach tych
jony metali sg blisko siebie, przez co ich orbitale moga naktadac¢ si¢ na siebie, powodujac tym
samym obnizenie energii przejs¢ LMCT, podczas ktorych elektron z orbitalu siarki moze
przej$¢ na pusty orbital jonu metalu. Powrot z tego stanu, do stanu podstawowego moze
powodowaé emisje $wiatta.!*’” Luminescencja dla klastrow cynkowych obserwowana jest
znacznie rzadziej. Jony Zn(Il) sa mniejszymi jonami niz jony Cu(l) i1 sg bardziej
elektrostatyczne, a dodatkowo metalotioneina moze zwigza¢ mniej jondw dwuwarto$ciowych
niz jednowartosciowych. Czynniki te powoduja, ze odleglosci pomigdzy jonami Zn(II)
w klastrach sg wigksze, a orbitale nie naktadajg si¢, przez co do wzbudzenia potrzebna jest
wieksza energia.!*8

Metalotioneiny nie posiadaja tez klasycznych elementoéw struktury drugorzedowe;j, jak
a-helisy, czy B-kartki, przez co widma CD nie daja informacji o strukturze biatka. Jednak ze
wzgledu na obecnos$¢ przejs¢ LMCT podczas metalacji biatek, widma CD sa informatywne
i pozwalaja na badanie sposobu wigzania jondw metali, ich koordynacji oraz procesu

formowania klastrow. '8

1.5.5 Regulacja ekspresji MT

Metalotioneiny wystepuja w calym organizmie, a ich st¢zenie zalezy od tkanki, czy
konkretnego organellum. Bialka te moga wystgpowaé zar6wno w cytozolu, jak
i w poszczegdlnych kompartmentach, takich jak jadro komoérkowe czy mitochondria.!3%140
Wystepuja réwniez zewnatrzkomorkowo 1 zaleznie od rodzaju komorki mogg by¢ wydzielane
lub pobierane.!?”!*! Stezenie tychze biatek jest zmienne i regulowane na poziomie ekspresji
w odpowiedzi na zmieniajace si¢ warunki srodowiskowe 1 fizjologiczne. Regulacja ekspresji
genoéw metalotionein zalezy od izoformy, w zwigzku z tym MT1-4 nie r6znig si¢ jedynie
lokalizacja i sekwencja, ale takZze sposobem kontroli aktywnosci genow.!*> MT1 i MT2,
wystepuja powszechnie, we wszystkich tkankach, a ich ekspresja regulowana jest na poziomie
transkrypcyjnym 1 indukowana przez metale, takie jak Zn(Il), Cd(Il), czy Cu(l),
glukokortykoidy, cytokiny lub rézne czynniki stresu oksydacyjnego.!?* Czynniki te oddziatujac
z odpowiednimi sekwencjami regulatorowymi obecnymi w regionie promotorowym
5’ aktywuja ekspresje¢ metalotionein. Jony metali nie oddzialujg jednak bezposrednio
z sekwencja regulatorowa MRE (ang. metal response element), lecz wiaza si¢ z czynnikiem
transkrypcyjnym MTF-1 (ang. metal regulatory transcription factor 1). Dopiero taki czynnik,
aktywowany jonem metalu, moze rozpoznawac¢ sekwencje MRE 1 indukowac ekspresje genow

MT1 i MT2.!23:143 Regulacja ekspresji MT3, ktora wystepuje gtéwnie w osrodkowym uktadzie
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nerwowym nie jest tak dobrze poznana, ale wydaje si¢, ze nie jest silnie zalezna od jonéw
metali, chociaz jej gen zawiera sekwencj¢ MRE. Udowodniono, ze gléwnym czynnikiem
regulacyjnym gen MT3 jest HIF-1 (ang. hypoxia-inducible factor 1), ktéry w warunkach
hipoksji rozpoznaje sekwencjec HRE (ang. hypoxia response element). W warunkach
niedotlenienia, zaobserwowano wzrost poziomu transkryptu MT3, co sugeruje, ze biatko to
moze chronié¢ neurony przed stresem metabolicznym.!!>!%? Ekspresja MT4, ktéra wystepuje
glownie w nablonku wielowarstwowym, jest najmniej poznanym procesem, a czynniki ja
regulujgce nie zostaly scharakteryzowane. Wydaje si¢, ze ekspresja genu tej izoformy
powiazana jest z procesami roznicowania komorek.'*#!4> Jednak brak petnej charakterystyki,
zardwno ekspresji, jak i kompleksow z metalami metalotioneiny 4, czynig tg izoform¢ najmnie;j
poznang. Nalezy rowniez zaznaczy¢, ze ekspresja izoform metalotionein moze by¢ réwniez
regulowana epigenetycznie, poprzez metylacje promotorow, co zaobserwowano dla niektorych

nowotworow. 46

1.5.6 Funkcje metalotionein
Zréznicowane mechanizmy regulacyjne gendéw metalotionein ukazujg istot¢ tych bialek
i odzwierciedlaja wyspecjalizowane funkcje poszczegdlnych izoform. Ze wzgledu na odkrycie
metalotionein jako bialek bogatych w jony Cd(II), przez dlugi czas uwazano, ze ich gtowna
funkcja jest wigzanie jondéw metali ciezkich.!?? Do metali tych oprocz jonow Cd(I), zaliczaja
si¢ takze jony Pb(II), Hg(II), czy Ag(I). Jony te sa migkkimi kwasami, zatem wykazujg wysokie
powinowactwo wzgledem donoréw siarkowych, a utworzone kompleksy sa wysoce stabilne,
dzigki czemu metal nie reaguje z innymi biatkami, czy DNA. W niektorych typach komorek,
kompleks metalotioneiny z metalem ci¢zkim moze by¢ transportowany do lizosomow,
w ktorych biatko ulega degradacji, a metal zostaje wydalony z komérki.'*'*” Dodatkowo,
dzigki temu ze jony Cd(II) indukuja ekspresje dwoch izoform MT, wptywaja tez na zwigkszenie
ochrony przed tymi toksycznymi jonami.'?* Jednakze przez to, ze jony Cd(II) wigzg sic do MT
z wyzszym powinowactwem niz jony Zn(II), moga wypiera¢ je z miejsc wigzania, przez co MT
tracg swoje funkcje i nie moga dziata¢ jako bufor metaliczny, co moze zaburza¢ homeostazg
kluczowych jonow metali.!*®

Buforowanie, ktore udowodniono dla jonéw Zn(II), jest kolejng istotng funkcjg MT.'¥
Zdolno$¢ do buforowania jondw metali, biatko to zawdzigcza swojej duzej pojemnosci
1 mozliwosci wigzania do siedmiu jondw metali dwuwarto$ciowych i jeszcze wigkszej ilosci
jonéw jednowartosciowych. Co wigcej, jony koordynujace do dwoch domen- a i , majg rézne

powinowactwa do miejsc wigzania.'* Wykazano, ze stabe, umiarkowane i mocne miejsca
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Zn(I) w MT zaleza od sposobu metalacji i wymagaja oddzialywan miedzydomenowych. 24128
Powinowactwo stabych i umiarkowanych miejsc wigzania waha si¢ w zakresie piko- do
nanomolowego, co odpowiada stezeniu wolnych jondéw Zn(Il) w komoérkach. Zatem
w zalezno$ci od stgzenia wolnego metalu, MT moze zmieniaé swoj stopien wysycenia
1 wystepowac jako kompleks nie w pelni wysycony, lecz tworzy¢ formy ZnsMT, ZnsMT lub
ZnsMT. Dzi¢ki temu biatko to ma wcigz wolne miejsce do wigzania jonéw 1 moze dziata¢ jako
akceptor, ale takze jako donor jonéw, gdyz moze odda¢ zwigzane jony metalu do odpowiednich
cynkowo-zaleznych bialek.”%!%%1%° 7 funkcja ta powiazane jest dziatanie metalotionein jako
rezerwuaru niezbednych jonow metali- Zn(II) 1 Cu(I). Biatka te moga wykazywac cechy biatek
chaperonowych (biatek opiekunczych) i dziata¢ réwniez jako transportery tychze jonéw do
nowo zsyntezowanych biatek, czy enzymoéw, a takze do odpowiednich kompartmentow
komorkowych.!4?

Dzigki funkcji transportujacej, metalotioneiny mogg bra¢ réwniez udziat w ochronie
przed stresem oksydacyjnym. Jednym z enzyméw neutralizujacych reaktywne formy tlenu
(RFT) jest dysmutaza ponadtlenkowa, ktora jest enzymem zaleznym od cynku i miedzi.
Metalotioneina moze wigc posrednio wplywaé na ochrong przed stresem oksydacyjnym,
poprzez transport tychze jonéw do apoenzymu.'*? Jednak rola metalotionein w zapobieganiu
uszkodzen oksydacyjnych nie jest jedynie posrednia. Biatka te zawieraja znaczng ilo$¢ reszt
cysteinowych, ktérych grupy tiolowe moga bezposrednio reagowaé¢ z wolnymi rodnikami,
dziatajac jako zmiatacz reaktywnych form tlenu, azotu, czy siarki. W efekcie, reszty cysteinowe
ulegaja utlenieniu, a powstajace mostki disulfidowe, powoduja uwolnienie jondéw
metali.!%%1%3150 Jony te moga nastepnie aktywowaé ekspresje gendow MT, co bedzie wzmagaé

ochrone.!??

Dodatkowo, metalotioneiny tworzg stabilne kompleksy z jonami Cu(l),
zapobiegajac tym samym ich aktywnosci redoksowej. Jony Cu(I) zwigzane w kompleksie, nie
mogg generowa¢ RFT na drodze reakcji podobnych do reakcji Fentona.'™!

MT3 jest szczegllng izoforma, gdyz oprocz funkcji wymienionych powyzej, pelni
unikalng role w uktadzie nerwowym, gdzie hamuje wzrost aksonéw i dendrytéw.!'>!'* Badania
na modelach mysich z nadekspresja tego biatka potwierdzity zdolno$¢ MT3 do hamowania
regeneracji witokien nerwowych, co wskazuje na ich istotny wplyw na plastycznosé
neuronéw.'>? Z kolei myszy pozbawione genu MT3 wykazywaty zwiekszong podatno$¢ na
uszkodzenia oksydacyjne, co podkre$la ochronng role tej izoformy w warunkach stresu.!>* Co
istotne, w przebiegu choroby Alzheimera stwierdzono obnizony poziom MT3, co moze

prowadzi¢ do nasilenia stresu oksydacyjnego, zaburzen homeostazy cynku i1 miedzi

w neuronach oraz sprzyja¢ agregacji peptydow B-amyloidu poprzez wzrost st¢zenia wolnych
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jonow Cu(I).'"* Powigzanie obnizonego poziomu MT3 ze wzrostem poziomu Cu(I) wydaje sie
wigc istotne.

Udowodniono powstawanie kompleksow mieszanych- miedziowo-cynkowych MT3,
takich jak, Cu(I)aZn3;4MT3x (indeks ,,0x” oznacza utlenione biatko) i Cu(I)eZnsMT3,!16:154
a sama MT3 nazywana jest biatkiem miedziowym. Wydaje si¢ wigc, ze izoforma ta jest

szczegOlnie wazna w regulacji gospodarki Cu(I)/Cu(Il) w mozgu.

1.5.7 Metalotioneiny miedziowo-cynkowe

Dwie wspomniane powyzej formy komplekséw mieszanych- Cu(1)sZn3.sMT3ox
1 Cu(I)eZnsMT3, nie s3g jedynymi miedziowo-cynkowymi kompleksami izolowanymi
z organizméw. W pierwszej wyizolowanej metalotioneinie, ktdra pochodzita z nerek konskich
i byta bogata w jony kadmu, wykryto niewielkg ilo§¢ miedzi.'® W oku okre$lono stechiometrie
metalotionein jako Cu(I)iZneMT,'>> a analiza bialka z watroby ludzkiej, pozwolita wykry¢
Sladowe ilo$ci miedzi, bo okoto 0,1 roéwnowaznika molowego Cu(l) na czasteczke
metalotioneiny.!!! Nie jest jasne, czy ilo§¢ miedzi w kompleksach jest determinowana przez
specyfike metabolizmu miedzi w danej tkance, czy wynika z roéznic metabolizmu
w poszczegodlnych przedzialach komérkowych.!” Wykazano, ze w watrobie szybko rosnace;
nornicy rudej stezenie cytozolowego kompleksu cynkowego maleje, a rosnie stezenie
jadrowego kompleksu miedziowego, co moze sugerowac transport metalotioneiny w komorce
i zastgpienie jonéw Zn(II) przez jony Cu(l).'>® Wypieranie jonéw Zn(II) z komplekséw MT,
przez wigzace si¢ jony Cu(Il), powodowane jest powinowactwem. Jony Cu(l), jako bardziej
migkkie kwasy, cechuja si¢ wyzszym powinowactwem wzgledem ugrupowan tiolowych,
bedacych migkkimi zasadami. Obecne badania wskazuja, ze jony Cu(I), podobnie jak jony
Zn(1l), wykazujg zr6znicowane powinowactwa wzgledem miejsc wigzania w metalotioneinach.
Mozliwe jest wiec, ze kompleksy takie moga funkcjonowac jako bufor metaliczny zaréwno dla
jonéw Zn(Il), jak 1 Cu(l). Jednakze wartosci Kq zostaly oszacowane za pomocg spektrometrii
mas, wiec moga by¢ obarczone bledem.!>’'" W niniejszej pracy wyznaczono dokladnie
wartosci tych stalych 1 podjeto si¢ proby okreslenia roli miedziowych komplekséw
metalotionein.

Warto zaznaczy¢ takze, ze pomiedzy izoformami zauwaza si¢ réznice w preferencji do
tworzenia mieszanych komplekséw miedziowo-cynkowych.'®! Izolowane z watroby ssaczej
MT1 i MT2 posiadaty zazwyczaj siedem jonow Zn(II).'$?> Natomiast kompleksy MT3 i MT4
izolowane odpowiednio z mozgu 1 nablonka, byly kompleksami heterometalicznymi

1 zawieraty jony Zn(Il) 1 Cu(I). Gdy poziom jonoéw Cu(I) byl podwyzszony, jak np. podczas
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choroby Wilsona, metalotioneiny odgrywaty istotng rol¢ w wigzaniu 1 detoksykacji Cu(I).
Podczas takich zaburzen homeostazy nawet MT1 i MT2, izolowane byty jako biatka bogate
w jony Cu(I).!63

Co ciekawe, nie wyizolowano do tej pory metalotioneiny zawierajacej tylko jony Cu(I),
a jedynie kompleksy mieszane- Cu(1)xZnyMT. Nalezy wspomnie¢, ze kompleksy kadmowe
réwniez nie s3 homometaliczne, a metalotioneina wraz z jonami Cd(Il), koordynuje jony Zn(II).
Nawet przy indukcji ekspresji jonami Cd(II), powstaje forma zawierajaca pie¢ jonow Cd(II)
oraz dwa jony Zn(Il), co przedstawiono na Rycinie 6A.'”> Mozna wiec przypuszczaé, ze
dziatanie MT jako rezerwuar jonéw Zn(II) jest nadrzedng funkcja tych biatek. Obecno$¢ jonow
Zn(Il) w kompleksach mieszanych moze by¢ tlumaczona takze faktem, ze MT zaraz
po translacji biatka (tioneiny) wigze jony Zn(Il), a inne jony, takie jak Cu(I) czy Cd(Il) wiaza

si¢ do formy czgsciowo, lub w pelni wysyconej Zn(Il), co schematycznie przedstawiono na

Rycinie 7.

Cu(l) Cu(ll)
utleniacz
[ Cu,Zn; MT 4_[ Cu,Zn,_MT,, ]
reduktor

Rycina 7. Szlaki powstawania mieszanych komplekséw w formie zredukowanej CuyZn; MT
i utlenionej CuxZn7,MT (indeks ,,0x” oznacza utleniony kompleks). Rycina stworzona na podstawie
Krezel A, Maret W. Chem Rev. 2021.'%°

Maksymalna liczba jonow zwigzanych w kompleksie mieszanym, nie musi wynosi¢ 7,
gdyz wymiana Zn(Il) na Cu(l) nie zachodzi w stosunku 1:1. Ze wzgledu na inng liczbe
koordynacji 1 geometri¢ tych jondéw maksymalne wysycenie jonami Cu(I), nastgpuje po
zwigzaniu innej liczby jondw. Obecnie sugeruje si¢, ze metalotioneina moze zwigza¢ do
dwunastu jonow Cu(l), tworzac dwa domenowe klastry Cu(I)sCyso9 w domenie [ oraz
Cu()sCys11 w domenie o.!3616L164165 7o nomocg spektrometrii mas wykazano, ze biatka te
moga zwigza¢ do trzynastu jonow Cu(l), a przy duzym nadmiarze metalu, nawet
dwadziescia.!*15%1 Stechiometria Cu(I)20MT, sugeruje liniowg geometrie jonu metalu oraz
wigzania mostkujace wszystkich atomow siarki reszt cysteinowych.

Metalotioneiny ~wystepuja rowniez zewnatrzkomorkowo,'?”  gdzie potencjal

oksydoredukcyjny jest wyzszy. W $rodowisku takim powstawaé beda kompleksy utlenione,
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poniewaz dominujaca forma miedzi w warunkach nieredukujacych jest Cu(II).'*”-16® Podczas
oddzialywania MT z jonami Cu(Il), jony metalu sg redukowane do Cu(l) z rownoczesnym
utlenianiem reszt cysteinowych, co skutkuje powstaniem mostkéw disulfidowych. Redukcja
metalu jest reakcjag jednoelektronowa, podczas gdy powstawanie mostkéw jest
dwuelektronowe. Oznacza to, ze podczas tworzenia jednego wigzania S-S, redukcji ulegaja dwa
jony metalu. Mechanizm tej reakcji obejmuje tworzenie posredniego anionorodnika
disiarczkowego (DRA, ang. disulfide radical anion) po redukcji pierwszego jonu Cu(Il),
a redukcja kolejnego jonu skutkuje powstaniem mostka disulfidowego, co przedstawiono na
Rycinie 8.'® Calvo i wspolpracownicy wykazali, Zze podczas tworzenia kompleksu
Cu(1)4ZnsMT3ox, rodnik ten jest stabilny na powietrzu, a jego czas zycia mierzony jest
w sekundach. Wyjatkowe wlasciwosci DRA ttumacza oni bliskim sgsiedztwem i sprzezeniem
z jonem metalu.'®® Powstaly kompleks Cu(I)aZnsMT3o, ma réwniez niespotykane dla
biatkowych komplekséw miedziowych wlasciwosci, 1 podobnie jak anionorodnik disiarczkowy
jest niewrazliwy na utlenianie 1 nie wymaga pracy w warunkach anaerobowych. Jego
stabilno$¢, podobnie jak stabilno$¢ DRA, thumaczy si¢ naktadaniem si¢ orbitali d'°-d'® jonow
Cu(I). Izolacja takiej formy kompleksowej z mozgu czyni go jeszcze ciekawszym, przez co

forma ta byta intensywnie badana.!!*-16

Klaster Zn,Cys, Anionorodnik Klaster Cu,Cys;
disiarczkowy (DRA) (model)

Rycina 8. Schemat wigzania jonow Cu(l), pochodzacych z redukcji Cu(Il) do domeny B-MT3,
z uwzglednieniem produktu posredniego. Zaadaptowano z Calvo JS, et al. J Am Chem Soc. 2022.'%°

Jak wspomniano wczes$niej, MT3 nazywana jest biatkiem miedziowym. Udowodniono,
ze na ten charakter wptywaja niekoordynujace reszty aminokwasowe, takie jak fragment bogaty
w reszty proliny na N-koncu oraz kwasowa wstawka na C-koncu. Mutacje w resztach tych, do
odpowiednich reszt aminokwasowych obecnych w sekwencji MT2, powodowaly znaczne
obnizenie powinowactw jonow Cu(I) w kompleksie Cu(I)sZnsMT3.x.!" Fragment bogaty
w reszty proliny zapewnia wigkszg elastyczno$¢ tancucha polipeptydowego, a dodatkowo
obecno$¢ pieciocztonowych pierscieni wymusza utozenie w przestrzeni, ktére moze by¢

bardziej korzystne dla jondw o geometrii dygonalnej lub trygonalnej. Z kolei kwasowa wstawka
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umozliwia powstawanie wigzan wodorowych i oddzialywan miedzydomenowych.!'> MT2
opisywana jest jako biatko o najbardziej cynkowym charakterze i zgodnie z obecnym stanem
wiedzy, tworzy najstabsze kompleksy z Cu(I). Dlatego tez do charakterystyki kompleksow

miedziowych i miedziowo-cynkowych, wybrano te dwie izoformy o skrajnych wtasciwosciach.
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2. Cele pracy

Wiele lat badan nad metalotioneinami (MT) pozwolito opisa¢ zdolnosci tych bialek do wigzania
jonow Zn(II) 1 Cd(I1), co przyczynito si¢ do okreslenia ich funkcji t.j. buforowania jonow Zn(II)
oraz detoksyfikacji z jonow metali cig¢zkich, takich jak Cd(II). Jednak wiedza na temat
miedziowych oraz miedziowo-cynkowych kompleksow MT jest wcigz uboga, a wyniki
uzyskiwane przez rozne grupy badawcze sg czgsto sprzeczne. Dodatkowo, charakterystyka tych
kompleksow opiera si¢ w duzej mierze na badaniach z wykorzystaniem spektrometrii mas lub
na analizie wybranych form o okres§lonej stechiometrii, jak np. intensywnie badany kompleks
Cu(1)4ZnsMT3ox (gtowne za sprawg jego odpowrnosci na utlenianie). Brakuje zatem pelnego
opisu wszystkich tworzonych komplekséw czesciowo oraz catkowicie wysyconych, a wiedza
ta moglaby przynie$¢ wiele korzysci. Analiza sposobu wigzania i preferencyjnosci tworzenia
kompleksow miedziowych oraz miedziowo-cynkowych MT2 i MT3 pozwoli na okre$lenie
réznic pomiedzy izoformami, ktoére obecnie postrzegane sga jako biatka o odmiennym
charakterze, a takze na uzupelienie luk w wiedzy na temat chemii koordynacyjnej
metalotionein. Charakterystyka termodynamiczna tych komplekséw pozwoli natomiast na
wskazanie potencjalnych rol metalotionein w szlaku transportu/magazynowania miedzi
1 okreslenie, czy biatko to moze dziata¢ jako bufor miedziowy, pelniac funkcje zarowno donora,

jak 1 akceptora jonow Cu(l)/Cu(Il). W zwiazku z tym, najwazniejszymi celami pracy byto:

1. Opracowanie procesu metalacji (wysycania) MT2 1 MT3 jonami Cu(I)/Cu(Il) wraz
z okreSleniem stabilnych form przej$ciowych 1 maksymalnie wysyconych kompleksow
w postaci utlenionej i zredukowanej;

Ky wszystkich tworzonych

2. Wyznaczenie wartosci statych dysocjacji Kq
kompleksow (homo- 1 heterometalicznych) w utlenionych 1 zredukowanych biatkach MT2
i MT3.

3. Zbadanie funkcji buforujacej jony Zn(II) mieszanych kompleksow MT;

4. Lokalizacja miejsc wigzania Cu(l) 1 Zn(Il) oraz mostkow disulfidowych w stabilnym
kompleksie Cu(I)4ZnsMT3ox;

5. Ustalenie wpltywu niekowalencyjnych oddziatywan mig¢dzydomenowych na pojemnosé¢
buforowg biatka z wykorzystaniem izolowanych domen;

6. Analiza wpltywu linkera KKS na stabilno§¢ miedziowych i1 miedziowo-cynkowych

kompleksow MT3.
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Aby zapewni¢ przejrzystos¢ pracy, podzielono ja na trzy gldwne cze$ci, skupiajace si¢ na
r6znych obiektach badawczych: homo- i1 heterometaliczne kompleksy MT2 1 MT3 (Rozdziaty
4.1, 4.2 oraz 5.1 do 5.8), kompleks CusZnsMT3ox (Rozdziaty 4.3 1 5.9) oraz kompleksy

miedziowe 1 mieszane izolowanych domen MT3 (Rozdziaty 4.4, 5.1015.11).
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3. Materialy i metody

3.1 Materialy

Odczynniki zastosowane do eksperymentow zostaty wymienione wraz z ich pochodzeniem
w dalszej czg$ci pracy, przy opisie metod. Do przygotowywania wszystkich roztworow
wodnych wykorzystywano wode Milli-Q (MQ, Merck Milipore System). Wszystkie
sporzadzone bufory byty inkubowane ze ztozem Chelex 100 (Bio-Rad) przez minimum dobe¢
w celu pozbycia si¢ nieczyszczen metalicznych 1 przed uzyciem filtrowane oraz

odgazowywane, po czym pH bylo ponownie korygowane.

3.2 Sprzet laboratoryjny i aparatura

Podczas badan wykorzystywano nastgpujace sprzety i aparature:

- Waga analityczna Dual Range XS105 (Mettler Toledo, USA),

- Waga techniczna (Kern, USA),

- Sonikator Sonoplus UW 3100 (Bandelin Electronic, Niemcy),

- Inkubator z wytrzagsaniem i kontrolg temperatury Ecotron (Infors HT, Niemcy),
- Mieszadto roller SRT6D (Stuart, Wielka Brytania),

- Mieszadta magnetyczne IKA C-MAG HS7 (Sigma-Aldrich) i MS-3000 Biosan (Polska),
- pH-metry SevenMulti 1 Seven Compact (Mettler Toledo, USA),

- Blok grzejny z wytrzagsaniem Thermomixer Comfort (Eppendorf, Niemcy),

- Wirowki 5424 1 5804R (Eppendorf, Niemcy),

- Mikrofalowy syntezator peptydéw Liberty Blue (Cemis Tech),

- Niskocisnieniowy chromatograf cieczcowy FPLC - NGC (Bio-Rad, USA),

- Niskoci$nieniowy chromatograf cieczowy FPLC - Akta Pure 25 (GE Healthcare),
- Chromatograf cieczowy HPLC - Waters Acquity NanoUPLC M-Class,

- Beztlenowa komora rgkawicowa (HogerBox),

- Fluorymetr Fluoromax-4 (Horiba Scientific, USA),

- Spektrofotometr NanoDrop (Thermo Scientific),

- Spektrofotometr V-750, V-650 (Jasco, Japonia),

- Spektropolarymetr J-1500 (Jasco, Japonia),

- Spektrofluorymetr FS5 z naczyniem Dewara (Edinburgh Instruments),

- Spektrometr mas ESI-MS Compact Q-TOF (Bruker Daltonik, GmbH),

- Spektrometr mas ESI Q-IMS-TOF Waters Synapt XS-HRMS (Waters, USA).

43



3.3 Metody

W niniejszej pracy zastosowano nast¢pujace nazewnictwo:
- apobialko lub tioneina- biatko niezwigzane z jonami metali;
- holobiatko lub metalotioneina- biatko wysycone jonami metali;
- kompleks miedziowy- zredukowana lub utleniona metalotioneina wysycona jonami
Cu(I), nazywany tez metalotioneing homometaliczng
- kompleks miedziowo-cynkowy- zredukowany lub utleniony, mieszany kompleks
metalotioneiny wysyconej jonami Cu(l) i Zn(Il), nazywany tez metalotioneing

heterometaliczng.

3.3.1 Plazmidy kodujace metalotioneiny oraz sekwencje aminokwasowe

bialek

W Tabeli 1 zabrano sekwencje aminokwasowe biatek analizowanych w ponizszej pracy. Do
nadprodukcji MT2 i MT3 wykorzystano plazmidy pTYB21, zaprojektowane przez
dr Agnieszke Drozd,” a plazmid kodujacy a-domene MT3 zaprojektowal dr Bartosz Bednarz.
Plazmidy kodujace cate biatka zdeponowane zostalty w repozytorium plazmidow Addgene,
a ich identyfikatory to 105693 dla plazmidu kodujacego MT2 i 105710 dla plazmidu
kodujacego MT3. Plazmid kodujacy o-domeng MT3 nie zostal jeszcze zdeponowany.
B-domena MT3 zostala natomiast zsyntezowana za pomoca mikrofalowego syntezatora

peptydow CEM.

Tabela 1. Sekwencje metalotionein i domen, analizowanych w pracy doktorskiej. Do C-konca
B-domeny zostala dodatkowo przytaczona grupa amidowa (-NH;), aby zablokowa¢ wolny koniec
eptydu.

Bialko Sekwencja aminokwasowa

MT3 MDPNCSCAAG DSCTCAGSCK CKECKCTSCK KSCCSCCPVG CAKCAQGCI
KGASDKCSCC A
MDPETCPCPS GGSCTCADSC KCEGCKCTSC KKSCCSCCPA ECEKCAKDCV

MT2 KGGEAAEAE AEK(S((Q
B"li\(/’[r;l;na MDPETCPCPS GGS TCADSC KCEG K(TSC KKS-NH;
““f\zf?;na KKSCCSCCPA ECEKCAKDCV (KGGEAAEAE AEK(SC(Q
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3.3.2 Nadprodukcja i oczyszczanie metalotionein w systemie bakteryjnym

3.3.2.1 Transformacja bakterii E. coli BL21(DE3)pLysS

Do 100 pl roztworu komorek kompetentnych E. coli BL21(DE3)pLysS (Thermo Fisher
Scientific) dodano 1 pl roztworu plazmidu pTYB21 kodujacego odpowiednig metalotioneing
1 inkubowano na lodzie przez 20 min. Nastgpnie mieszaning umieszczano w 42°C na 1 min
1 ponownie przenoszono na 16d. Po zastosowaniu szoku cieplnego, do komoérek dodawano 1 ml
pozywki SOC (2% trypton (Lab Empire), 0,5% ekstrakt drozdzowy (Lab Empire), 10 mM NaCl
(VWR Chemicals), 2,5 mM KCI (VWR Chemicals), 10 mM MgCl> (VWR Chemicals), 10 mM
MgSOs (VWR Chemicals), 20 mM glukoza (Sigma Aldrich)) 1 wytrzasano przez
1 h w temperaturze 37°C. Po inkubacji bakterie wirowano (5 000 x g przez 2 min.), a osad
zawieszono w 100 ul podtoza SOC. Nastepnie bakterie wysiewano na plytce agarowej LB (Lab
Empire) zawierajacej 100 pg/ml ampicyliny (Carl Roth). Plytke inkubowano w temperaturze
37°C przez noc w cieplarce w celu wzrostu kolonii bakteryjnych. Pojedyncza koloni¢ zbierano
i zawieszano w 2 ml LB z ampicyling i hodowano w 37°C przez 6 h. Tak przygotowang

prehodowlg zaszczepiano 100 ml LB z antybiotykiem i ponownie hodowano przez noc.

3.3.2.2 Nadprodukcja metalotionein

Przygotowang hodowla nocnag zaszczepiano 4 1 pozywki TB z ampicyling o st¢zeniu 100 pg/ml
(1,1% trypton, 2,2% ekstrakt drozdzowy, 0,45% glicerol (POCH)) wzbogaconej o sole (1,3%
KoHPOy4, 0,38% KHoPO4 (POCH)) 1 $rodek przeciwpienigcy Antifoam 204 (Sigma-Aldrich).
Hodowlg prowadzono w 37°C, az do uzyskania ODgoo = 0,7-0,8. Nastepnie indukowano
nadprodukcje biatek poprzez dodanie 0,1 mM IPTG (Lab Empire) oraz 0,3 mM ZnCl; (Sigma-
Aldrich) 1 wytrzagsano w inkubatorze w temperaturze 20°C przez noc. Pelet bakteryjny
uzyskany poprzez wirowanie hodowli w 4°C, 4 000 x g przez 15 min, przechowywano

w -80°C.

3.3.2.3 Oczyszczanie i rekonstytucja metalotionein

Pelet bakteryjny rozpuszczano w 100 ml schtodzonego buforu A (20 mM Na*-HEPES (VWR
Chemicals), 500 mM NaCl, 1 mM TCEP (Iris Biotech), pH 8) i sonikowano przez 45 min
z amplituda 30% (5 s puls, 10 s przerwa), a nast¢pnie wirowano z predkoscig 16 000 x g przez
45 min. Pierwszym etapem oczyszczania byla chromatografia powinowactwa,
z wykorzystaniem systemu IMPACT™, W tym celu uzyskany supernatant inkubowano przez
noc z 30 ml ztoza chitynowego (New England BioLabs), z delikatnym mieszaniem, aby

metalotioneina, polaczona z inteing i domeng wigzaca chityne zwigzala si¢ do zloza, a nastepnie
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przemywano 1 1 buforu A. Wszystkie powyzsze kroki przeprowadzane byly w 4°C. Dodatek
30 ml 100 mM DTT (Carl Roth) w buforze (20 mM Na'-HEPES, pH 8,0, 500 mM NaCl),
rozszczepial inteing, co skutkowato odcigciem metalotioneiny od metki, ktora pozostawata
zwigzana ze ztlozem. Odcinanie prowadzano przez 2 doby w temperaturze pokojowej na rolkach

z wolnymi obrotami.

3.3.2.3.1 Otrzymywanie tionein

Metalotioneiny, po nadprodukcji w bakteriach stanowig heterogenng mieszaning biatek, ktére
r6zni¢ moga si¢ stopniem utlenienia, czy wysyceniem jonami metali. Dlatego tez podczas
oczyszczania stosuje si¢ odczynniki redukujace (DTT (ditiotreitol) i TCEP (chlorowodorek
tris(2-karboksyetylo)fosfiny)), a biatko poczatkowo przeprowadza si¢ do tioneiny, czyli formy
niewysyconej jonami metali- apobiatka, a nastgpnie na nowo, do w petni wysyconej
metalotioneiny. Otrzymywanie tionein rozpoczeto od zageszczenia, do okoto 5 ml, eluentu
zebranego po inkubacji z DTT uzywajac Amicon® Ultra-4 Centrifugal Filter Units o odcieciu
3 kDa (Merck Millipore). Za pomocg stezonego HCI (Sigma-Aldrich), doprowadzano pH do 2,
poniewaz w takich warunkach reszty cysteinowe sg sprotonowane i przez wzglad na brak
wolnej pary elektronowej niezdolne do wigzania jonow metali. Nastepnie uzyskany preparat
wirowano z predkosciag 15 000 x g, przez 10 min, w 4°C i nastrzykiwano na kolumn¢ HiLoad®
16/600 Superdex 75 pg (Cytiva), prowadzac rozdziat w 10 mM HCI. Sprawdzano stezenie
biatka za pomocg testu Ellmana (Rozdziat 3.3.4.1) oraz poprawnos$¢ oczyszczonych apoMT za

pomocg ESI-MS (Rozdzial 3.3.7.1).

3.3.2.3.2 Otrzymywanie metalotionein- rekonstytucja Zn(II)

Metalotioneiny pozbawione jondw metali sg niestabilne 1 fatwo ulegaja utlenianiu stajac si¢
heterogenne, dlatego tez zaraz po uzyskaniu tionein, konieczne bylo przeprowadzenie
rekonstytucji jonami Zn(I[). W tym celu, do tioneiny dodawano 1 mM TCEP oraz nadmiar
ZnSOy4 (Sigma-Aldrich). Byt to o§miokrotny molowy nadmiar ZnSO4 nad MT2 1 MT3 oraz
pieciokrotny nad a-domeng MT3. Nastepnie za pomocg 1 M zasady Tris (VWR Chemicals),
doprowadzano pH do 8,7 1 inkubowano biatko w 4°C. Po uplywie minimum 3 h, biatko
ponownie zageszczano do okoto 5 ml i oczyszczano na kolumnie HiLoad® 16/600 Superdex
75 pg (Cytiva), zrownowazonej 20 mM buforem Tris-HCl (VWR Chemicals), pH 8,6.
Oczyszczone za pomocg chromatografii wykluczenia molekularnego biatka, ponownie
zageszezano do pozadane] objetosci 1 sprawdzano stezenie (Rozdzial 3.3.4.1), stopien
wysycenia jonami Zn(Il) (Rozdzial 3.3.4.2) oraz masy (Rozdziat 3.3.7.1). Wysycone jonami

Zn(II) metalotioneiny przechowywano w -80°C w celu zminimalizowania utleniania.
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3.3.3 Synteza chemiczna f}-domeny

B-domena metalotioneiny 3, z grupg amidowg na C-koncu, zostata zsyntezowana za pomoca
automatycznego syntezatora peptydow zaopatrzonego w reaktor mikrofalowy (dostawca CEM)
wedle strategii Fmoc (grupa 9-fluorenylometoksykarbonylowa), zgodnie z ktora grupy
a-aminowe aminokwasoOw chronione sa grupa Fmoc, zapobiegajac tym samym ich
niepozadanym reakcjom. Syntez¢ prowadzono na podlozu statym wykorzystujac zywice
TentaGel™ S RAM (Iris Biotech), ktorg poczatkowo inkubowano z DCM (dichlorometan)
przez 40 min, a nast¢pnie trzykrotnie przemyto DMF (N,N’-dimetyloformamid) w celu
specznienia. Podczas syntezy uzyto DIC (V,N'-diizopropylokarbodiimid) i Oxyma® (kwas
etylo(2-cyjano-2-(hydroksyimino)octanowy)) do aktywacji grup karboksylowych oraz 20%
roztwor piperydyny do usunigcia grup Fmoc z grup aminowych reszt aminokwasowych. W celu
odcigcia peptydu, do zloza dodano mieszaning TFA (kwas trifluorooctowy), wody, anizolu,
TIPS (triizopropylosilan), tiofenolu, EDT (1,2-etanoditiol) i tioimidazolu w stosunku
objetosciowym 90:2:2:2:2:1:1 1 mieszano 2 h. Uzyte blokowane Fmoc-L-aminokwasy
pochodzity z firmy Iris Biotech, a rozpuszczalniki organiczne z VWR Chemicals. Uzyskany
produkt przedmuchiwano strumieniem azotu, w celu odparowania lotnych reagentow. Peptyd
strgcano nastgpnie zmrozonym eterem dietylowym, sonikowano oraz wirowano z szybko$cia
4 000 x g w 4°C przez 10 min. Powyzsze kroki, dla odcigtego peptydu powtdrzono trzykrotnie,
a nastepnie peptyd odparowano do sucha. Uzyskany produkt oczyszczono za pomoca HPLC,
wykorzystujac kolumne C18 (Phenomenex) i gradient 0-80% ACN (acetonitryl, czysto$¢ do
HPLC) w 0,1% wodnym roztworze TFA. Zebrane frakcje zliofilizowano, a tozsamos¢
uzyskanego peptydu sprawdzono z uzyciem spektrometrii mas ESI-MS Compact Q-TOF
(Bruker Daltonik, GmbH). Liofilizat przechowywano w -20°C.

3.3.4 Spektroskopia absorpcyjna UV-vis

Wszystkie pomiary spektrofotometryczne wykonywano w 25°C z uzyciem dwoch
spektrofotometrow firmy Jasco V-750 oraz V-650. Eksperymenty, dla ktorych wykorzystywano
fale w zakresie UV wykonywano w kuwetach kwarcowych, a dla eksperymentoéw z uzyciem
tylko $wiatta widzialnego w jednorazowych kuwetach polistyrenowych, o dtugosci drogi
optycznej 10 mm. W ponizszych rozdziatach okreslenie metalotioneina lub MT odnosi¢ bedzie
si¢ do obu izoform- MT2 i MT3, natomiast konkretna izoforma bedzie oznaczana jako MT2

lub MT3.
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3.3.4.1 Pomiar ste¢zenia tionein oraz metalotionein

Stezenia molowe $§wiezo przygotowanych metalotionein mierzone byty za pomocg testu
Ellmana z wykorzystaniem odczynnika DTNB (5,5'-ditiobis(kwas 2-nitrobenzoesowy,
odczynnik Ellmana) (Tokyo Chemical Industry).!” Odczynnik ten wchodzac w reakcje
z grupami tiolowymi (R-SH) lub ugrupowaniem tiolanowym (R-S°) biatek, ulega redukcji
z wytworzeniem barwnego produktu TNB". Maksimum absorpcji powstatej substancji barwnej
potozone jest przy 412 nm, a molowy wspétczynnik absorpcji wynosi 14 150 M!-cm™.17°
Monitorujgc wzrost absorbancji przy tej dtugosci fali i korzystajac z prawa Lamberta-Beera,
wyznaczy¢ mozna st¢zenie wolnych grup tiolowych lub tiolanowych w probce. Jednakze
w wysyconych jonami metali metalotioneinach, grupy tiolowe sa zdeprotonowane
1 skoordynowane z jonami metali, dlatego tez aby moc zmierzy¢ stezenie takiej formy biatka,
konieczne jest zastosowanie chelatora. EDTA (kwas etylenodinitrylotetraoctowy), ktory wiazac
jony Zn(II), przyspiesza znacznie reakcj¢ modyfikacji, pozwala na wyznaczenie precyzyjnych
stezen. Aby okresli¢ stezenie tioneiny lub metalotioneiny, 3 pl biatka dodawano do 1 mM
DTNB w 50 mM buforze Na'-HEPES (100 mM NaCl, pH 7,4) z ewentualnym dodatkiem
EDTA (1 mM) (Sigma Aldrich) i mierzono wzrost absorbancji przy 412 nm, az do uzyskania
plateau. Stosujac molowy wspotczynnik absorpcji wyznaczano st¢zenie grup tiolowych
w probcee, a dzielgc ten wynik przez ilo$¢ reszt cysteinowych w biatku wyznaczano stezenie
tioneiny lub metalotioneiny. Pomiary wykonywano minimum dwukrotnie, a za koncowy wynik

przyjmowano warto$¢ srednia.

3.3.4.2 Ustalanie stopnia wysycenia metalotionein jonami Zn(II)

Do pomiaru zawartosci Zn(Il) w  metalotioneinach  wykorzystywano = PAR
(4-(2-pyridylazo)rezorcyng) (Merk Milipore) (Ryc. 9). Ten chromoforowy chelator tworzy
z jonami Zn(IT) barwne kompleksy o dwoch stechiometriach ZnPAR i Zn(PAR),. Zastosowanie
go w odpowiednim nadmiarze wzgledem metalu, pozwala przesungé rownowage w strong
tworzenia kompleksu Zn(PAR), dla ktorego wspolczynnik molowy przy 492 nm wynosi
71 500 M-ecm™.'! Ujemny logarytm ze stalej dysocjacji Kai> takiego kompleksu wynosi
12,15."7! Taka warto$¢ statej dysocjacji powoduje, ze nie wszystkie jony Zn(II) zwigzane
w biatkowym kompleksie beda chelatowane przez PAR, gdyz cze$¢ z nich ma wyzsze
powinowactwo wzgledem biatka niz wzgledem chromoforowego chelatora.!’”” By ustalié
stezenie wszystkich jonow Zn(II) w kompleksie stosuje si¢ dodatek DTNB, ktory utlenia reszty
cysteinowe, zmniejszajac znaczaco powinowactwo jonéw Zn(II) do utlenionych metalotionein

i umozliwiajac calkowity transfer do PAR,!'”! a ze wzgledu na inna dtugo$é fali przy maksimum
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emisji- 492 nm dla kompleksu chromoforowego chelatora i 412 nm dla TNB™ pasma nie
naktadajg si¢. Pomiar zawarto$ci cynku w metalotioneinach wykonywano poprzez dodanie do
kuwet 100 uM PAR (20 mM roztwér wyjsciowy w DMSO) oraz 1 mM DTNB w 50 mM
buforze Na"-HEPES (pH 7,4, 100 mM NaCl). Nastepnie rozpoczynano pomiar absorbancji przy
492 nm w trybie kinetycznym i po uptywie 10 s, dodawano 3 pl biatka. Warto$¢ absorbancji,
po uzyskaniu plateau, wraz z molowym wspolczynnikiem absorpcji pozwalata wyznaczy¢
stezenie Zn(II) w probee. Korzystajac dodatkowo z uprzednio zmierzonego stezenia biatka

obliczano ilo§¢ rownowaznikow molowych Zn(Il) zwigzanych do metalotioneiny. Pomiar

@@

wykonywano dwukrotnie.

N> \ /
2Nk = N/ \ """ ’N"N
S o
Zn(PAR),

OH

Rycina 9. Wzory strukturalne chromoforowego chelatora PAR (A) i jego kompleksu z Zn(II) (B).

3.3.4.3 Miareczkowania spektrofotometryczne w zakresie UV-vis

Wszystkie miareczkowania UV-vis tionein lub wysyconych cynkiem metalotionein, jonami
Cu(I) lub Cu(Il) przeprowadzane byty w warunkach beztlenowych, w komorze rekawicowej,
aby zapobiec utlenianiu biatek oraz jonow Cu(I). Aby ustali¢ maksymalng ilo$¢ jonéw Cu(l)
1 Cu(Il), ktore moga zosta¢ zwigzane przez MT, 5 uM biatko dodawano do 50 mM buforu
sodowo-boranowego (H3BOs3, Na;B4O7-10 H,O, VWR Chemicals) (pH 7,4, 100 mM NaF
(VWR Chemicals)), a nast¢gpnie miareczkowano 5 mM solami metali: [Cu(CH3CN)4]PFs
(zrodto jonoéw Cu(I), Sigma Aldrich) lub CuCl, (zrédto jonow Cu(Il), Sigma Aldrich). Po
dodaniu kazdego molowego ekwiwalentu jonu metalu, probki rownowazono przez 1,5 min,
przed rozpoczeciem pomiaru widma. Widma rejestrowano w zakresie dtugosci fal 200450 nm,

z krokiem 0,2 nm oraz szybko$cig skanu 200 nm/min.
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3.3.44 Wyznaczanie molowych wspolczynnikow absorpcji mieszanych
kompleksow CuxZnyMT

W celu wyznaczenia molowych wspotczynnikow absorpcji dla zredukowanych i utlenionych,
miedziowo-cynkowych kompleksow metalotionein (CuxZnyMT oraz CuxZnyMTox) oraz ich
domen, do kuwet dodano 50 mM bufor sodowo-boranowy (pH 7,4, 100 mM NaF) oraz w petni
wysycong jonami Zn(II) metalotioneing o réoznym stezeniu: 1 uM, 2,5 uM oraz 5 uM,
a nastepnie miareczkowano dwukrotnie, tak jak opisano powyzej (Rozdziat 3.3.4.3). Dla
kazdego widma odczytywano warto$¢ absorbancji przy 252 nm oraz przy 255 nm, dla
miareczkowan odpowiednio jonami Cu(l) oraz Cu(Il). Nastepnie korzystajac z prawa
Lamberta-Beera, wyznaczono molowe wspodtczynniki absorpcji dla kompleksow CuxZnyMT

1 CuxznyMTox (SCuxZnyMT)-

3.3.4.5 Wyznaczanie powinowactwa jonow Cu(l) do tioneiny i Zn/MT
w kompleksach zredukowanych i utlenionych
Aby wyznaczy¢ S$rednie powinowactwa jondéw Cu(l) w zredukowanych i utlenionych
kompleksach homometalicznych i heterometalicznych, przygotowano seri¢ roznie wysyconych
metalotionein. W tym celu 250 uM tioneing¢, metalotioneing w petni wysycong jonami Zn(II)
(Zn7MT) lub zmieszane domeny o oraz 3 w stosunku molowym 1:1, inkubowano przez 10 min
ze wzrastajacg iloscig rownowaznikow molowych Cu(l) lub Cu(Il). Ilos¢ dodawanych
molowych ekwiwalentéw Cu(I) wynosita od 1 do 13, a Cu(Il) od 1 do 8. Tak przygotowane
kompleksy dodawane byly w stezeniach koncowych 5 uM do polistyrenowych kuwet,
w ktérych znajdowata si¢ 750 pM sol disodowa kwasu batokuproinodisulfonowego (BCS)
(Sigma Aldrich) w 50 mM buforze sodowo-boranowym (pH 7,4, 100 mM NaF) i rejestrowano
widma. Pomiary wykonywano po uplywie okreslonego czasu w zakresie 400-600 nm, co
0,2 nm, z szybkos$cig skanu 200 nm/min. Probki inkubowano przez ponad 50 h i mierzono
absorbancje¢, az do momentu uzyskania plateau przy 483 nm.

BCS jest chelatorem miedziowym, ktory tworzy barwne kompleksy zar6wno z jonami
Cu(I) jak 1 Cu(IT) (Ryc. 10A). Stechiometria obu kompleksow jest taka sama- 1:2, ale rdznig
si¢ one fadunkami- kompleks zredukowany ma tadunek -3, a utleniony -2. Dodatkowo
kompleks Cu(II)(BCS). ma znacznie stabsze wiasciwosci spektroskopowe oraz cechuje sie
nizszym powinowactwem.!”>!”* Molowy wspdtczynnik absorpcji kompleksu zredukowanego-
Cu(I)(BCS), przy dhugosci fali 483 nm wynosi 10 561 M'-em™.!™ Tloé¢ molowych
réwnowaznikow jonéw miedzi przetransferowanych z metalotioneiny do chelatora BCS

obliczana byla ze wspotczynnika molowego, a znajomo$¢ kumulatywnej statej dysocjacji,
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-logKq12 = 20,81, pozwolita na wyznaczenie $rednich statych dysocjacji Ka“*® kolejnych

jonow Cu(I) i Cu(Il) w kompleksach metalotionein, zgodnie z Rownaniem 1,'!°

MT

KCU-(I) 2" catkowite 4
q [Cu—MT] , .
BCS ™ BCScgikowite 2 Réwnanie 1
Kg13 (W—Z) [Cu(BCS);]

w ktorym MTcatowite, t0 steZenie biatka uzyte w eksperymencie (5 uM), [Cu—MT] to stezenie
kompleksu metalotioneiny z jonami Cu(l) po ustaleniu réwnowagi, BCScakowite t0 stgzenie
chelatora uzyte w eksperymencie (750 uM), a [Cu(BCS):] to stezenie kompleksu Cu(BCS), po

ustaleniu rownowagi.
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Rycina 10. Wzory strukturalne miedziowych chelatoréw chromoforowych i ich miedziowych
kompleksow: BCS (A) i BCA (B).

Do wyznaczenia powinowactwa jonéw Cu(l) do domen metalotionein wykorzystano
analogiczne podejscie, jednak ze wzgledu na nizsze powinowactwa jondw Cu(l) do
zredukowanych oraz utlenionych domen, wykorzystano stabszy chelator- kwas
2,2’-bicynchoninowy (BCA) (Sigma Aldrich). Podobnie jak BCS, BCA tworzy z Cu(l)
kompleksy o stechiometrii Cu(I)(BCA),, a jego maksimum absorpcji potozone jest przy
562 nm (Ryc. 10B).!”* Apodomeny oraz domeny wysycone jonami Zn(Il) o stezeniu 250 uM
inkubowano ze wzrastajacym stezeniem jondéw Cu(l) lub Cu(Il). Ilo$¢ dodawanych
rownowaznikéw molowych Cu(l) wynosita 1-7 (a-domena) lub 1-6 (B-domena) oraz 1-4
ekwiwalentow Cu(Il). Tak przygotowane kompleksy dodawane byly do kuwet do stezenia
koncowego 5 puM, w ktorych znajdowat si¢ 750 uM BCA w 50 mM buforze sodowo-
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boranowym (pH 7,4, 100 mM NaF). Widma rejestrowano po uptywie okreslonego czasu
w zakresie 450-750 nm, co 0,2 nm, z szybkos$cig skanu 200 nm/min. Do obliczen ilosci
przetransferowanych réwnowaznikéw molowych jonéw Cu(l) oraz powinowactwa jondéw
Cu(I) do domen, wykorzystano wspodiczynnik molowy kompleksu Cu(I)(BCA), réwny
7 257 M'-em™, $rednig warto$é statej dysocjacji -logKai» t6wna 17,66 oraz Réwnanie 1.!74
Wszystkie eksperymenty pozwalajace wyznaczy¢ powinowactwa Cu(I) do tioneiny i Zn7sMT
w kompleksach zredukowanych i utlenionych wykonywano minimum trzykrotnie w komorze

rgkawicowej, w warunkach beztlenowych.

3.3.4.6 Ustalanie stechiometrii mieszanych metalotionein

W komorze rekawicowe] przygotowano seri¢ rdznie wysyconych mieszanych komplekséw
metalotionein. Do 250 uM Zn7MT2, Zn7MT3, Znsa-MT3, Zn3B-MT3 lub zmieszanych domen
dodawano wzrastajacg ilosci rownowaznikéw molowych Cu(I) lub Cu(Il) i inkubowano
10 min, w celu zwigzania si¢ jonéw miedzi do metalotioneiny. Wyparte z kompleksu jony Zn(II)
zostaly oznaczone ilo$ciowo poprzez wykonanie testu z chromoforem PAR. Do kuwety
kwarcowej dodawany byt 50 mM bufor Na™-HEPES (pH 7,4, 100 mM NaF) oraz 100 uM PAR,
a absorbancja byla zerowana. Rozpoczynano pomiar w trybie kinetycznym przy 492 nm, a po
uplywie 10 s dodano mieszany kompleks metalotioneiny o stezeniu 2 pM. Absorbancje
mierzono przez 5 min, a jej warto§¢ wraz z molowym wspodtczynnikiem absorpcji réwnym
71 500 M'-cm’!, wykorzystano do obliczenia ilosci molowych réwnowaznikéw Zn(II)

zwigzanych przez chromofor.!”!

Odejmujac te warto$¢ od ilosci jonéw Zn(Il) poczatkowo
zwigzanych do metalotioneiny, ustalano stechiometri¢ kompleksow mieszanych. Wykonano

dwa powtodrzenia.

3.3.4.7 Transfer Zn(II) z metalotioneiny do dehydrogenazy sorbitolowej

3.3.4.7.1 Przygotowywanie apodehydrogenazy sorbitolowej

Liofilizat aktywnej formy dehydrogenazy sorbitolowej (SDH) wyizolowanej z watroby owczej
(Roche Diagnostics GmbH, Niemcy) rozpuszczono w 10 mM roztworze kwasu dipikolinowego
(Sigma Aldrich) w 10 mM buforze Na"™-HEPES o pH 7,2 i inkubowano przez noc w 4°C. Kwas
dipikolinowy, bedacy chelatorem cynkowym, zastosowano w celu usunigcia kofaktora Zn(II)
z enzymu. Nastepnie stosujgc wirowanie z Amicon® Ultra-4 (Merck Millipore), czterokrotnie
wymieniono bufor na czysty, bez dodatku chelatora, aby pozby¢ si¢ kwasu dipikolinowego oraz

uwolnionego Zn(Il) z roztworu.!” Stezenie apoSDH, czyli formy pozbawionej aktywnosci
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enzymatycznej WYyZznaczono oprzez miareczkowanie ZnSOs z rOéwnoczesnym
b

monitorowaniem aktywnos$ci enzymatycznej, jak opisano ponize;j.

3.3.4.7.2 Pomiar stezenia apoSDH

W celu doktadnego wyznaczenia st¢zenia apoSDH, przywracano aktywno$¢ enzymatyczng
biatka poprzez dodatek jonow Zn(II). W tym celu do kuwety kwarcowej zawierajacej 10 mM
bufor Na"-HEPES pH 7,2 dodano apoSDH do kofcowego stezenia 150 nM i inkubowano przez
5 min ze wzrastajagcym ste¢zeniem ZnSO4 wahajgcym si¢ w przedziale 20-300 nM. Nastepnie
dodano D-fruktoze (Sigma Aldrich) do koncowego stezenia 0,1 M i zerowano absorbancje¢ przy
340 nm. Po rozpoczeciu pomiaru, do kuwety dodano 20 uM NADH (zredukowany dinukleotyd
nikotynoamido-adeninowy, Sigma Aldrich) 1 w trybie kinetycznym $ledzono spadek
absorbancji, odpowiadajacy utlenianiu NADH, na skutek konwersji D-fruktozy do D-sorbitolu.
Nachylenie krzywej (tga), a co za tym idzie szybko$é reakcji [s'] wyznaczano w programie
Spectra Analysis (Jasco), zaktadajac pierwszorzedowosé reakcji.!”>!7® Stezenie funkcjonalnego
enzymu, zdolnego do konwersji D-fruktozy odpowiadato st¢zeniu jonow Zn(Il), w punkcie

rownowaznikowym, ponad ktdrym nie obserwowano zmian nachylenia krzywe;j.

3.3.4.7.3 Badanie transferu jonow metalu z metalotioneiny do enzymu

Aby przygotowaé¢ kompleksy Cu(l) z metalotioneing 3, 100 uM apoMT3 inkubowano
z odpowiednimi molowymi rownowaznikami Cu(I). Przygotowanie komplekséw mieszanych
(Cu(D)xZnyMT3), polegalo natomiast na inkubacji 100 uM Zn;MT3 z odpowiednia iloscia
molowych rownowaznikéw Cu(I), a nastepnie odsoleniu przygotowanych kompleksow na
Amicon® Ultra Centrifugal Filter (Merck Millipore), w celu pozbycia sie uwolnionych do
roztworu jondw Zn(II). Po czterokrotnej wymianie buforu, st¢zenia kompleksow mieszanych
wyznaczane byty za pomoca molowych wspotczynnikéw absorpcji przedstawionych w Tabeli
4 1 opisanych w Rozdziale 3.3.4.4. W zaleznosSci od ilosci dodanych réwnowaznikow
molowych Cu(I), korzystano z odpowiedniej warto$ci wspotczynnika.

W celu zbadania transferu jonu metalu- Cu(I) lub Zn(II) do dehydrogenazy sorbitolowej
zastosowano analogiczne podejscie jak opisano powyzej (Rozdziat 3.3.4.7.2), jednak zamiast
inkubacji apoSDH z Zn(II), enzym inkubowano z Cu(I)xMT3 lub Cu(I)xZnyMT3. Do 10 mM
buforu Na"-HEPES (pH 7,2) w kuwecie kwarcowej dodano do kohcowych stezen 150 nM
apoSDH oraz 150 nM kompleks metalotioneinowy. Po 30 min inkubacji, dodano
0,1 M D-fruktozg, zerowano absorbancje i wraz z dodatkiem 20 uM NADH rozpoczynano
reakcje, ktorej przebieg monitorowano w trybie kinetycznym przy 340 nm. Poréwnywano
nachylenie krzywej pomiedzy réznymi formami kompleksowymi, a za 100% aktywnos¢
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dehydrogenazy sorbitolowej uznawano warto$¢ tga przy stosunku 1:1, apoSDH:Zn(II).
Eksperyment wykonano w dwodch powtoérzeniach w warunkach beztlenowych, w komorze

rekawicowe;.

3.3.4.7.4 Wyznaczanie powinowactwa Cu(I) do dehydrogenazy sorbitolowej

W celu oszacowania powinowactwa jonéw Cu(l) do apoSDH, wykonano eksperyment
analogiczny do opisanego w Rozdziale 3.3.4.5. ApoSDH wysycono jednym rownowaznikiem
molowym Cu(I) i odczekano 10 min, w celu ustalenia rownowagi 1 zwigzania metalu.
Nastepnie, powstaty kompleks dodano do kuwety zawierajacej 750 uM BCA lub 750 uM BCS
w 50 mM buforze sodowo-boranowym o pH 7,4 (100 mM NaF), aby stezenie Cu(I)iSDH
wynosito 5 uM lub 10 pM. Widma rejestrowano co 15 min w zakresie 450-750 nm dla probek
zawierajacych BCA lub 400-600 nm dla probek zawierajacych BCS, z predkoscia skanu 200
nm/min, co 0,2 mm. Po ustaleniu rownowagi, warto$¢ absorbancji przy dtugosci fali 562 nm
lub 483 nm, pozwalala na wyznaczenie powinowactwa Cu(l) do apoSDH, zgodnie

7z RoOwnaniem 1.

3.3.5 Spektroskopia dichroizmu kotowego (CD)

3.3.5.1 Miareczkowania metalotionein jonami Cu(I) i Cu(Il)

Widma CD metalotionein miareczkowanych Cu(l) lub Cu(Il) rejestrowano w temperaturze
25°C w szczelnie zakrgcane] kuwecie kwarcowej, przy statym przeptywie azotu, w zakresie
190-350 nm, z predkoscig skanowania 200 nm/min 1 szerokoscia pasma 2 nm. Przedstawione
widma usredniono z dwoch skandw. Stezenia biatek uzytych do pomiaréw CD wynosity: 5 uM
w przypadku catych metalotionein, 10 uM dla domen oraz 5 uM dla zmieszanych dwoch
domen. Eksperymenty przeprowadzano w 10 mM Tris-HCI, 100 mM NaF, pH 7,4. Wszystkie
probki przygotowano w atmosferze azotu, w komorze rgkawicowej, a na czas pomiaru
wyciggane byly w szczelnie zamknigtej kuwecie, aby zapobiec utlenianiu zarowno bialka, jak

1 metalu.

3.3.6 Fotoluminescencja

3.3.6.1 Luminescencja niskotemperaturowa

Pomiary luminescencji niskotemperaturowej wykonywano wraz z prof. Borysem
Os$mialowskim na Wydziale Chemii UMK w Toruniu. Kompleksy Cu(I)xZnyMT3

przygotowano poprzez dodanie do 250 uM ZnsMT3 roznej ilosci rownowaznikéw molowych
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10 mM [Cu(CH3CN)4]PFs (bez etapu odsalania). Nastepnie rozcienczono je do st¢zenia 10 uM
w 10 mM buforze Tris-HCl o pH 7,4 (100 mM NaF) i umieszczono w 5 mm rurkach
kwarcowych o dtugo$ci 250 mm (Wilmad). Przed rozpoczgciem pomiardéw probki zamrazano
w ciektym azocie. Do pomiaru widm fosforescencji w temperaturze 77 K, probki umieszczano
w naczyniu Dewara wypetionym cieklym azotem, a nast¢pnie mierzono w zakresie 400-800
nm stosujac spektrofluorymetr FS5 (Edinburgh Instruments). Zastosowano wzbudzenie 316 nm
1 opoznienie 200 ps, z rozdzielczo$cig 2 nm. T¢ samag dtugos$¢ fali wzbudzenia— 316 nm —
zastosowano do pomiaréw czasow zycia fosforescencji. Czasy zycia obliczono przy uzyciu
oprogramowania FAST (ang. fluorescence analysis software technology, Edinburgh

Instruments).

3.3.6.2 Transfer Zn(II) z Cu(I)xZnyMT i Cu(I)xZnyMT,ox do ZnAF-2F
Mieszane kompleksy metalotionein zarowno zredukowane, jak i utlenione (w dalszych
czedciach pracy oznaczenie ,,0x” bgdzie odnosi¢ si¢ do utlenionej formy kompleksowej)
przygotowano w taki sam sposob jak opisano w Rozdziale 3.3.4.7.3. Do Zn;MT3 1 Zn7MT2,
dodano molowe rownowazniki Cu(I) lub Cu(Il), a po 15 minutowej inkubacji, uwolnione do
roztworu jony Zn(II) usunigto za pomocg Amicon® Ultra Centrifugal Filter (Merck Millipore).
Stezenia przygotowanych w warunkach beztlenowych komplekséw, wyznaczono za pomoca
molowych wspolczynnikow absorpcji kompleksow mieszanych, wyznaczonych jak opisano
w Rozdziale 3.3.4.4 i przedstawionych w Tabeli 4.

Fluorescencyjny chelator ZnAF-2F (6-{2-[bis(2-pirydylometylo)amino]-etyloamino}-
2" 7'-difluorofluoresceina), wigzacy jony Zn(Il) ze statg Kq wynoszaca 5,5 nM w pH 7,4, zostat
zastosowany do okreslenia wptywu jonéw Cu(l) 1 Cu(Il) na powinowactwo jonow Zn(II)
w mieszanych kompleksach metalotionein (Ryc. 11).'”7 Ta fluorescencyjna sonda, po
wzbudzeniu §wiatlem o dtugosci fali 492 nm, wykazuje emisj¢ przy 516 nm, a intensywnos$¢
sygnatu jest znacznie wyzsza po zwigzaniu jonow Zn(II). Pomiar fluorescencji rejestrowano
w szczelnie zakrecanych kuwetach kwarcowych o dtugos$ci drogi optycznej 10 mm, do ktorych
dodawano 50 mM bufor Na'-HEPES o pH 7,4 (100mM NaF) oraz ZnAF-2F (Sigma Aldrich)
1 kompleks mieszany do koncowych stezen wynoszacych odpowiednio 4 uM 1 0,5 uM. Przed
dodaniem biatka mierzono wartos$¢ Fo, bedaca bazowa intensywnoscig fluorescencji chelatora.
Nastepnie do kuwet dodawano metalotioneing i inkubowano przez 90 min bez dostgpu do
Swiatta. Po tym czasie ponownie wykonywano pomiar fluorescencji- Foo. Jako kontrole
zawartosci Zn(II) w kompleksach w petni wysyconych Zn(II), do probek dodano 50 uM NPSC

(2-nitrofenylosenocyjanian) (Sigma Aldrich). Zwigzek ten, utatwial tworzenie kompleksu
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Zn(ZnAF-2F), poprzez utlenianie ugrupowan tiolanowych bialek. Utlenianie to prowadzito do
dysocjacji jonow Zn(II), przez co mozliwe byto ustalenie wartosci fluorescencji dla wszystkich
jonoéw Zn(Il) w kompleksie. Wiedzac ile jonéw Zn(Il) zwigzanych jest do metalotioneiny

wyznaczano wartos¢ fluorescencji dla jednego rownowaznika molowego Zn(II).

A B dN
X /zib -
® R0

ZnAF-2F Zn(ZnAF-2F) °H

Rycina 11. Wzory strukturalne cynkowej sondy fluorescencyjnej ZnAF-2F (A) i kompleksu
z Zn(11) (B).!™

Wiedzac, ze rOwnowaga reakcji ustala si¢ zgodnie z Rownaniem 2:

Cu(D)xZnyMT + ZnAF-2F 2 a Zn(ZnAF-2F) + Cu(I)xZny..MT3 Roéwnanie 2
obliczono rownowagowe stezenia wszystkich reagentow, a znajac stechiometri¢ mieszanych
komplekséw metalotionein (Rozdziat 3.3.4.6) okreslono usrednione wartosci K4*" dla jonow

Zn(II) w poszczegdlnych kompleksach heterometalicznych, stosujagc Rownanie 3.

Roéwnanie 3

KZn — a |[CuxZny _gMT][Zn]¢
d [CuyZnyMT]

W analogiczny sposdb wyznaczono S$rednie warto$ci statych dysocjacji jonéw Zn(II)

w homometalicznych kompleksach w petni wysyconych Zn(II).

3.3.7 Spektrometria mas

Do eksperymentow z wykorzystaniem spektrometrii mas stosowano dedykowane
rozpuszczalniki (MS-grade) z firmy Sigma Aldrich. Przed pomiarami spektrometr kalibrowano
za pomocg Tuning Mix (Agilent) lub GluFib B (ang. [Glul Fibrynopeptide B human) (Protea

Bioscience).

3.3.7.1 Pomiar mas tionein i metalotionein

Tozsamo$¢ oczyszczonych poprzez saczenie molekularne biatek sprawdzana byta za pomoca
spektrometrii mas, w trybie jonéw dodatnich przy uzyciu spektrometru ESI-MS Compact
Q-TOF (Bruker Daltonik, GmbH). Do pomiarow mas tionein, probki o stezeniu 10 pM

przygotowywano w mieszaninie protycznej, sktadajacej si¢ z metanolu, wody oraz kwasu
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mréwkowego, w stosunku objetosciowym 50:49,9:0,1. Metalotioneiny wysycone jonami Zn(II)
przygotowywano natomiast w ste¢zeniu 30 uM w 100 mM octanie amonu o pH 7,4. Aby pozby¢
si¢ buforu Tris-HCl, w ktorym rozpuszczone byly kompleksy biatkowe, wykorzystano
kolumienki do odsalania PD-Spin Trap 0,5 ml (Cytiva) lub Zeba™ Spin Desalting Columns 7K
MWCO (Thermo Fischer Scientific). Probki nastrzykiwane byly bezposrednio z predkoscia
przeptywu 3 pl/min. Zastosowano nastgpujace parametry zrodta jondw: roznica potencjatéw
ptyty koncowej (end plate offset)- 500 V, napigcie kapilary- 4500 V oraz dwa gazy- gaz
rozpylajacy o cisnieniu 0,2 Bara i gaz suszacy o przeptywie 4 1/min i temperaturze 180°C. Dane
analizowano w programie DataAnalysis Bruker, a mas¢ eksperymentalng obliczano

wykorzystujac algorytm dekonwolucji Maximum Entropy (Bruker Daltonik, GmbH).!”

3.3.7.2 Analiza kompleksu Cu(I)4ZnsMT3x
Kompleksy Cu(1)sZnsMT3.x oraz formy nizej zmetalizowane przygotowywane byty poprzez
dodanie 4 lub mniej (1-3) rownowaznikéw molowych Cu(Il) (s61 CuClz) do ZnMT3
(produkcja 1 oczyszczanie zgodnie z protokotem opisanym w Rozdziale 3.3.2) w 200 mM
octanie amonu (pH 6,8). Nastgpnie, po 10 minutowej inkubacji, 100 uM kompleksy odsalane
byty na kolumienkach Zeba™ Spin Desalting Columns o odcieciu mas 7 kDa (Thermo Fisher
Scientific) zrownowazonych octanem amonu. Tak przygotowany kompleks rozcienczany byt
do stezenia 10 pM 1 naktadany do kapilar ze szkta borokrzemowego, w ktorych umieszczano
platynowy drucik, do ktérego przykladano napigcie 0,9—1,4 kV, aby umozliwi¢ tworzenie si¢
jonéw. Eksperymenty MS przeprowadzane byly razem z dr. Manuelem Peris-Diaz
z wykorzystaniem spektrometru Synapt XS HDMS wyposazonego w modut jonizacji typu
nanoelektrospray (Waters Corporation). Dane analizowane byly za pomoca MassLynx v4.2
(Waters Corp.) i skryptéw w Pythonie 3.5 (dostgpnych w bazie github.com) i zdeponowanych
przez dr. Peris-Diaz.'®°

Do eksperymentu stuzacego okresleniu ilosci mostkéw disulfidowych, kompleksy
denaturowano poprzez zakwaszenie kwasem octowym, a probki nastrzykiwane byly
w mieszaninie woda : acetonitryl w stosunku objetosciowym 1:1, z 0,1% kwasem octowym.

Probki do eksperymentow mapowania miejsc wigzania Cu(I) 1 Zn(II) przygotowywano
analogicznie jak opisano powyzej, jednak w wyzszym stezeniu- 1000 uM. Nastepnie dodawano
roézne stezenia odczynnika alkilujagcego NEM (N-etylomaleimid) (Sigma Aldrich): 10, 25, 50
1 100 mM 1 rozcienczane buforem do stezenia biatka wynoszacego 45 M. Po 10 minutowe;j
inkubacji bez dostepu do $wiatla, probki byly ponownie odsalane, rozcienczane do st¢zenia

10 uM, umieszczane w kapilarach 1 mierzone w warunkach natywnych. Nastepnie, poprzez
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przytozenie 20-60 V putapki energii zderzenia (ang. trap collision energies) w argonie, jako
gazie kolizyjnym, kwadrupolowo-wybrany jon ulegal dysocjacji indukowanej kolizja (CID,
ang. collision-induced dissociation). Uzyskane fragmenty byty nast¢pnie analizowane przez dr.
Peris-Diaz w stworzonym przez niego skrypcie Python 3.5.1%

W projekcie tym, moj udzial polegat na produkcji biatka, przygotowywaniu probek do
pomiarow oraz razem z dr. Peris-Diaz mierzytam widma masowe opisane ponizej. Analiz¢
uzyskanych danych w programie MassLynx v4.2 (Waters Corp.) i w skryptach w Pythonie 3.5

przeprowadzat dr. Peris-Diaz.!8°

3.3.7.3 Miareczkowania domen metalotionein jonami Cu(I)

W celu okre$lenia mechanizmu wigzania jonow Cu(l) do domen metalotionein do 30 uM
apodomen metalotionein w 100 mM octanie amonu, pH 7,4, dodawane byly rownowazniki
molowe Cu(I) 1-7 dla a-domeny oraz 1-6 dla B-domeny. Aby zapobiec utlenianiu kompleksow
podczas jonizacji, do kazdej probki dodawano trzykrotny molowy nadmiar zredukowanego
glutationu (GSH) nad Cu(I). Przygotowane w komorze rekawicowej kompleksy, byty nastgpnie
wyciggane przez $luz¢ w szczelnie zamknigtych fiolkach. Probki pobierano za pomoca
strzykawki 1 nastrzykiwano bezposrednio do spektrometru mas ESI-MS qTOF Compact
Q-TOF Bruker z predkoscig 3 pl/min. Dane analizowano w programie DataAnalysis Bruker,
a mas¢ obliczano wykorzystujac algorytm dekonwolucji Maximum Entropy (Bruker Daltonik,

GmbH).!”
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4. Wyniki

4.1 Produkcja ludzkich izoform metalotionein

Protokoty wykorzystywane podczas produkcji metalotionein zostaty opracowane w Zaktadzie
Chemii Biologicznej przez dr Agnieszke Drozd i dr. Adama Pomorskiego oraz opisane
w Rozdziale 3.3.2.

Metalotioneiny sg niewielkimi biatkami, zatem istotne byto, aby nie zawieraty one
dodatkowych reszt aminokwasowych, zar6wno na N- jak i C-koncu. W tym celu wybrano
plazmidy pTYB21 oraz kompatybilny system IMPACT (ang. intein mediated purification with
an affinity chitin-binding tag, New England Biolabs). Plazmidy kodowaly sekwencje
odpowiedniej metalotioneiny wraz z dotagczong na N-koncu metka. Metke stanowila inteina
oraz domena wigzaca chityng CBP (ang. chitin binding protein), ktora powodowala selektywne
wigzanie si¢ biatka do ztoza chitynowego podczas pierwszego etapu oczyszczania. Dodatek
DTT powodowat rozszczepienie inteiny, a tym samym odcig¢cie metalotioneiny do roztworu,
a metka pozostawata zwigzana do ztoza.

Biatko, wstepnie oczyszczone za pomocg chromatografii powinowactwa, bylo
nastepnie oddzielane od ewentualnych jonow metali oraz innych zanieczyszczen pozostatych
po hodowli bakteryjnej za pomocg saczenia molekularnego w kwasnym pH (Ryc. 12A).
W pH réwnym 2, metalotioneina nie wiaze jonow metali, zatem na tym etapie otrzymywano
apoMT. Rozdzial monitorowano przy trzech dtugosciach fal: 215, 220 oraz 280 nm. Przy dwoch
pierwszych dtugosciach fal sledzono sygnaly pochodzace od metalotioneiny, a za sygnaty przy
280 nm odpowiadaly zanieczyszczenia, poniewaz metalotioneiny nie posiadajg reszt
aromatycznych. Rycina 12A przedstawia przykladowy chromatogram oczyszczania apoMT3.
Najwyzszy sygnal, przy okoto 105 ml, odpowiada biatku, a nastepujace po nim dwa nizsze
sygnaty pochodza od dwoch form DTT, odpowiednio zredukowanej i1 utlenione;.

Metalotioneiny pozbawione jondw metali nie posiadaja struktury drugorzgdowej i tatwo
ulegaja utlenianiu, zwlaszcza w oboje¢tnym lub zasadowym pH. Kwasne $rodowisko znaczaco
spowalnia proces utleniania, ze wzgledu na utrzymywanie atoméw siarki w formie tiolu.
Dlatego tez oczyszczong apoMT przechowywang w 10 mM kwasie HCl wykorzystywano od
razu do eksperymentéw lub przeprowadzano rekonstytucj¢ Zn(II), w obecnosci odczynnika
redukujacego TCEP w pH 8,6. Po rekonstytucji biatko ponownie oczyszczano poprzez saczenie
molekularne, w warunkach zasadowych w 20 mM Tris-HCI (Ryc. 12B). Na chromatogramie

obecny jest duzy sygnat, przy okoto 65 ml odpowiadajacy formie wysyconej siedmioma jonami
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Zn(Il) 1 sg to frakcje, ktére byty zbierane do dalszych eksperymentow. Przed nim widoczny jest
ogon, ktory pochodzi od zagregowanych form MT, natomiast sygnaty za nim, pochodza od nie

w pelni wysyconej oraz zdegradowanej MT.

A B
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Rycina 12. Przyktadowe chromatogramy otrzymane podczas saczenia molekularnego metalotioneiny 3
na kwasno- 10 mM HCI (A) oraz w warunkach zasadowych- 20 mM Tris-HCI (pH 8,6) (B) MT3. Do
rozdziatu wykorzystano kolumng HiLoad® 16/600 Superdex 75 pg (Cytiva).

SteZzenie otrzymanych metalotionein bylo mierzone za pomocg testu Ellmana!”
i obliczana byla wydajno$¢ produkcji biatka na 1 1 hodowli bakteryjnej (Tab. 2). Dodatkowo
dla biatek cynkowych, sprawdzany byt stopien wysycenia Zn(Il), z uzyciem chromoforowego
chelatora PAR (Ryc. 9), ktory pozwalat na pomiar stezenia Zn(II).!”! Uzyskany wynik dzielono
przez stezenie biatka, wyznaczone za pomocg testu Ellmana, uzyskujac w ten sposob ilos¢
rownowaznikow molowych zwigzanych przez jedng czasteczk¢ metalotioneiny.

Tabela 2. Wydajnos¢ procesu produkcji i oczyszczania metalotionein (przeliczona na 1 1 hodowli
bakteryjnej) wraz z iloscia zwigzanych rownowaznikow molowych Zn(II).

Analizowane biatko Wydajnos¢ produkeji [mg/1] Ekwiwalenty molowe Zn(II)
MT2 4,3 6,9
MT3 3,1 6,9
a-MT3 1,3 3,9

Do potwierdzenia tozsamosci uzyskanych metalotionein po kazdym etapie saczenia
molekularnego zastosowano wylacznie spektrometri¢ mas, gdyz inne klasyczne metody, jak np.
SDS-PAGE nie sg odpowiednie. Metalotioneiny ze wzgledu na niewielka masg czasteczkowsg
(okoto 6 000 / 7 000 Da) migruja w zelu zbyt szybko, przez co pozycja prazka moze by¢
nieczytelna ze wzgledu na zlanie si¢ z czolem lub moze odpowiada¢ innym matym biatkom
obecnym w preparacie. Dodatkowy problem stanowi wysoka zawarto$¢ reszt cysteinowych
oraz brak reszt aromatycznych w sekwencji metalotionein, przez co barwienie moze by¢
nieefektywne. Widma masowe mierzono za pomocg spektrometru mas z jonizacja ESI, w trybie

jonoéw dodatnich, a uzyskane dane analizowano w programie DataAnalysis Bruker. Mas¢
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eksperymentalng obliczano wykorzystujac algorytm dekonwolucji Maximum Entropy.!”

Widma apoMT oraz ZnsMT przestawiono na Rycinie 13, a masy eksperymentalne oraz

teoretyczne zebrano w Tabeli 3.
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Rycina 13. Widma po dekonwolucji z wykorzystaniem algorytmu Maximum Entropy w programie
DataAnalysis Bruker '” oczyszczonych sgczeniem molekularnym biatek: apoMT3 (A), apoMT2 (B),
ZnsMT3 (C) i ZnyMT2 (D). Tioneiny o stezeniu 10 M przygotowywano w mieszaninie protycznej
(metanol: woda: kwas mrowkowy 50: 49.9: 0,1), a metalotioneiny o st¢zeniu 30 uM w 100 mM octanie

amonu, pH 7,4.

Tabela 3. Porownanie $rednich mas eksperymentalnych z masami teoretycznymi oczyszczonych

metalotionein.
Masa eksperymentalna [Da] Masa teoretyczna [Da]
apoMT2 6041,22 6042,22
Zn7;MT2 6488,05 6489,73
apoMT3 6926,11 6927,02
Zn;MT3 7372,01 7374,53
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4.2 Charakterystyka miedziowych oraz miedziowo-cynkowych

metalotionein

4.2.1 Miareczkowania spektrofotometryczne i spektropolarymetryczne

metalotionein

Jony Zn(Il) r6znig si¢ od jonow Cu(I) pod wzgledem geometrii oraz liczby koordynacyjnej
w tworzonych kompleksach biatkowych.!'¥! Maksymalne wysycenie moze wiec nastepowac po
zwigzaniu innej ilosci rtownowaznikéw molowych metalu. Charakterystyke miedziowych oraz
miedziowo-cynkowych metalotionein rozpoczeto zatem od miareczkowan
spektrofotometrycznych i spektropolarymetrycznych apoMT oraz holoMT, jonami Cu(l)
i Cu(ll). Ze wzgledu na to, ze jony miedzi sa redoksowo aktywne, eksperymenty
przeprowadzano w warunkach beztlenowych, w atmosferze gazu obojetnego- azotu, nie
dopuszczajac by stezenie tlenu wynositlo powyzej 5 ppm. Roztwor [Cu(CH3CN)4]PFs, jako
zrodlo jondw Cu(l), przygotowywany byt w mieszaninie acetonitrylu z woda w stosunku
objetosciowym 1:1. Dodatek acetonitrylu zapobiegal dysproporcjonowaniu jonéow Cu(l) do
Cu(Il) i Cu(0).!®? Nie zdecydowano si¢ na uzycie odczynnikéw redukujacych, aby uniknaé
konkurencji o jony Cu(l) pomigdzy reduktorem a biatkiem, lub aby jony CI, obecne m.in.
w TCEP nie stracaty sie w postaci soli CuCl, %318

Widma UV-vis rejestrowano w zakresie 200-450 nm, a wigzanie jonow metali
obserwowano dzigki pasmom LMCT- przej$cie z przeniesieniem tadunku z atomu siarki grupy
tiolanowej na jon metalu. Niezaleznie czy metalotioneina miareczkowana byta jonami Cu(I)
czy Cu(Il), wigzanie jonow metalu widoczne bylo przy dlugosci fali 250-265 nm, gdyz jony
Cu(Il) wigzac si¢ do MT ulegaja redukcji, z rOwnoczesnym utlenianiem reszt cysteinowych
i tworzeniem mostkow disulfidowych.'®® Redukcja Cu(Ill) do Cu(l) jest reakcja
jednoelektronowa, podczas gdy tworzenie wigzan S—S jest reakcjg dwuelektronowa. Oznacza
to, ze redukcji dwoch jonow Cu(Il) towarzyszy powstawanie jednego mostka disulfidowego.'®’
Na Rycinie 14A przedstawiono miareczkowania UV-vis apoMT3 i apoMT2 jonami Cu(l).
Przedstawione krzywe, wykre§lone dla maksimum absorbancji po dodaniu kazdego
rownowaznika molowego Cu(l) pokazuja liniowy przyrost, az do 13 réwnowaznikow Cu(l).
W przypadku izoformy MT3, zauwazy¢ mozna, ze pomigdzy 13 a 15 rownowaznikiem
molowym Cu(I) obecne jest dodatkowe wyptaszczenie, niewidoczne dla MT2, po ktérym

nastepuje dalszy wzrost absorbancji. Dla MT3 obecne sg zatem dwa punkty rownowaznikowe-
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przy 13 oraz 15 réwnowaznikach molowych Cu(I). Dla MT2 widoczny jest jeden punkt
zmieniajacy lini¢ trendu, obecny przy 13 rownowaznikach Cu(l).

Rycina 14B przedstawia natomiast miareczkowania apoMT3 i apoMT2 jonami Cu(II).
Obie izoformy oddziatujg z jonami Cu(Il), w analogiczny sposob- redukujac jony metalu
1 wigzac Cu(l), a punkt maksymalnego wysycenia nastgpuje po zwigzaniu 8 rownowaznikow
molowych Cu(I), pochodzacych z redukcji Cu(Il). Dla MT3 ksztaltt krzywej, wykreslonej dla
absorbancji przy 255 nm, jest ostry, a punkt rownowaznikowy czytelny. Na wykresie
odpowiadajagcym miareczkowaniu MT2, mozna zaobserwowac bardziej obly ksztalt przy

koncowych punktach wysycania biatka.
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Rycina 14. Spektrofotometryczne miareczkowania tionein jonami Cu(I) (A) oraz Cu(Il) (B). Wstawki
przedstawiaja zalezno$¢ dodanej ilosci rownowaznikow molowych Cu(l)/Cu(Il) od absorbancji
w maksimum.

Wykonano rowniez miareczkowania spektropolarymetryczne, a wyniki przedstawiono
na Rycinie 15. Dla apoMT3 i apoMT2 miareczkowanych jonami Cu(I) (Ryc. 15A, B) widoczne
sa dwa pasma- dodatnie przy 261 nm oraz ujemne przy 226 nm. Ich intensywnos$¢ poczatkowo
rosnie, a nastgpnie maleje. Wykreslone przy dwéch dhugosciach fal, wartosci 6 dla apoMT3
1 apoMT2 maja odmienny przebieg. Dla apoMT3, widoczny jest wzrost intensywnosci, az do
13 dodanych rownowaznikéw molowych Cu(l), z punktem réwnowaznikowym przy
9 ekwiwalentach. Dla MT2 natomiast, zaobserwowa¢ mozna liniowy wzrost do
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6 rownowaznikéw molowych Cu(l), nastepnie spadek eliptycznosci do okoto
13 rownowaznikéw Cu(l), a dalszy dodatek metalu, nie wywoluje zmian spektralnych.

Pasma przy tych samych dlugosciach fal- 261 nm oraz 226 nm, obserwowane sg dla
kompleksow utlenionych, ktore tworzone s3 poprzez wysycanie biatka jonami Cu(l),
pochodzacymi z redukcji Cu(Il) (Ryc. 15C, D). Zaréwno dla apoMT3, jak i dla apoMT2,
widoczny jest wzrost intensywnosci az do 4 rownowaznikéw molowych Cu(Il), po ktérym
nastepuje spadek eliptycznosci. Na wykreslonych krzywych, ciezko jest wyznaczy¢ kolejny
punkt rownowaznikowy, ktory moglby swiadczy¢ o catkowitym wysyceniu biatka. Jednak dla
obu biatek przy 261 nm zmiana linii trendu widoczna jest takze przy oSmiu rownowaznikach

molowych Cu(Il), a dla apoMT3 takze przy dziesigciu.
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Rycina 15. Miareczkowania spektopolarymetryczne, przeprowadzane w 10 mM buforze Tris-HCI pH
7,4 (100 mM NaF) apoMT3 jonami Cu(I) (A), apoMT2 jonami Cu(I) (B), apoMT3 jonami Cu(Il) (C)
oraz apoMT2 jonami Cu(Il) (D). Wstawki przedstawiaja zalezno$¢ dodanej ilosci rownowaznikow
molowych Cu(I)/Cu(Il) od warto$ci eliptycznos$ci przy wybranej dtugosci fali.

Metalotioneny wysycone jonami Zn(II) rowniez moga wigzac¢ jony Cu(l), co skutkuje
dysocjacja jonoéw Zn(Il) 1 powstawaniem kompleksow mieszanych. Aby okresli¢ ilos¢ jonow
Cu(I), ktora moze zosta¢ zwigzana przez Zn;MT przeprowadzono analogiczne miareczkowania
jak opisano powyzej rozpoczynajac jednak od wysyconych Zn(II) metalotionein. Wigzanie
jondéw Cu(I) w kompleksach zredukowanych lub utlenionych, obserwowano przy tej samej

dlugosci fali co dla kompleksow tworzonych poprzez wysycanie apoMT jonami Cu(I),
natomiast oddysocjowywanie Zn(II) sledzono przy dtugosci fali 210-220 nm, gdzie wystepuje
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pasmo CT S—Zn(II).!'*!33 Na Rycinie 16 przedstawiono uzyskane widma, a gérne wstawki to
widma réznicowe, uzyskane poprzez odjecie od kazdego widma po dodaniu Cu(I)/Cu(Il),
widma ZnyMT. Z widm tych odczytywano potozenie minimum oraz maksimum pasm CT.
Widoczny jest na nich takze punkt izozbestyczny przy okoto 217 nm 1 222 nm, kolejno dla
Zn7MT3 1 ZnsMT?2. Dolne wstawki, przedstawiajgce zaleznos¢ wartosci absorbancji od ilosci
dodanych molowych roéwnowaznikow molowych Cu(l) ukazuja liniowy przyrost, az do
13 réwnowaznikoéw molowych Cu(I) przy dlugosci fali 252 nm oraz spadek absorbancji przy
207 nm (Ryc. 16A, B).

Miareczkowanie jonami Cu(Il) (Ryc. 16C, D) powodowato bardziej gwattowny spadek
absorbancji przy 210-215 nm oraz wzrost przy 255 nm. Trendy te utrzymywaty sie, az do
petlnego wysycenia biatka jonami Cu(I)- do momentu dodania 6smego réwnowaznika
molowego Cu(Il). Zatem wysycenie Zn7MT3 1 Zn;MT2 nastgpuje po zwigzaniu takiej same]
ilosci jonow Cu(l), jak wysycenie apobialka, czyli 13 jonow Cu(l) oraz 8 jonow Cu(I)

pochodzacych z redukcji Cu(II).
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Rycina 16. Spektrofotometryczne miareczkowania Zn;MT3 jonami Cu(l) (A), Zn;MT2 jonami Cu(])
(B), ZnsMT3 jonami Cu(ll) (C) oraz ZnsMT2 jonami Cu(ll) (D). Wstawki przedstawiaja widma
roznicowe (gorne wykresy) oraz zalezno$¢ dodanej ilosci réwnowaznikoéw molowych Cu(I)/Cu(1l)
(dolne wykresy) od absorbancji w maksimum.
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Dla  komplekséw  heterometalicznych ~ wykonano  takze  miareczkowania
spektropolarymetryczne (Ryc. 17). Ponownie, tak jak dla kompleksow homometalicznych
widoczne sg dwa pasma- dodatnie przy okoto 254-261 nm oraz ujemne przy 221-222 nm. Na
Rycinie 17A ukazujacej tworzenie zredukowanego kompleksu heterometalicznego MT3,
wartos¢ eliptycznosci przy 221 nm maleje, az do 9 rownowaznikow molowych Cu(l),
z widocznym punktem réwnowaznikowym przy 4 ekwiwalentach Cu(I). W zakresie 9-11
rownowaznikéw wystepuje plateau, po ktorym nastepuje wzrost intensywnosci, az do 15
rownowaznikéw molowych Cu(I). Wzrost ten nie jest liniowy, a przy 13 rownowaznikach Cu(I)
zauwazy¢ mozna zmian¢ linii trendu. Dalszy dodatek jonow Cu(l) powoduje spadek
eliptycznos$ci. Przy 254 nm, intensywnos$¢ poczatkowo rosnie, do 13 rownowaznikow Cu(I),
z punktem réwnowaznikowym przy 9 ekwiwalentach molowych, nastepnie spada do 15
rownowaznikéw Cu(l), po czym widoczne jest plateau. Tworzeniu zredukowanego kompleksu
mieszanego MT2 (Ryc. 17B), towarzysza inne zmiany, pomimo obecnosci tych samych pasm
na widmie CD. Intensywno$¢ pasma przy 222 nm, poczatkowo maleje, az do 5-6
rownowaznikdw molowych, nastgpnie wzrasta do 8 jonow Cu(l) na czasteczke, a dalsze
wysycanie bialka nie wywotuje znaczacych zmian. Jedynie warto$¢ 0 po zwigzaniu 13 jonow
Cu(l) jest nizsza niz dla pozostatych form. Przy 260 nm, intensywno$¢ pasma ros$nie do
6 ekwiwalentow, a nastepnie spada. Spadkowi temu towarzyszg dwa punkty rownowaznikowe-
przy 9 oraz 13 r6wnowaznikach Cu(I).

W przypadku komplekséw utlenionych MT3 (Ryc. 17C), przy 221 nm widoczny jest
poczatkowo spadek eliptycznosci, az do 4 dodanych réwnowaznikow Cu(ll), nastepnie
obserwuje si¢ plateau do 6 jondw oraz dalszy wzrost eliptycznosci do 8 jonow Cu(Il) na
czasteczke metalotioneiny. Natomiast przy 261 nm, pasmo nabiera intensywnosci az do 8
dodanych rownowaznikow molowych Cu(Il). Zmiany spektralne wywotywane tworzeniem si¢
utlenionego kompleksu mieszanego M T2, widoczne sa w wezszym zakresie ilosci Cu(Il) (Ryc.
17D). Intensywnos$¢ pasma przy 221 nm, po poczatkowym spadku, uzyskuje plateau juz po
dodaniu 2 réwnowaznikéw molowych Cu(Il), natomiast pasmo przy 261 nm ros$nie az do 4
réwnowaznikow, a nastgpnie obserwuje si¢ tagodny spadek, z punktem rownowaznikowym

przy 8 ekwiwalentach.
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Rycina 17. Miareczkowania spektopolarymetryczne, przeprowadzane w 10 mM buforze Tris-HCI pH
7,4 (100 mM NaF) ZnsMT3 jonami Cu(l) (A), ZnsMT2 jonami Cu(I) (B), Zn7MT3 jonami Cu(II) (C)
oraz Zn;MT2 jonami Cu(Il) (D). Wstawki przedstawiaja zalezno§¢ dodanej ilosci réwnowaznikow
molowych Cu(I)/Cu(Il) od wartosci eliptycznosci.

4.2.2 Molowe wspolczynniki absorpcji metalotionein

Pomiar stgzenia cynkowych komplekséw metalotionein mozliwy jest dzigki zastosowaniu
chelatora EDTA wraz z utleniaczem DTNB. Jony miedzi w kompleksach heterometalicznych,
sa zwigzane z wigkszym powinowactwem, zatem EDTA moze nie by¢ efektywnym
konkurentem dla MT. Aby umozliwi¢ pomiar stezen miedziowo-cynkowych kompleksow
metalotionein, wyznaczono wspotczynniki molowe dla kazdej formy mieszanej. W tym celu
wykonano miareczkowania Zn7MT3 oraz Zn7sMT2 o stgzeniu 1, 2,5 oraz 5 uM jonami Cu(I)
oraz Cu(II). Nastepnie korzystajac z prawa Lamberta-Beera, obliczono wspotczynniki molowe
przy dtugosciach fal 250-256 nm, czyli tam gdzie wystepuje pasmo pochodzace od przejscia
elektronowego z przeniesieniem tadunku z liganda na metal- CysS—Cu(I), a uzyskane wyniki

zebrano w Tabeli 4.
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Tabela 4. Molowe wspdtczynniki absorpcji mieszanych, miedziowo-cynkowych metalotionein,
wyznaczone w buforze sodowo-boranowym pH 7.4 (50 mM, 100 mM NakF).

) L Cu(l) Cu(Il)
ROV:I‘]‘(‘)’IV; jvzemk' MT3 MT2 MT3 MT2
Cu(I)/Cu(II) 82_52' 10? 8%52'103_ 8?54'103_ 8?56'103-
(M!-cm?) (M!-cm?) (M!-cm?) (M!-cm?)
1 14,3 +£0,5 13,9 +0,6 17,2 +£0,7 12,2 +0,7
2 20,5+0,6 20,1 £1,1 25,0+£0,6 18,8+ 1,0
3 26,4 +£0,5 264 +£1,2 32,8 £0,6 254 +1,1
4 32,2+0,7 324+1,5 39,9 +0,7 31,8+ 1,1
5 38,3+ 1,1 38,7+ 1,7 46,5+0,9 38,0+0,9
6 448+12 449+20 522+1,0 43.7+0,6
7 50,7+ 1,2 51,7+2,1 572+1,0 49,0+04
8 56,7+ 1,7 58,1 £2,2 60,8 £0,8 53,0+£0,2
9 62,8+1,9 64,0+2,3 - -
10 68,9+1,8 69,7+2,3 - -
11 75.0+2.1 747+25 - -
12 80,3 +2,3 79,2 +2,3 - -
13 85,0+£2,2 83,2+2,3 - -

4.2.3 Stechiometria kompleksow heterometalicznych

Miareczkowania spektrofotometryczne oraz spektropolarymetryczne pozwolity okresli¢
maksymalng liczbe jonéw Cu(I)/Cu(Il) wiazacych si¢ do MT oraz ich zdolno$¢ do wypierania
jonow Zn(II). Nie daly jednak mozliwosci wgladu w stechiometri¢ mieszanych kompleksow
oraz okreslenia, czy wszystkie jony Zn(Il) sa wypierane przez jony Cu(I)/Cu(Il). Aby uzyskac
te informacje, wykorzystano chelator PAR, ktory z jonami Zn(Il) tworzy kompleks Zn(PAR)2
(Ryc. 9), a ujemny logarytm ze statej dysocjacji Kqi» takiego kompleksu wynosi 12,15.17! Przed
rozpoczeciem pomiaréw z biatkiem, zdecydowano si¢ na zbadanie wigzania PAR z Cu(l),
wiedzac, ze tworzy on réwniez kompleksy z innymi jonami metali jak Cu(Il), Cd(Il) czy
Hg(II).'”" W tym celu chelator zmiareczkowano jonami Cu(I) oraz Zn(I), a wyniki
przedstawiono na Rycinie 18A. Maksimum absorpcji kompleksu Cu(I) z PAR obecne jest przy
504 nm, zatem pomi¢dzy dwoma pasmami kompleksu Zn(PAR)z- 520 nm 1 492 nm. Pasma te
naktadaja si¢ na siebie, wiec obliczanie stgzen jondw metali obarczone bytoby duzym btedem.
Pomimo tego zdecydowano si¢ na zastosowanie chelatora PAR, jednak w podejsciu
polegajacym na ilosciowym oznaczaniu jonéw Zn(II) uwolnionych do roztworu z kompleksu
Zn7MT pod wptywem wigzania jonéw Cu(I). W tym celu przygotowano mieszane kompleksy
MT, a nastepnie, bez etapu odsalania, dodawano je do chelatora i mierzono absorbancj¢ przy
492 nm przez 5 min, zaktadajac, ze w tym czasie chromofor zwigze jedynie uwolnione jony

metalu.
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Rycina 18. Widma absorpcyjne 100 uM PAR miareczkowanego jonami Cu(l) (niebieskie widma)
i Zn(II) (zielone widma) w 50 mM buforze Na'-HEPES pH 7,4 (100 mM NaF) (A). Absorbancja przy
492 nm w czasie, uktadu zawierajacego 100 uM PAR i 2,5uM MT kompleks Cu(I);sMT3 (B) lub
Cu(I)sMT3ox (C) w 50 mM buforze Na'™-HEPES pH 7.4 (100 mM NaF).

Jako kontrolg wykonano analogiczny eksperyment, stosujac miedziowe, w pelni
wysycone kompleksy Cu(I)xMT3 (Ryc. 18B, C), aby sprawdzi¢ czy w 5 minut bedzie
dochodzito do transferu jonéw Cu(I) z kompleksu MT do chelatora PAR. Jak przedstawiono na
Rycinie 18B i C, w ciggu 5 minut od rozpoczecia pomiaru nie zaobserwowano wzrostu
absorbancji przy 492 nm, co wskazuje, ze jony miedzi wigzg si¢ do MT z wigkszym
powinowactwem 1 w tym czasie jony Cu(l) nie sg transferowane do chelatora. Po dluzszym
czasie inkubacji- po 4 h, zauwazy¢ mozna (Ryc. 18B, C), ze absorbancja rosnie, zatem jony
Cu(I) sa transferowane do PAR, jednak transfer ten jest wolny. Po uptywie 22 i 47 h, kolejno
dla kompleksu Cu(I)isMT3 1 Cu(I)sMT3ox, uzyskiwane byto plateau, co $wiadczy o tym, ze
w uktadzie ustalila si¢ rownowaga pomiedzy dwoma formami kompleksowymi- Cu(I)xMT3
a Cu(I)(PAR) oraz Cu(I)xMT3ox a Cu(I)(PAR).. W konsekwencji przyjeto, ze w ciggu 5 minut
jony Zn(Il) i Cu(I) zwigzane do MT nie zostang uwolnione, a chelator PAR bedzie wigzat
jedynie jony Zn(II) uwolnione do roztworu. Przystagpiono wigc do eksperymentu wtasciwego,
z kompleksami mieszanymi.

Rycina 19 przedstawia zaleznos$¢ ilosci jonéw Cu(l) zwigzanych do MT3 (Ryc. 19A)
oraz MT2 (Ryc. 19B) od absorbancji przy 492 nm i od ilosci jonéw Zn(II) przetrasferowanych
do chelatora PAR. Ilo§¢ réwnowaznikow molowych Zn(Il), zwigzanych przez chelator
obliczana byta przy uzyciu molowego wspotczynnika absorpcji kompleksu Zn(PAR), rownego
71 500 M'-em™,'”! a nastepnie poprzez odjecie tej ilosci jonow Zn(I) od wyjsciowej

zawarto$ci Zn(Il) w kompleksie MT (w przypadku MT3 i MT2 zwigzanych bylo 7 jonoéw)
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okreslano stechiometri¢ komplekso6w mieszanych metalotionein (Tab. 5). Wigzanie pierwszego
réwnowaznika Cu(l), powoduje wyparcie okoto jednego jonu Zn(II), a kolejny réwnowaznik
Cu(I) wypiera niewiele wiecej Zn(Il) z obu izoform. Podobnie, trzeci i czwarty jon Cu(l)
zwigzany do MT3 oraz trzeci, czwarty 1 pigty do MT2 wypieraja takg sama ilo$¢
rownowaznikéw cynku, t.j. ~2. Trzy jony Zn(Il) w kompleksie MT3 sg wypierane przez 5-9
réwnowaznikow Cu(l) oraz 6-8 rownowaznikow Cu(l) w kompleksie MT2. Kolejne
roéwnowazniki Cu(I) wypieraja tylko dwa lub trzy dodatkowe jony Zn(Il) z obu izoform MT.
Sugeruje to, ze finalnie, w wysyconym kompleksie MT poza 13 jonami Cu(l) znajduja si¢

dodatkowo dwa jony Zn(II).
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Rycina 19. Zalezno$¢ ilosci jonow Cu(l)/Cu(Il) zwigzanych do MT od absorbancji przy 492 nm i od
ilosci jonow Zn(Il) przetrasferowanych do chelatora PAR; Cu(I)xZny,MT3 (A), Cu(D)xZnyMT2 (B),
Cu(D)xZnyMT3ox (C) oraz Cu(l)xZnyMT24, (D). 2 uM MT inkubowano ze 100 pM PAR w 50 mM
buforze Na*-HEPES pH 7.4 (100 mM NaF).

Tabela 5. Stechiometria kompleksow mieszanych- Cu(I)xZn,MT i Cu(I)xZnyMTo. Zawartos¢ jonow
Zn(Il) w mieszanym kompleksie MT, w zaleznosci od dodane;j ilosci rownowaznikow molowych Cu(l),
okreslano na podstawie absorbancji przy 492 nm kompleksu Zn(PAR),, powstatego po inkubacji Zn;MT
z r6zna iloscia ekwiwalentow Cu(l) lub Cu(Ill) i chromoforem PAR. Eksperyment wykonano
dwukrotnie.

Tlo$¢ jonow Ilo$¢ jonow Zn(IT) w kompleksie mieszanym
Cu() w Kompleks zredukowany Kompleks utleniony

kompleksie MT3 MT2 MT3 MT2
1 5,95+ 0,04 6,14 +0,01 5,36+ 0,02 591+0,11
2 5,76 + 0,01 5,87 +£0,01 5,31 £0,01 5,43 £0,05
3 5,17+0,13 5,18 £0,01 4,15+0,12 4,63 £ 0,03
4 5,15+ 0,20 5,18 0,03 3,51+0,15 4,51 +£0,1
5 4,25 +0,05 4,87+ 0,04 2,91+0,17 3,18+0,1
6 4,11+£0,22 3,72+0,01 2,39+ 0,44 2,554+0,23
7 3,83 +0,05 3,68 £0,04 1,92 +0,14 1,68 £ 0,04
8 3,64 + 0,02 3,92 +0,05 2,04 +0,14 1,88 £0,12
9 3,70 + 0,56 3,05+0,11 - -
10 3,04 +£0,43 2,63 +0,08 - -
11 2,51 +£0,69 2,49 £0,11 - -
12 1,99 £ 0,17 2,14 +£0,07 - -
13 1,82 + 0,46 1,79 £ 0,09 - -
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W mieszanych, utlenionych kompleksach przedstawionych na Rycinie 19C 1 D
zauwazy¢ mozna, ze ilo§¢ jondw Zn(Il) wypieranych przez wigzanie jonow Cu(l)
pochodzacych z redukcji Cu(Il) nie jest tak oczywista, a warto$ci sg liczbami niecatkowitymi.
Dodatek jednego lub dwoch réwnowaznikow Cu(Il) do ZnsMT, powoduje uwolnienie nie
wiecej niz dwoch Zn(II). Trzeci 1 czwarty rownowaznik Cu(Il) wywotuje rézny efekt dla
izoform MT2 i MT3. Wigzanie trzech i czterech jonéw Cu(l) z redukcji Cu(Il) powoduje
oddysocjowanie okoto trzech jonéw Zn(II) z czasteczki MT3 1 okoto 2-2,5 z czasteczki MT2.
Wiazanie kolejnych rownowaznikéw w obu izoformach powoduje oddysocjowanie
maksymalnie pi¢ciu jonéw Zn(Il) i tak jak bylo to dla komplekséw zredukowanych dwa jony

Zn(Il) pozostajg zwigzane do MT tworzac heterometaliczny, utleniony kompleks.

4.2.4 Fosforescencja — analiza klastrow w kompleksach zredukowanych

Metalotioneiny nie sg biatkami o sztywnej strukturze, przez co tancuch polipeptydowy
wykazuje duza ruchliwo$¢. Podczas eksperymentow luminescencyjnych, ruchy te moga
prowadzi¢ do przej$¢ bezpromienistych, co zmniejsza¢ bedzie rozdzielczos¢ widm.
Zastosowanie niskiej temperatury (77 K) znacznie ogranicza ten ruch czasteczek, przez co
biatko staje si¢ bardziej statyczne, a jako$§¢ widm poprawia si¢. Widma luminescencji
niskotemperaturowej przedstawione na Rycinie 20A zostaly znormalizowane do tej samej
intensywnosci 1 przedstawiaja ksztalt pasma emisji oraz potozenie maksimum. Nie mozna
zatem poroOwnywac¢ intensywnosci emisji, gdyz parametry pomiarowe, jak np. szerokos¢
szczelin, czy wzmocnienie detektora, zostalty zmienione 1 zoptymalizowane dla kazdej probki.
Wraz z dodawaniem jondéw Cu(l) do ZnsMT3 maksimum pasma emisji przesuwa si¢
w kierunku dtuzszych fal (Ryc. 20B). Obserwujac zmieniajace si¢ polozenie maksimum,
wyr6zni¢ mozna cztery formy komplekséw, ktore zmieniajg trend. Opierajac si¢ na wczesniej
opisanych eksperymentach mozna okresli¢ te kompleksy jako Cu(I)3ZnsMT3, Cu(I)sZnsMT3,
Cu(I)9ZnsMT3 1 Cu(l)13ZnoMT3. Dodajac od 1 do 3 réwnowaznikéw molowych Cu(l) pasmo
emisji przesuwa si¢ batochromowo z 532 nm do 562 nm. Dodanie kolejnego réwnowaznika
Cu(I) powoduje cofniecie si¢ pasma i przesunigcie hipsochromowe fal do 554 nm. Nastepnie
widoczne jest kolejne przesunigcie ku czerwieni do 584 nm, az do utworzenia kompleksu
Cu(I)6ZnsMT3, a sidédmy réwnowaznik Cu(I), nie powoduje przesuni¢cia pasma emisyjnego.
Osmy oraz dziewiaty ekwiwalent Cu(l), ponownie powoduja przesuwanie pasma w strone
dhuzszych fal, az do 612 nm. Dla komplekséw mieszanych zawierajacych 9-12 rownowaznikéw

Cu(I) maksimum wystepuje przy okoto 610 nm, zatem jego polozenie nie zmienia si¢. Wigzaniu
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trzynastego rownowaznika Cu(I) towarzyszy kolejne przesunigcie batochromowe do 630 nm.

Dodanie kolejnych jondw nie powoduje zmian w potozeniu maksimum pasma.
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Rycina 20. Widma luminescencji niskotemperaturowej, znormalizowane do tej samej intensywnos$ci
emisji, dla przykladowych zredukowanych komplekséw mieszanych MT3 (A). Potozenie maksimum
pasma emisji w zaleznosci od ilosci jonow Cu(l) w MT3 (B). Eksperymenty wykonano w 77 K,
w kwarcowych rurkach w 10 mM buforze Tris-HCI pH 7,4 (100 mM NaF).

Dla réznie wysyconych komplekséw mieszanych MT3 zmierzono takze czasy zycia.
Najlepsze dopasowanie (R? = 1-1,185) uzyskano stosujac funkcje potrojnie wykladnicza.
Oznacza to, ze kazdy czas zycia, zawiera trzy skltadowe- dwa krotsze czasy: 60-120 ps
1130-250 ps oraz jeden dtuzszy 830-2000 us (Ryc. 21A, Tab. 6), a kazdy kompleks cechuje si¢
inng procentowg ich zawartoscia (Ryc. 21B).
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Rycina 21. Czasy zycia fosforescencji zmierzone w 77K, obliczone z uzyciem oprogramowania FAST
i dopasowane z uzyciem funkcji potrdjnie eksponencjalnej, w zaleznosci od stopnia wysycenia MT3
jonami Cu(I) (A) oraz procentowa zawartos¢ kazdego czasu w danej formie kompleksowej (B).

Poczatkowo dominuje najdtuzszy czas zycia, ktérego zawarto$¢ szybko maleje i po dodaniu
jednego ekwiwalentu molowego Cu(I) wynosi mniej niz 50%, a po dodaniu 6 ekwiwalentow
Cu(I) nieco ponad 10%. Udziat najkrotszego czasu zycia, oznaczony jako 1 na rycinie, wzrasta

az do dodania szostego rownowaznika molowego Cu(I), a nastgpnie pozostaje wzglednie staty
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(wyjatek stanowig 10 1 12 rownowaznik Cu(I)). Udziat sredniego czasu zycia, oznaczony jako
2 na rycinie, ro$nie az do dodania trzech rownowaznikéw Cu(l) oraz od 7 do 12
rownowaznikéw Cu(l). Przy catkowitym wysyceniu biatka, najkrotszy czas zycia - 110 ps
stanowi 62,3%, $redni- 210 ps 34%, a najdtuzszy- 1000 ps jedynie 3,7%.

Tabela 6. Czasy zycia fosforescencji niskotemperaturowej mieszanych kompleksow MT3 w zaleznosci

od ilosci dodanych rownowaznikéw molowych Cu(l). Czasy zycia mierzone po wzbudzeniu przy
316 nm i obliczone przy uzyciu oprogramowania FAST.

Rownowazniki Czas zycia fosforescencji [us] i jego zawartos¢ procentowa

molowe Cu(I) 1 2 3
0 160 0,6 % 170 4,7 % 2000 94,7 %
1 110 272 % 220 24,1 % 1900 48,7 %
3 110 43,5 % 210 36,5% 1900 20 %
4 110 52,2% 210 36,2 % 1700 21,6 %
5 110 58,9 % 200 34,4 % 1300 6,4 %
6 120 62,2 % 250 26,6 % 2000 11,2 %
7 110 52,2 % 210 39,4 % 1600 8,4 %
8 120 61,9 % 220 31,7% 1500 6,4 %
10 60 37,1 % 140 54,8 % 830 8,1 %
12 60 36,8 % 130 52,9% 850 10,3 %
13 110 62,3 % 210 34 % 1000 3,7%
15 100 61,7 % 210 352 % 1000 3,1%

4.2.5 Badania stabilnosciowe

Wiedzac, ze metalotioneiny posiadajg zréznicowane miejsca wigzania Zn(II), ktore mozna
podzieli¢ na mocne, $rednie oraz stabe, podjeto si¢ wyznaczenia powinowactw jonow Cu(l) do
tionein. Dodatkowo chcac zbada¢ wpltyw jonow Cu(l) oraz Zn(Il) na siebie nawzajem
okreslono powinowactwa tych jonéow w kompleksach heterometalicznych, zaréwno
zredukowanych, jak 1 utlenionych. Do tego celu wykorzystano chromoforowe sondy
miedziowe- BCS i BCA (Ryc. 10) " oraz fluorescencyjny chelator cynkowy- ZnAF-2F
(Ryc. 11).177:178

4.2.5.1 Stale dysocjacji jonow Cu(I) w zredukowanych kompleksach metalotionein
Aby rzuci¢ wigcej Swiatla na termodynamike miedziowych oraz mieszanych kompleksow MT,
uzyto chromogenicznych chelatorow miedziowych - BCS oraz BCA (Ryc. 10). Tworza one
kompleksy z Cu(l) o stechiometrii 2:1, z warunkowg statg dysocjacji, w pH 7,4 odpowiednio
-logKq12 = 20,81 oraz -logKai2 = 17,7.!7* Zastosowanie sondy chromoforowej, ktora tworzy
barwne kompleksy z Cu(l) i nie wigze Zn(Il), pozwolito na okreslenie $rednich statych

Kq kolejnych form kompleksowych, zaréwno homometalicznych- miedziowych, jak
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1 heterometalicznych- mieszanych, miedziowo-cynkowych. Chelator BCA okazat si¢ by¢ zbyt
stabym chelatorem i1 dla kompleksow MT posiadajacych mniejszg ilos¢ zwigzanych jonow
Cu(I)- ponizej 6, nie obserwowano wzrostu absorbancji przy 562 nm, co $wiadczyto o tym, ze
jony Cu(I) nie sg transferowane do BCA. Zdecydowano si¢ wi¢c na zastosowanie chelatora
BCS, ktory inkubowano z roznie wysyconymi kompleksami MT, ze wzrastajaca iloscig
réwnowaznikow molowych Cu(I), od 1 do 13, przez minimum 50 godzin. Czas ten byt
potrzebny do osiggnigcia réwnowagi miedzy reagentami. Przyktadowe krzywe,
przedstawiajace kinetyke reakcji przedstawiono na Rycinie 22. Zauwazy¢ mozna, iz
roOwnowaga reakcji ustala si¢ szybciej dla uktadow zawierajacych ZnsMT3 wysycang jonami
Cu(l), czyli dla kompleksow miedziowo-cynkowych, niz dla uktadow z tioneing wysycang

Cu(l), czyli dla kompleksow miedziowych.

0,20 + + + + + 0,44
0,010 # 11 | l os
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Rycina 22. Przyktadowe kinetyki ustalania si¢ rownowagi w uktadach zawierajacych 750 uM BCS
i 5 uM tioneing lub metalotioneing z 1 rownowaznikiem molowym Cu(l) (A), 8 réwnowaznikami
molowymi Cu(l) (B) oraz 13 réwnowaznikami molowymi Cu(I) (C).

Warto$¢ absorbancji przy 483 nm po uzyskaniu plateau, przeliczono na ilos¢ molowych
réwnowaznikow Cu(l) przeniesionych do BCS, stosujagc molowy wspotczynnik absorpcji
rowny 10 561 M- em™!, a wyniki przedstawiono na Rycinie 23. Dla komplekséw Cu(I)xMT3
(Ryc. 23A) widoczne sg dwa trendy w transferze jonéw Cu(l) do BCS. Pierwsze sze$¢
réwnowaznikow Cu(I) zwigzanych do apoMT3 powoduje transfer mniej niz jednego jonu Cu(I)
do BCS, a nastepnie, warto$¢ absorbancji rosnie bardziej gwaltownie i dochodzi do transferu
okoto 7 jonow Cu(l) z czasteczki kompleksu Cu(I);sMT3. Wyjatek stanowi kompleks
Cu(I)oMT3, dla ktoérego absorbancja przy 483 nm jest nizsza niz dla Cu(I)sMT3. W peni
wysycone miedziowe kompleksy MT2 (Ryc. 23B), po inkubacji z BCS cechuja si¢ podobna
warto$cig absorbancji jak kompleksy MT3, a roznice obserwuje si¢ dla bialek niewysyconych
w petni. Pierwsze szes$¢ jonow ponownie zachowuje podobny trend- ilo$¢ przetransferowanych

rownowaznikow Cu(I) rosnie, wraz z wysycaniem kompleksu, jednak bardziej dynamicznie niz

74



dla MT3 i transferowane s3 ponad dwa ekwiwalenty Cu(l). Z kompleksu Cu(I);MT2
transferowane sa trzy jony Cu(l) z jednej czasteczki biatka. Nastepnie kompleksy wysycone

8-12 jonami Cu(l) wykazuja zblizong absorbancj¢ z niewielkim jej wzrostem. Finalnie,

z kompleksu Cu(1)13MT2, transferowanych jest siedem réwnowaznikow Cu(I).
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Rycina 23. Zalezno$¢ ilosci jonow Cu(l) zwiazanych do MT od finalnej absorbancji przy 483 nm i od
ilosci rownowaznikow molowych Cu(l) przetransferowanych do BCS; Cu(I)xMT3 (A), Cu(I).MT2 (B),
Cu()xZnyMT3 (C) oraz Cu(I)xZnyMT2 (D). 5uM MT inkubowano z 750 uM BCS w 50 mM buforze
sodowo-boranowym (pH 7,4, 100 mM NaF) i wykonywano pomiar widm w czasie, przez minimum
50 h, az do uzyskania plateau.

Analogiczne badania przeprowadzono dla komplekséw heterometalicznych, ktore
przygotowano poprzez wysycanie Zn7MT jonami Cu(l). Dla MT3 wzrost absorbancji przy
483 nm jest liniowy (Ryc. 23C). Wyjatek stanowig kompleksy Cu(I)7ZnMT3 1 Cu(I)sZnxMT3,
z ktorych transfer Cu(l) do BCS jest wiekszy od zaktadanej liniowosci oraz kompleks
Cu(I)oZnxMT3, dla ktorego transfer jest nizszy niz dla Cu(I)sZnxMT3. W obu formach
kompleksowych MT3- homo- oraz heterometalicznych, wysyconych 13 jonami Cu(I), warto$¢
absorbancji jest niemalze taka sama (Ryc. 23A, C). Zupehie inny przebieg obserwowany jest
dla mieszanego kompleksu MT2 (Ryc. 23D). Dla pierwszych czterech jonow Cu(l) zwigzanych
do ZnxMT2, transferowany jest mniej niz 1 rownowaznik Cu(l), a warto$¢ absorbancji rosnie
nieznacznie. Nastgpnie obserwuje si¢ wzglednie liniowy wzrost absorbancji, jednak kompleksy
z516,819,101 11 oraz 12 1 13 wydaja si¢ by¢ do siebie podobne w podanych parach. Transfer
Cu(I) do BCS z kompleksu w pelni wysyconego zachodzi tutaj w najwigkszym stopniu sposrod
czterech przypadkow i z kompleksu Cu(I)13Zn(I1):MT2, BCS chelatuje az 9 rOwnowaznikow
Cu(I).

Z absorbancji przy 483 nm obliczono usrednione wartosci -logKq“'®, dla
poszczegdlnych kompleksow (Ryc. 24). Srednie wartosci Kq4“® jonéw Cu(I) w kompleksach

homometalicznych MT3 s3 nizsze niz w heterometalicznych (nizsze Kq“®,

a wyzsze
-logK4®'D). Réznice pomiedzy kompleksami MT3, zawierajacymi tyle samo rownowaznikow

molowych Cu(I) wynoszg ponad pét rzedu dla kompleksow zawierajacych od 2 do 7 jonow
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Cu(I), a wraz z dalszym wysycaniem wartosci te stajg coraz bardziej zbiezne. W kompleksie
homometalicznym, pierwsze sze$¢ jondéw wigzanych jest z Kq“"D~102' M, a nastepnie
powinowactwo maleje z kazdym kolejnym ekwiwalentem, zatem warto$é Kq““® roénie, az do
wartosci 101892 M. Wyjatek stanowi kompleks Cu(I)eMT3, dla ktorego Ka“*D ma nizsza
wartos¢ niz dla kompleksu zawierajagcego osiem jondw Cu(l). Powinowactwa Cu(I)

w kompleksach z MT2, rdznig si¢ od tych z MT3.
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Rycina 24. Poréwnanie warto$ci -logKs“"® jonow Cu(I) w r6znie wysyconych kompleksach homo-
i heterometalicznych MT3 (A) i MT2 (B).

Tabela 7. Wartosci -logks'P jonéw Cu(l) w miedziowych oraz miedziowo-cynkowych,
zredukowanych kompleksach MT3 i MT2.

Wartosci -logKq“"® jonow Cu(I) w zredukowanym kompleksie MT
Réwnowazniki X -
molowe Cu(l) Kompleks homometaliczny Kompleks heterometaliczny
MT3 MT2 MT3 MT?2
1 21,25+ 0,28 19,24 + 0,27 21,06 £ 0,23 20,63 £ 0.09
2 21,18+ 0,18 18,96 £ 0,31 20,41 £ 0,05 20,30 + 0,07
3 21,02 + 0,25 19,52 £ 0,31 19,92 + 0,01 20,69 + 0,22
4 20,91 £0,29 19,44 + 0,19 19,94 £ 0,18 20,83 + 0,08
5 20,96 + 0,26 19,56 £ 0,12 19,79 £ 0,03 19,51 £0,17
6 20,80 + 0,20 19,61 + 0,09 19,45+ 0,10 19,57 £ 0,22
7 20,22 £ 0,36 19,42 £ 0,15 19,16 £ 0,15 19,22 £ 0,10
8 19,46 + 0,15 19,09 + 0,12 18,91 £ 0,23 18,70 £ 0,13
9 19,70 £ 0,10 19,15+ 0,35 19,17 £ 0,17 18,88 + 0,22
10 19,45 + 0,27 19,18 + 0,09 19,14+ 0,11 18,52 + 0,08
11 19,28 + 0,16 19,23 £0,21 19,01 + 0,08 18,60 + 0,04
12 19,18 £ 0,11 19,29 + 0,13 19,00 + 0,16 18,43 £ 0,03
13 18,92 + 0,25 18,81+ 0,14 18,93 + 0,24 18,48 + 0,04

Kompleksy homometaliczne MT2, wysycone r6zng iloscig jonow Cu(l) cechuja si¢

zblizong sitg wigzania 1 statymi dysocjacji, ktorych wartosci wahajg si¢ w granicach
1071%6-107188 M (Ryc. 24B). Kompleksy heterometaliczne s3 natomiast bardziej zréznicowane

pod wzgledem sily wigzania. Pierwsze cztery jony wigzane s3 mocno, a ich stata dysocjacji jest
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nizsza niz 102 M. Nastepnie, wraz z wysycaniem jonami Cu(l), stata K¢“*® roénie, az do
101848 Ponownie, jak bylo to dla kompleksow MT3, Cu(I)oZnsMT2, ma wyzsze
powinowactwo, niz kompleks z o§mioma jonami Cu(I). Wartosci -logKs“*® dla kompleksow

zredukowanych MT3 1 MT2 zebrano w Tabeli 7.

4.2.5.2 Stale dysocjacji jonow Cu(I) w utlenionych kompleksach metalotionein

Analogiczny eksperyment do opisanego powyzej przeprowadzono dla utlenionych
kompleksow metalotionein. Do tioneiny oraz metalotioneiny dodawane byly jony Cu(Il), ktore
wigzac sie¢ do MT ulegaly redukcji z rownoczesnym utlenianiem reszt cysteinowych, co
skutkowato powstaniem mostkow disulfidowych w biatku. Uzyskane wyniki przedstawiono na
Rycinie 25.

Dla utlenionych, miedziowych kompleksow MT3 ilo$¢ przetransferowanych jondéw
Cu(I) do chelatora BCS ros$nie wraz z wysycaniem biatka (Ryc. 25A). Widoczne sg dwa trendy-
wzrost absorbancji od 1-3 oraz od 4-8 rownowaznikow molowych Cu(Il). Poczatkowo wzrost
ten jest mniej dynamiczny, a ilo$§¢ jonow Cu(I) przeniesionych do BCS jest mniejsza niz 1.
Nastegpnie obserwuje si¢ bardziej gwattowny wzrost absorbancji przy 483 nm, a ilo$¢ jonéw
Cu(I) przetransferowana do BCS z utlenionego, w petni wysyconego kompleksu MT3 wynosi
4,5. Analogiczny przebieg obserwuje si¢ dla utlenionego kompleksu heterometalicznego MT3
(Ryc. 25C)- pierwsze trzy jony Cu(l), pochodzace z redukcji Cu(Il) zwigzane do ZnMT3
wykazujg jeden trend- powolny wzrost absorbancji, a kolejne pig¢ jondw intensywniejszy
wzrost absorbancji. Porownujac ilos¢ jonéw Cu(l) przetransferowanych do BCS z utlenionych
kompleksow mieszanych MT3 do utlenionych kompleksow miedziowych MT3 zauwazy¢

mozna, iz transfer ten zachodzi w wigkszym stopniu dla komplekséw heterometalicznych.
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Rycina 25. Zalezno$¢ ilosci jonow Cu(l), pochodzacych z redukcji Cu(ll) zwigzanych do MT od
absorbancji przy 483 nm i od ilosci rownowaznikow molowych Cu(l) przetransferowanych do BCS;
Cu()iMT3ox (A), Cu()MT2ox (B), Cu(D)xZnyMT3ox (C) oraz Cu(l)xZnMT2. (D). 5uM MT
inkubowano z 750 uM BCS w 50 mM buforze sodowo-boranowym pH 7.4 (100 mM NaF)
i wykonywano pomiar widm w czasie, przez minimum 50 h, az do uzyskania plateau.
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W przypadku miedziowych kompleksow MT2, rowniez widoczne sg dwa wzory
wzrostu absorbancji od 1-4 oraz 4-8 rownowaznikow molowych (Ryc. 25B). Porownywalnie
do komplekséw MT3, poczatkowo absorbancja wzrasta wolniej, a nastgpnie widoczny jest
wiekszy przyrost. Punktem rownowaznikowym, jest punkt odpowiadajacy kompleksowi
Cu(I)saMT20x, z ktorego transferowanych jest wiecej jonow Cu(l), niz z kompleksu
Cu()sMT2ox. Poréwnujac w pelni wysycony, utleniony, homometaliczny kompleks MT2 do
MT3, zauwazy¢ mozna, ze z kompleksu MT2 sonda BCS chelatowata okoto 6 jonow Cu(I),
czyli o 1,5 rownowaznika molowego wigcej niz z kompleksu MT3. W kompleksach
utlenionych, mieszanych MT2 (Ryc. 25D), ponownie obserwuje si¢ wzrost iloSci
transferowanych jonow Cu(l), wraz z wysycaniem biatka. Wyjatek stanowig utlenione
kompleksy zawierajace 7 i 8 jonéw Cu(I)- absorbancja dla obu uktadow jest podobna, a BCS
chelatuje okoto 6 jonow Cu(l). Warto$¢ ta jest analogiczna do wartosci kompleksu
homometalicznego MT2.

Wartosci -logKq“"®, przedstawione na Rycinie 26 oraz w Tabeli 8, uwidaczniaja
zréznicowanie powinowactw pomiedzy izoformami. Dla MT3 (Ryc. 26A), wartosci Kq“®
wahaja si¢ w zakresie 1072%34-10"1%% M dla komplekséw miedziowych oraz 102°83-1071864 M
dla komplekséw mieszanych. Warto zauwazy¢, ze rdznice pomiedzy kompleksami homo-
i heterometalicznymi MT3, zawierajacymi takg sama ilos¢ jonéw Cu(l) w kompleksie, nie sa

az tak znaczace, jak obserwowano dla kompleksow zredukowanych (Ryc. 24A, 26A).
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Rycina 26. Poréwnanie wartosci -logKq“'® jonéw Cu(I), pochodzacych z redukcji Cu(Il), w rdznie
wysyconych, utlenionych kompleksach homo- i1 heterometalicznych MT3 (A) i MT2 (B).

Dla utlenionych kompleksow MT2 (Ryc. 26B), zauwazy¢ mozna natomiast analogiczny trend,
jak ten obserwowany dla zredukowanych kompleksow MT2 opisywanych w Rozdziale 4.2.4.1
(Ryc. 24B). Kompleksy miedziowe wykazuja mniej zréznicowane $rednie stale dysocjacji-
1071892101956 M, a wartoéci Kq“"® w kompleksach mieszanych sg coraz wyzsze wraz

z wysycaniem biatka jonami Cu(I), pochodzacymi z redukcji Cu(Il), zatem sita wigzania
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maleje. Poczatkowo jony Cu(l) wigzane s3 mocniej w utlenionym kompleksie
heterometalicznym, a nast¢pnie- od pigtego jonu Cu(l), utleniony kompleks homometaliczny

cechuje si¢ wyzszym powinowactwem.

Tabela 8. Wartosci -logKs“*® jonéw Cu(l), pochodzacych z redukcji Cu(Il) w miedziowych oraz
miedziowo-cynkowych, utlenionych kompleksach MT3 i MT2.

) Lo Wartosci -logKqs“"® jonow Cu(I) w utlenionym kompleksie MT
Rownowazniki - X
Kompleks homometaliczny Kompleks heterometaliczny
molowe Cu(II)
MT3 MT2 MT3 MT2
1 20,54 £ 0,49 18,51 £ 0,46 20,83 + 0,04 20,64 + 0,09
2 20,41 £ 0,36 18,57 £ 0,48 20,44 + 0,02 20,16 £ 0,06
3 20,44 £ 0,22 19,05 +£ 0,15 20,19 £ 0,05 19,56 + 0,22
4 20,04 + 0,34 18,92 + 0,09 19,74 £ 0,01 19,01 £ 0,21
5 19,63 + 0,29 19,32 £ 0,23 19,41 £ 0,08 18,75 +£ 0,35
6 19,57 £ 0,23 19,20 + 0,20 19,08 £ 0,10 18,76 £ 0,21
7 19,22 £ 0,13 18,81 + 0,29 18,80 + 0,15 18,13 £ 0,75
8 19,05 + 0,20 18,40 + 0,79 18,64 + 0,04 17,32 £ 0,70

4.2.5.3 Stale dysocjacji jonow Zn(II) w miedziowo-cynkowych metalotioneinach

Opisane powyzej eksperymenty, pozwolity stwierdzié¢, ze jony Zn(Il) zwigzane w mieszanym
kompleksie MT, wplywaja na powinowactwo jondéw Cu(l). Podj¢to si¢ wigc wyznaczenia
statych dysocjacji jonow Zn(II) w takich kompleksach. Wykorzystano do tego fluorescencyjna
sonde cynkowa- ZnAF-2F (Ryc. 11).'7717® Miedziowo-cynkowe kompleksy MT, odsolone od
uwolnionych jonéw Zn(Il), inkubowano przez 90 min z sondg fluorescencyjng. Czas ten byt
wystarczajacy do ustalenia rownowagi w uktadach. Nastepnie mierzono wartosci fluorescencji
przy 516 nm, po wzbudzeniu $wiattem o dtugosci fali 492 nm. Na Rycinie 27, przedstawiono
zalezno$¢ ilosci dodanych jonéw Cu(I)/Cu(Il) do Zn7MT3 od ilosci jonow Zn(Il) w kompleksie
mieszanym oraz od $redniej wartosci -logKs?"™ tych jonow. Srednia wartosé Ka“"™ wszystkich
jonow Zn(II) w ZnsMT3 wynosi 10!7 M, a podczas wysycania jonami Cu(l), stata ta zmienia
si¢. Po zwigzaniu pierwszego jonu Cu(I) (Ryc. 27A), ktoremu towarzyszy dysocjacja jednego
jonu Zn(II), $rednia warto$¢ K¢ maleje o okoto pot rzedu. Nastepnie, wraz z dodawaniem
kolejnych jonoéw Cu(I) powinowactwo maleje lub nie zmienia si¢ znaczgco, zatem S$rednie
wartoéci K¢“"™V rosng lub pozostaja takie same, az do zwigzania 9 jonéw Cu(I) i utworzenia
kompleksu Cu(I)oZnsMT3, dla ktorego srednia wartosé K™ wynosi 1087 M. Nastepne jony
Cu(I) powoduja, ze wartos¢ K¢“"™ ponownie maleje, a ostatnie dwa jony Zn(Il), pozostale
w kompleksie Cu(I)13Zn:MT3 cechuja sie statg dysocjacji rowng 10117 M. Podobny wptyw
jonéw Cu(l) na stale dysocjacji Zn(Il) jak w zredukowanych kompleksach mieszanych

obserwuje sie w utlenionych kompleksach MT3 (Ryc. 27B). Srednia warto$é¢ Kq“"D
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w kompleksie Cu(I)iZngMT3ox jest nizsza niz w kompleksie Zn7MT3. Nastepnie wraz
z wysycaniem MT3 jonami Cu(I), pochodzacymi z redukeji Cu(Il), wartosé Ki"™roénie, czyli
sita wigzania maleje, az do zwigzania sze$ciu réwnowaznikéw Cu(l) 1 utworzenia
Cu(1)6ZnaMT3,x dla ktorego srednia warto$é Ki2*™ wynosi 10%°° M. Po dodaniu siedmiu oraz

o$miu jonow Cu(Il), K¢ jonow Zn(IT) maleje, az do wartosci 10°-%* M, zatem sita wigzania

rosnie.
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Rycina 27. Zalezno$¢ ilosci jonow Cu(I) (A) lub Cu(Il) (B) dodanych do Zn;MT3 od ilosci jonow Zn(11)
obecnych w kompleksie mieszanym oraz (zielone kolumny) od powinowactwa jonow Zn(II) (niebieskie
kropki). 0,5 uM kompleksy z 4 uM ZnAF-2F w 50 mM buforze Na'-HEPES pH 7,4 (100 mM NaF)
inkubowano przez 90 min w ciemnosci.

Podczas wysycania Zn7MT2 jonami Cu(I) (Ryc. 28A), $rednie wartosci K¢ rosna od
wartoéci 10°%° M dla kompleksu cynkowego, az do 106! M dla kompleksu Cu(I)6ZnsMT2.
Nastepnie $rednie wartos$ci statych dysocjacji jondw Zn(I) maleja, az do utworzenia w peini
wysyconego kompleksu mieszanego MT2. Do momentu dodania 10 réwnowaznikow
molowych Cu(l), $rednia warto$¢ K™ maleje niemalze liniowo, a dla kompleksow
zawierajacych 11-13 jonéw Cu(l) nie zmienia sie znaczaco i wynosi okoto 10°3° M. Dla
kompleksow utlenionych MT2 (Ryc. 28B) wartosci K¢ rosng od jednego do czterech
dodanych rownowaznikow molowych Cu(Il), a nastepnie maleja, przy czym $rednia warto$¢
K™ w kompleksach z sze$cioma oraz siedmioma jonami Cu(I) jest taka sama- 10°° M, a dla

kompleksu w pelni wysyconego wynosi 108 M.
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Rycina 28. Zaleznos¢ ilosci jonow Cu(l) (A) lub Cu(Il) (B) dodanych do Zn;MT2 od ilo$ci jonow Zn(1)
obecnych w kompleksie mieszanym oraz (zielone kolumny) od powinowactwa jonow Zn(II) (niebieskie
kropki). 0,5 uM kompleksy MT2 z 4 uM ZnAF-2F w 50 mM buforze Na'-HEPES pH 7,4 (100 mM
NaF) inkubowano przez 90 min w ciemnosci.

Poréwnujac powinowactwa jondw Zn(Il) (Ryc. 29A, Tab. 9), mozna zauwazy¢, ze
$rednia warto$¢ K4 wszystkich siedmiu jonéw w ZnsMT?2 jest o okoto pdt rzedu wyzsza niz
w ZnsMT3. Nastepnie wraz z wysycaniem jonami Cu(l), powinowactwa jondéw Zn(II)
w mieszanych kompleksach zawierajacych taka samg ilo$¢ jonow Cu(l) sa do siebie podobne.
Jednak w pelni wysycona jonami Cu(I) mieszana MT3 znacznie mocniej wigze pozostate dwa
jony Zn(Il)- o prawie dwa rzgdy. Dla kompleksow utlenionych (Ryc. 29B, Tab. 9)
powinowactwa jondéw Zn(Il) takze sg zblizone. Najwigksze rdznice w wartosciach Srednich
statych dysocjacji zaobserwowa¢ mozna dla kompleksow z sze$cioma oraz siedmioma jonami
Cu(I), pochodzacymi z redukcji Cu(ll). Wynika to z faktu, ze dla tych kompleksow
obserwowany byl inny trend- spadek powinowactwa dla kompleksow MT3 widoczny byt az do

dodanych sze$ciu rownowaznikoéw molowych Cu(Il), a dla MT2 do czterech.
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Rycina 29. Poréwnanie wartosci -logK“"™ w zredukowanych (A) i utlenionych (B) miedziowo-
cynkowych kompleksach MT3 i MT2, w zaleznosci od ilosci jonow Cu(l) zwigzanych do biatka.
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Tabela 9. Srednie wartosci -logKe®™ Zn(II), w miedziowo-cynkowych MT, w zaleznosci od ilosci
jondw Cu(l) w kompleksie.

Wartosci -logKqs“"™ jonow Zn(11) w kompleksie MT
Rownowazniki :
molowe Cu(l) Kompleks zredukowany Kompleks utleniony
MT3 MT2 MT3 MT2
0 9,17 +0,02 9,60 = 0,07 9,17 +0,02 9,60 + 0,07
1 9,60+ 0,10 9,34+ 0,01 9,34+ 0,10 9,42 £ 0,03
2 9,28 + 0,07 9,21 0,01 9,19+ 0,05 9,38 +£0,02
3 9,34+ 0,15 8,97+ 0,03 8,90 + 0,04 8,96 + 0,16
4 9,17+0,10 8,93 £0,01 8,85 + 0,05 8,59 £0,52
5 8,86 = 0,09 8,76 £ 0,04 8,66 + 0,04 8,77+0,28
6 8,85+0,19 8,61 0,04 8,50 + 0,09 9,04 0,07
7 8,81+ 0,06 8,70 0,01 8,60 + 0,16 9,02 +0,25
8 8,66 0,13 8,76 0,03 9,63 + 0,24 9,58 0,35
9 8,76 + 0,13 8,82 £ 0,01 - -
10 9,14+£0,15 8,86 + 0,01 - -
11 9,16 £ 0,33 9,43 £0,02 - -
12 9,77 + 0,49 9,34+ 0,07 - -
13 11,17+ 0,58 9,34+ 0,01 - -

4.2.6 Transfer Zn(II) do dehydrogenazy sorbitolowej

Dehydrogezana sorbitolowa (SDH) jest enzymem z grupy oksydoreduktaz, ktéry katalizuje
odwracalng reakcje utleniania D-sorbitolu do D-fruktozy w obecno$ci NAD", lub redukcji
D-fruktozy do D-sorbitolu w obecno$ci NADH. Enzym ten do swojej aktywno$ci wymaga jonu
Zn(Il), ktory wiagzac sie w centrum katalitycznym umozliwia zajicie reakcji.'”!8% Do
sprawdzenia  wlasciwosci  donorujacych miedziowo-cynkowych  kompleksow MT3
wykorzystano apodehydrogenaze sorbitolowa. Badania rozpoczeto wiec od uzyskania enzymu
w formie pozbawionej jonow Zn(Il), jak opisano w Rozdziale 3.3.4.7.1, a nastepnie za pomocg
testu aktywnosci, wyznaczono stezenie apoSDH. Dehydrogenaza sorbitolowa wystepuje
w postaci tetrameru i wigze jeden jon Zn(II) na podjednostke, zatem za st¢zenie enzymu uznano
stezenie Zn(Il), powyzej ktorego nie obserwowano wzrostu aktywnosci podczas wysycania
jonami Zn(II) (Ryc. 30A).'® Nastepnie poprzez wysycenie enzymu jonami Cu(I) w stosunku
1:1 sprawdzono, czy enzym jako kompleks miedziowy jest zdolny do konwersji D-fruktozy do
D-sorbitolu. Jak przedstawiono na Rycinie 30B (drugi stupek), Cu(I)iSDH odzyskuje
aktywnos¢, jednak nie wynosi ona 100%, a jedynie 76%.
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Rycina 30. Wyznaczanie stezenia apoSDH (150 nM), poprzez pomiar aktywno$ci enzymu wraz
z wysycaniem jonami Zn(II) (A). Procent aktywnos$ci enzymu o stezeniu 150 nM, po 30 min inkubacji
z Zn(II), Cu(I) oraz z r6znymi formami kompleksowymi MT3 (150 nM) w 10 mM buforze Na"-HEPES
pH 7,4 (100 mM NaF) (B).

Wiedzac, ze jony Cu(l) moga by¢ transferowane z mieszanych kompleksow MT3 do
enzymu, wyznaczono powinowactwo tychze jonow do apoSDH. Wykorzystujac chelatory
miedziowe BCS i BCA, przeprowadzono analogiczny eksperyment do tych opisanych
w Rozdziatach 4.2.5.1.14.2.5.2. BCS okazal si¢ by¢ zbyt mocny chelatorem, w zwigzku z czym
zdecydowano si¢ na uzycie BCA. Z wartosci absorbancji przy 562 nm, oszacowano, ze warto$¢
-logK+“*® w kompleksie Cu(I)1SDH wynosi 15,40 + 0,26, co jest znacznie nizsza warto$cig niz
stale uzyskane dla kompleks6w metalotioneinowych.

Badanie transferu jonéw metalu do apoSDH mozliwe byto dzigki utlenianiu NADH do
NAD, ktore towarzyszyto konwersji D-fruktozy do D-sorbitolu. Utlenianie to dato mozliwo$¢
monitorowania przebiegu reakcji enzymatycznej, poniewaz wraz ze zuzywaniem NADH
spadata intensywno$¢ pasma przy 340 nm. W celu zbadania transferu jonéw metali do enzymu,
apoSDH inkubowano z Zn7MT3, apoMT3 oraz z miedziowymi i mieszanymi formami
kompleksowymi MT3 przez 30 minut, a nastgpnie poprzez dodanie NADH 1 D-fruktozy
rozpoczynano reakcje. Jak przedstawiono na Rycinie 30B, zarowno Zn7MT3, jak 1 kompleksy
mieszane- Cu(I)2ZngMT3 oraz Cu(l)9ZnsMT3 powodowaly powrdt enzymu do pelnej
aktywnos$ci. ApoMT3, ktora zawiera¢ mogta sladowe ilo$ci metali, inkubowana z apoSDH,
sprawiala, ze aktywno$¢ enzymu wynosita mniej niz 10%. Transfer jonow Cu(l) nie zachodzit
efektywnie z komplekséw miedziowych 1 dla Cu(I)oMT3 oraz Cu(l)i3sMT3, aktywnosé
wynosita odpowiednio 12,70% 1 20,37%.
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4.3 Mapowanie miejsc wigzania jonow metali i mostkow

disulfidowych w kompleksie Cu(I)4ZnsMT3x

Sposréd miedziowo-cynkowych kompleksow MT3, najbardziej przebadanym dotad
kompleksem pod wzgledem biofizycznym jest kompleks Cu(1)sZnsMT3ox, ktory zostal
wyizolowany z mozgoéw ssaczych,!1%13H16:186190.91 Kompleks ten jest tak ciekawy oraz
powszechnie badany ze wzgledu na fakt, iz jest on stabilny na powietrzu 1 nie ulega
utlenianiu.'®® Analiza tego kompleksu, obejmujaca mapowanie miejsc wiazania jonéw Cu(I)
1 Zn(IT) oraz mostkow disulfidowych, bylta jedng z czesci badan realizowanych podczas pracy
doktorskiej. W projekt ten, zaangazowani byli czlonkowie Zakladu Chemii Biologiczne;,
a gldownym wykonawcg byt dr Manuel Peris-Diaz. Przeprowadzone badania pozwolity na
opracowanie strategii umozliwiajacej jednoczesne réznicowanie i mapowanie miejsc wigzania
dwoch réznych metali, jak Cu(l) i Zn(Il), czy Cd(II) i Zn(II)."*!* Do badan wykorzystano
biatko wyprodukowane i oczyszczone przeze mnie, zgodnie z protokotem opisanym
w Rozdziale 3.3.2. Ze wzgledu na brak odczynnikow redukujacych i ryzyko zmiany stopnia
wysycenia metalotioneiny, zdecydowano si¢ na kazdorazowe przygotowywanie kompleksu
Cu(1)4ZnsMT3ox na $wiezo, poprzez dodanie réwnowaznikéw molowych Cu(Il) do Zn7MT3,

stosujac sol CuCly jako zrédto jonéw metalu.!*>13

4.3.1 Stechiometria heterogennego kompleksu Cu(I)4ZnsMT3x

Stosujac metody spektroskopowe i analizujac kompleksy w roztworze, obserwuje si¢ sredni
efekt wszystkich form kompleksowych obecnych w rownowadze, natomiast spektrometria mas
umozliwia rozdzial 1 identyfikacj¢ poszczego6lnych form ze wzgledu na mas¢. Eksperymenty
UV-vis §wiadcza o powstawaniu kompleksu Cu(1)sZnsMT3.x, ktoéry w literaturze opisywany
jest jako Cu(I1)aZn34sMT3ox.**!1" Miareczkowanie Zn7MT3 jonami Cu(Il), przeprowadzone
z uzyciem spektrometrii mas (Ryc. 31), pozwolito na doktadniejszy wglad w stechiometri¢
tworzonych kompleksow. Na widmach ukazanych na Rycinie 31 widoczne s3 trzy stany
tadunku, obejmujace jony +4, +5 1 +6 (Ryc. 31A). Wsrod nich, najwigkszag intensywnoscia,
a co za tym idzie najmniejszym wkladem szuméw w widoczne na widmie sygnaly, cechujg si¢
jony +5, dlatego je wybrano do dalszej analizy. Juz po dodaniu pierwszego jonu Cu(Il), na
widmie masowym pojawiat si¢ pik od kompleksu Cu(1)sZnsMT3x, ktorego intensywnos$¢ rosta
wraz z dodawaniem kolejnych réwnowaznikéw molowych Cu(Il), a po dodaniu trzech

1 czterech ekwiwalentoéw Cu(Il) byt on formg dominujaca. Po dodaniu trzech rownowaznikow
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Cu(Il), sygnat od Zn7MT3 niemalze zanikal, a pojawiata si¢ forma homometaliczna,

zawierajaca jedynie 4 jony Cu(l).

A B
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4+
L e ___AL
1 rownowaznik Cu(ll) Cu()eZn;MT3,5* | Cu(l),ZnMT3,,5*
\a
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3 rownowazniki Cu(ll)

} “ Cu(l);MT3,,5* H l l
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Rycina 31. Natywne widma masowe Zn;MT3 i komplekséw utworzonych po dodaniu 1-4
roéwnowaznikow molowych Cu(Il) (A). Przyblizony zakres m/z odpowiadajacym jonom +5 (B). 10 pM
kompleksy przygotowano w 200 mM octanie amonu (pH 6,8).%

Rycina 32A przedstawiajagca widmo uzyskane po dodaniu czterech rownowaznikow
molowych Cu(Il) do Zn;MT3 pokazuje, ze oprocz dominujacej formy Cu(I)sZnsMT3ox
widoczne sg takze formy wyzej zmetalizowane, zawierajace dziewig¢é oraz dziesig¢ jondw
metali. Ze wzgledu na niewielka r6znice w $rednich masach jonéw Cu(I) 1 Zn(Il), wynoszaca
1,8 Da oraz naktadanie si¢ ich obwiedni izotopowych, okreslenie doktadnej stechiometrii
w tych kompleksach bylo wyzwaniem. Wygenerowane przez dr. Peris-Diaz teoretyczne
rozktady izotopowe (Ryc. 32B) pozwolity dopasowac¢ widma, do wzoru sumarycznego kazdego
z kompleksow i okresli¢ doktadnag stechiometrie. Powstajace z ZnsMT3 kompleksy, po dodaniu
czterech rownowaznikéw Cu(Il), posiadajg 4-6 jonow Cu(l) oraz 0-4 Zn(Il), a dominujaca
forma jest Cu(1)4aZnsMT3ox (Ryc. 32). Podczas symulacji widm kompleksow utlenionych,
uwzgledniono tworzenie si¢ dwoch wewnatrzczasteczkowych mostkow disulfidowych,

powstatych na skutek redukcji czterech jonéw Cu(Il) do Cu(I) (Ryc. 8).
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Rycina 32. Natywne widmo masowe ZnsMT3 po dodaniu czterech rownowaznikow molowych Cu(Il)
wraz z symulacjami teoretycznych rozktadéw izotopowych (czarne linie). Indeks ,,0x” odnosi si¢ do
utlenionych (dwa wewnatrzczasteczkowe mostki disulfidowe) komplekséw MT3. Widma symulowane
oraz analizowany byty w skryptach Python 3.5 (dostepnych w '89),192

4.3.2 Wykrywanie mostkow disulfidowych

Aby potwierdzi¢ obecno$¢ czterech utlenionych reszt cysteinowych, zmierzono ponownie
widma komplekséw Zn7MT3 oraz po dodaniu dwdch i czterech rownowaznikow molowych
Cu(Il) w warunkach natywnych oraz denaturujacych- po uprzednim zakwaszeniu probek. Jak
pokazano na Rycinie 33, denaturacja ZnsMT3, powoduje powstanie apobiatka (oznaczonego
na rycinie jako apoMT3eq), a poréwnanie widma eksperymentalnego z wysymulowanym
pozwala stwierdzi¢, ze biatko to jest zredukowane i nie posiada mostkow disulfidowych. Gdy
Zn7MT3 wysycono dwoma rownowaznikami molowymi Cu(Il), a powstate kompleksy, wsrod
ktorych dominowat kompleks Cu(1)sZnsMT3,x zdenaturowano poprzez zakwaszenie kwasem
octowym, uzyskiwano apobiatko w dwoch formach- utlenionej (apoMT3.x) 1 zredukowanej
(apoMT3eq). Dodatkowo, zakwaszenie nie powodowato catkowitej dysocjacji Cu(l)
z kompleksoéw. Inkubacja ZnsMT3 z czterema rownowaznikami molowymi Cu(II), skutkowata
powstaniem mieszaniny kompleksow, wsrdd ktorych dominowat kompleks Cu(1)4ZnsMT3ox,
jak opisano powyzej. W kompleksie tym, jony Cu(I) sa niewrazliwe na denaturacj¢ i pomimo

zakwaszenia w duzej czesci pozostaja zwigzane do biatka. Sygnat apoMT3, o nizszej
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intensywnosci, zestawiono z widmem teoretycznym, co pozwolito na potwierdzenie obecnosci

dwodch wewnatrzezasteczkowych mostkow disulfidowych (Ryc. 33C, dolne widmo).

A Warunki natywne B warunki denaturujgce C
Zn;MT3 Zn;MT3

e il

1375 1400 1425 1450 1475 1500 1375 1400 1425 1450 1475 1500 1384 1386 1388

m/z m/z mjz
+2 réwnowazniki Cu(ll) Cu(1)eZnMT3,,
Cu(l),Zn;MT3,,
o

Jgoarn “,11[ ”lhx,,.

1375 1400 1425 uso 1475 1500 1375 1400 1425 uso 1475 1500 1384 1386 1388

m/z
+4 rownowazniki Cu(ll) Cu(l)dzn4MT3ox Cu(l)4MT3ox

Cu(l),Zn;MT3,, "
Cu(l);MT3,, hh o
_ A Too

1375 1400 1425 1450 1475 1500 1375 1400 1425 1450 1475 1500 1384 13?6 1388
m/z

Cu(l);MT3,,

Rycina 33. Obszar jonéw 5+ natywnych widm masowych ZnsMT3 (10 uM) przed i po inkubacji
z 2 1 4 ekwiwalentami CuCl, w 200 mM octanie amonu (pH 6,8) (A) oraz ich widma po zakwaszeniu
i rozpyleniu w 50:50 H20:ACN 1 0,1% kwasie mrowkowym (B). Dopasowanie widm masowych
apoMT3 do teoretycznych rozkladéw izotopowych (C). Indeksy ,red” i ,,0x” odnosza si¢ do
zredukowanych i utlenionych (dwa wewnatrzczasteczkowe mostki disulfidowe) biatek MT3.!%2

4.3.3 Lokalizacja jonow Cu(I) w kompleksie

Wiedzac, ze z mozgoéw ssaczych izolowany byl kompleks CusZnsMT3ox oraz ze forma ta
dominuje w heterogennej mieszaninie komplekséw powstatej po dodaniu 4 rownowaznikow
molowych Cu(ll) do ZnsMT3, podjeto si¢ proby lokalizacji reszt cysteinowych
zaangazowanych w wigzanie Cu(I). W tym celu zastosowano modyfikator NEM, ktorym
znakowano kompleks Cu(I)sZnsMT3,x, a po odsoleniu na kolumienkach Zeba™ Spin Desalting
Columns 7K MWCO (Thermo Fischer Scientific), probki nastrzykiwano na spektrometr mas.
Jak przedstawiono na Rycinie 34, juz najnizsze st¢zenie NEM, powodowato selektywna
dysocjacje jonéw Zn(Il), przy pozostawieniu jonow Cu(l) zwigzanych w kompleksie. Wraz ze
wzrostem stezenia odczynnika alkilujacego, zwigkszatl si¢ stopien modyfikacji 1 dla
kompleksow zawierajacych cztery jony Cu(l) dominowaty formy z 8-12 modyfikacjami
(Cu(I)sNEMsg.12MT3x), a dla komplekséw z pigcioma jonami Cu(l) z 7-9 modyfikacjami
(Cu(I)sNEM7.9MT3x). Przy duzym nadmiarze NEM, obserwowano takze catkowita dysocjacje
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jonéw metali 1 znakowanie 19 sposrod 20 reszt cysteinowych, jednak intensywnos¢ tego piku

stanowila mniej niz 50% intensywnos$ci dominujacego kompleksu Cu(I)aNEMoMT3,x.
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Rycina 34. Natywne widma masowe z przyblizonym obszarem jonow 5+, uzyskane po inkubacji
ZnsMT3 z czterema rownowaznikami Cu(Il) (A) przy wzrastajacym stezeniu NEM (B). 10 uM
kompleksy nastrzykiwane byty w 200 mM octanie amonu (pH 6,8). Gwiazdki oznaczaja sygnaty m/z
odpowiadajgce jonom 4+.'%

Nastgpnym krokiem do okre$lenia miejsc wigzacych Cu(I) w kompleksie
Cu(I)aZnsMT3.x, bylo zastosowanie dysocjacji indukowanej kolizja (CID, ang. collision-
induced dissociation). W tym celu, kazdy z kompleksow Cu(I)aNEMsg.12MT30x poddano
fragmentacji, a uzyskane widma MS/MS przedstawiono na Rycinie 35. Widoczne sg trzy
obszary o r6znych warto$ciach m/z: 300-800- jony fragmentacyjne b/y bez jonéw metalu,
800-1200- jony fragmentacyjne y bez jonéw metalu oraz 1700-2000- jony fragmentacyjne

y z czterema zwigzanymi jonami Cu(l).
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-4 Cu(l)

A bezmeta Cu(l)NEM;MT3,,5*
Jony fragmentacyjne | Jony fragmentacyjne )
bez metalu ) ¢ Zczterema Cu(l)

B Cu(l);NEM;MT3,,5*
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L J
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Rycina 35. Natywne widmo CID MS top-down dla kwadrupolowo-wybranych Cu(I)aNEMsMT30,>"
(A), Cu(l)2NEMoMT3,>" (B), Cu(D)saNEM;oMT3o>" (C), Cu(IuNEMMT3.,°" (D),
Cu(I)sNEM2MT3,>" (E). Biatka (10 pM) rozpylono w 200 mM octanie amonu (pH 6,8) i aktywowano
w celi kolizyjnej przy 10, 451 55 V.3

Przypisujac jony b 1 y zaobserwowano, znacznie wiecej jonoOw y od strony C-konca, niz
jonow b od strony N-konca, co §wiadczy o tym, iz domena a znacznie tatwiej ulega fragmentacji
niz domena B (Ryc. 36). Analiza widma fragmentacyjnego kompleksu Cu(I)aNEM1oMT3ox
wykazata, ze domena o nie jest zwigzana z jonami Cu(l), jest natomiast niemalze cata
znakowana NEM, o czym $§wiadczy jon y35+7NEM. Zastawienie go z jonem b8+2NEM,
potwierdzito obecno$¢ dziewigciu sposrdd dziesigciu miejsc modyfikacji. Jon h8+2NEM
wykazuje, ze dwie pierwsze reszty cysteinowe w sekwencji MT3 stabo oddzialuja z jonami
Cu(I) i moga by¢ modyfikowane przez NEM. Dzi¢ki podejs$ciu top-down, czyli analizie calego,
nietrawionego enzymatycznie biatka 1 fragmentowaniu go przy zastosowaniu dysocjacji
indukowanej kolizja, poprzez zderzenia z gazem obojgtnym (tutaj argon) udato si¢ stwierdzic,
iz jony Cu(I), pochodzace z redukcji Cu(Il), przy rownoczesnym utlenianiu reszt cysteinowych

w kompleksie Cu(1)sZnsMT3ox sg zwigzane w domenie , natomiast jony Zn(Il) w domenie a.
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Rycina 36. Mapa fragmentacyjna (CID) kompleksu CusNEM (M T3,°", uzyskana po przypisaniu jonow
b iy na widmie MS/MS.!%3

4.4 Domeny metalotioneiny 3

Metalotioneiny wigza jony metali w dwoch domenach: mniejszej domenie P, zawierajacej
dziewig¢ reszt cysteinowych oraz wigkszej domenie o, ktora zawiera jedenascie reszt
cysteinowych. Domeny te potaczone s3 lacznikiem KKS. Chcac okresli¢ zdolnos¢ kazdej
z domen do wigzania jonéw Cu(l), w kompleksach zredukowanych i utlenionych,
przeprowadzono analogiczne eksperymenty, jak opisano w Rozdziale 4.2. Pozwolito to na
jeszcze doktadniejsza charakterystyke miedziowych oraz miedziowo-cynkowych kompleksoéw
MT3. Dodatkowo, zdecydowano si¢ na zmieszanie tych domen, aby sprawdzi¢ czy dwa osobne

fragmenty beda wykazywac¢ addytywne wtasciwosci do pelnej metalotioneiny 3.

4.4.1 Synteza i produkcja domen MT3

Sekwencje aminokwasowa MT3, podzielono w ten sposob, ze P-domena obejmowala
wszystkie reszty aminokwasowe od strony N-konca, z tacznikiem KKS wiacznie, z grupa
amidowg na C-koncu, a a-domena rozpoczynata si¢ od tacznika KKS i obejmowata wszystkie
reszty az do C-konca sekwencji biatka (Tab. 1). Podjeto si¢ proby syntezy obu peptydow za
pomoca mikrofalowego syntezatora peptyddw, jak opisano w Rozdziale 3.3.3. Peptydy po
syntezie, byly stracane eterem, oczyszczane za pomoca HPLC w gradiencie 0-80% acetonitrylu
w 0,1% wodnym roztworze TFA, a nastepnie liofilizowane. Poprawnos$¢ uzyskanych domen,
niezwigzanych z jonami metali, sprawdzano za pomocg spektrometrii mas. Na Rycinie 37A
przedstawiono widmo masowe po dekonwolucji uzyskane dla f-domeny. Mimo licznych préob
nie udalo si¢ zsyntezowaé a-domeny, a na widmie masowym widocznych byto wiele sygnalow
pochodzacych od znacznie krétszych fragmentow peptydowych. Z tego powodu produkcje

a-domeny przeprowadzono w systemie bakteryjnym. Z pomocg dr. Bartosza Bednarza
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przygotowano plazmid pTYB21 kodujacy sekwencje a-domeny MT3, ktory wykorzystano do
dalszej produkcji i oczyszczania biatka stosujac analogiczne podejscie jak opisano w Rozdziale

3.3.2. Mas¢ bialka sprawdzono/zanalizowano wykorzystujac spektrometri¢ mas (Ryc. 37B,
Tab. 10).

1004 apop-MT3 1004 apou-MT3
"6'_9-' 80 - 80
873
o 604 apop-MT3+Na® 60
=
7y
@ 40 40
a
£
201 20 apoa-MT3+Na"
0+ : . . 0+ : . :
3200 3400 3600 3600 3800 4000 4200
Masa [Da] Masa [Da]

Rycina 37. Widma masowe po dekonwolucji z wykorzystaniem algorytmu Maximum Entropy '”
w programie DataAnalysis Bruker oczyszczonych domen MT3: apoB-MT3 (A) i apoa-MT3 (B); biatka

o stezeniu 10 pM przygotowano w mieszaninie protycznej (metanol: woda: kwas mrowkowy
50:49,9:0,1).

Tabela 10. Poréwnanie $rednich mas teoretycznych z masami eksperymentalnymi oczyszczonych
domen metalotioneiny 3.

Analizowane biatko Masa eksperymentalna [Da] Masa teoretyczna [Da]
apof-MT3 334741 3347,22
apoa-MT3 3937,42 3937,58
Zns0-MT3 3191,95 4193,3

4.3.2 Charakterystyka wigzania si¢ jonow Cu(l)

[os¢ jonow Cu(I)/Cu(Il), ktora moze zosta¢ zwigzana przez apo- lub wysycone Zn(Il) domeny
MT3, dzieki
1 spektropolarymetrycznym, przeprowadzonym jak opisano w Rozdziale 3.3.4.3 1 3.3.5.1. Na

zostala okreslona miareczkowaniom

spektrofotometrycznym
Rycinie 38A przedstawiajgcej widma uzyskane podczas miareczkowania domen wolnych od
jonéw metali, jonami Cu(I) widoczne sg maksima pasm LMCT przy okoto 250-260 nm,
$wiadczace o wigzaniu jonéw Cu(l) do reszt cysteinowych. W celu dokladniejszej analizy
stechiometrii powstajacych kompleksow, wykreslono zalezno$¢ ilosci jonéw Cu(I) dodanych
do biatka od warto$ci absorbancji w maksimum (Ryc. 38B). Zauwazy¢ mozna punkty
rownowaznikowe kolejno przy siedmiu, sze$ciu oraz trzynastu dodanych molowych

roéwnowaznikach Cu(I) do apoa, apoP oraz zmieszanych obu apodomen.
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Rycina 38. Spektrofotometryczne miareczkowania 5 puM domen MT3 jonami Cu(l) przeprowadzone
w 50 mM buforze sodowo-boranowym pH 7,4 (100 mM NaF). Widma UV-vis miareczkowan apodomen
jonami Cu(l) (A), zaleznos$¢ ilosci dodanych rownowaznikéw molowych Cu(I) do apodomen do
wartosci absorbancji w maksimum pasma (B), widma UV-vis miareczkowan domen wysyconych Zn(II)
jonami Cu(l) (C), widma réznicowe, uzyskane poprzez odjecie od kazdego widma kompleksu
mieszanego widma kompleksu cynkowego (D) oraz zaleznos¢ ilosci dodanych rownowaznikow
molowych Cu(I) do domen wysyconych Zn(Il) do wartosci absorbancji w maksimach pasm (E).

Na widmach ukazujacych miareczkowania domen cynkowych jonami Cu(I) (Ryc. 38C-
E), oprocz pasma z przeniesieniem tadunku z atomu siarki na jon Cu(I), widoczne jest takze
pasmo przy okoto 205-215 nm. Pasmo to, bedgce pasmem CT S—Zn(II),!** poczatkowo
maleje, a nastepnie ro$nie nie wykazujac zmian w trendzie, co $wiadczy o wysyceniu catego
biatka w punkcie rdwnowaznikowym (Ryc. 38E). Zatem niezaleznie od tego czy domeny byly
niezwigzane z Zn(Il) czy w pelni wysycone Zn(Il), maksymalne nasycenie nast¢puje po
zwigzaniu takiej samej ilo§ci rownowaznikow molowych Cu(I), analogicznie jak obserwowano
dla calych biatlek MT3 i MT2.

Pojedyncze apodomeny (Ryc. 39A, B) oraz domeny wysycone Zn(II) (Ryc. 39C-E),
zwigza¢ moga do czterech rownowaznikéw molowych Cu(I), pochodzacych z redukcji Cu(Il).
Widoczne jest to na Rycinach 39B oraz E, na ktérych przedstawione warto$ci absorbancji

w maksimum pasm zmieniajg trend i od pigtego réwnowaznika Cu(Il) dodanego do uktadu
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wykazujg wolniejszy wzrost (A2ss-256) lub intensywny wzrost (Az10-212). Zmieszane w stosunku

1:1 domeny o oraz 3, moga natomiast zwigza¢ do o$miu jonéw Cu(I), pochodzacych z redukcji
Cu(ID).
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Rycina 39. Spektrofotometryczne miareczkowania domen MT3 (5 uM) jonami Cu(II) przeprowadzone
w 50 mM buforze sodowo-boranowym (pH 7,4, 100 mM NaF). Widma UV-vis miareczkowan
apodomen jonami Cu(Il) (A), zalezno$¢ iloSci dodanych réwnowaznikow molowych Cu(Il) do
apodomen do warto$ci absorbancji w maksimum pasma (B), Widma UV-vis miareczkowan domen
wysyconych Zn(II) jonami Cu(Il) (C), widma réznicowe, uzyskane poprzez odjecie od kazdego widma
kompleksu mieszanego, widma kompleksu cynkowego (D) oraz zaleznos¢ ilosci dodanych
réwnowaznikoéw molowych Cu(Il) do domen wysyconych Zn(II) do warto$ci absorbancji w maksimach
pasm (E).

Charakterystyke spektroskopowa miedziowych 1 mieszanych kompleksow
domenowych przeprowadzono réwniez z wykorzystaniem techniki dichroizmu kotowego,
a wyniki przedstawiono na Rycinach 40 i 41. a-domena zar6wno wolna od jonéw metali, jak
i wysycona Zn(II) zwigza¢ moze do siedmiu jonéw Cu(I). Sledzac zmiany eliptycznosci (Ryc.
40B) podczas wysycania apoo-MT3, zauwazy¢ mozna pierwszy punkt rownowaznikowy po
dodaniu czterech réwnowaznikéw molowych Cu(I). Nastgpnie przy 226 nm osiggane jest
plateau, a eliptyczno$¢ przy 285 nm zaczyna rosngé, az do pelnego wysycenia biatka- do
siedmiu ekwiwalentow Cu(I). Podobnie dzieje si¢ podczas tworzenia kompleksu mieszanego
(Ryc. 40D)- pierwszy punkt rownowaznikowy widoczny jest po dodaniu czterech
réwnowaznikow Cu(I), a kolejny przy siedmiu jonach Cu(I).
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Rycina 40. Miareczkowania CD domen MT3 (5 uM) jonami Cu(l) przeprowadzone w 10 mM buforze
Tris-HCI (pH 7,4, 100 mM NaF). Widma miareczkowan apodomen jonami Cu(l) (A), zalezno$¢ iloSci
dodanych rownowaznikéw molowych Cu(l) do apodomen do wartosci eliptycznosci w maksimum
pasma (B), widma CD miareczkowan domen wysyconych Zn(Il) jonami Cu(I) (C) oraz zalezno$¢ ilosci
dodanych rownowaznikéw molowych Cu(l) do domen wysyconych Zn(Il) do wartosci eliptyczno$ci
w maksimach pasm (D).

Widma CD uzyskane podczas miareczkowania apof-MT3 jonami Cu(I) i wykreslona
na ich podstawie zalezno$¢ ilo$ci dodanych rownowaznikow molowych Cu(l) od wartosci
eliptycznosci w maksimum pasma (Ryc. 40B, drugi panel) ukazuje dwa punkty
réwnowaznikowe- pierwszy przy trzech oraz drugi przy szesciu réwnowaznikach Cu(I) (250
nm). Dla Zn3B-MT3 (Ryc. 40B, czwarty panel), koncowy punkt miareczkowania, $wiadczacy
o calkowitym wysyceniu biatka widoczny jest po dodaniu szesciu ekwiwalentow Cu(l), a przy
259 nm pojawia si¢ dodatkowy punkt rownowaznikowy przy czterech réwnowaznikach
molowych Cu(I). Dla zmieszanych dwéch domen, zar6wno apo, jak i wysyconych Zn(II),
warto$ci eliptycznosci (Ryc. 40 B, D, trzeci panel) poczatkowo wykazuja jeden trend, az do
dodania siedmiu rownowaznikow molowych Cu(l). Nastepnie, dla zmieszanych apodomen
eliptyczno$¢ przy 219 nm 1 246 nm maleje, az do pelnego wysycenia- 13 rownowaznikow
molowych Cu(I). Dla zmieszanych Znsa 1 Zn3f3, po punkcie rownowaznikowym przy siedmiu
réwnowaznikach molowych, kolejny pojawia si¢ po dodaniu dziewigciu jondw Cu(I), po czym

uzyskiwane jest plateau.
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Obie domeny a oraz  metalotioneiny 3, zardwno apo- jak i w wysycone Zn(II), moga
zwigzac do czterech jonéw Cu(l), pochodzacych z redukcji Cu(Il), co widoczne jest na Rycinie
41 w dwoch pierwszych kolumnach. Obserwujac zmiany eliptycznosci dla obu zmieszanych
domen (Ryc. 41 trzeci panel), zauwazy¢ mozna dwa punkty rownowaznikowe- przy czterech

oraz o$miu rownowaznikach molowych Cu(II).
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Rycina. 41. Miareczkowania CD domen MT3 (5 uM) jonami Cu(Il) przeprowadzone w 10 mM buforze
Tris-HCI (pH 7,4, 100 mM NaF). Widma miareczkowan apodomen jonami Cu(II) (A), zaleznos¢ ilosci
dodanych réwnowaznikow molowych Cu(Il) do apodomen do wartosci eliptycznosci w maksimum
pasma (B), widma CD miareczkowan domen wysyconych Zn(II) jonami Cu(Il) (C) oraz zalezno$¢ ilosci
dodanych rownowaznikow molowych Cu(Il) do domen wysyconych Zn(Il) do wartosci eliptycznos$ci
w maksimach pasm (D).

4.3.3 Stechiometria mieszanych kompleksow

Wykorzystujac chelator PAR okreslono stechiometri¢ mieszanych kompleksow domen a i 3
MT3. Do domen wysyconych Zn(II) dodano rézne ilosci molowych rownowaznikow
Cu(1)/Cu(Il) 1 sprawdzano ilos¢ jonow Zn(I1) wypartych z kompleksu poprzez wigzanie Cu(l),
jak opisano w Rozdziale 3.3.4.6. Rycina 42 pokazuje, ze maksymalne wysycenie domen jonami
Cu(I) lub Cu(Il) powoduje, ze z kazdego kompleksu cynkowego, wypierane sg okoto 3 jony
Zn(Il), co oznacza, ze w domenie a-MT3 jeden jon Zn(Il) pozostaje zwigzany w utworzonym

kompleksie Cu(I);Zn1a-MT3 lub Cu(I)sZnia-MT3,x, natomiast w domenie B-MT3 tworzy si¢
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kompleks homometaliczny Cu(l)sf-MT3 lub Cu(I)4f-MT3ox. Zawartos¢ jonow Zn(II)
w mieszanych kompleksach domen w zaleznosci od ilosci dodanych réwnowaznikow

molowych Cu(I)/Cu(Il) zebrano w Tabeli 11.
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Rycina 42. Zaleznos$¢ ilosci jondw Cu(I)/Cu(Il) zwigzanych do domen MT3 od absorbancji przy 492
nm i od ilo$ci jonéw Zn(Il) przetransferowanych do PAR; Cu(I)xZnya-MT3 (A), Cu(I)xZn,3-MT3 (B),
Cu()xZnyo-MT3.x (C) oraz Cu(I)xZnyB-MT3o (D). 2 uM domeny MT3 inkubowano ze 100 uM PAR
w 50 mM buforze Na'-HEPES pH 7,4 (100 mM NaF).

Analogicznie zmierzono ilo§¢ jonow Zn(Il) wypartych z cynkowych komplekséw
dwoch domen zmieszanych w uktadzie w stosunku 1:1, w zalezno$ci od ilosci dodanych
réwnowaznikow Cu(I)/Cu(Il). Przy pelnym wysyceniu jonami Cu(l) zmieszanych cynkowych
kompleksow domen MT3, sumarycznie jeden jon Zn(Il) pozostaje zwigzany w mieszanym
kompleksie domenowym, zaréwno zredukowanym, jak i utlenionym (Tab. 11). Powstaja wiec
kompleksy Cu(I)13Zn10-MT3 (Ryc. 43A) oraz Cu(I)sZniaf-MT30x (Ryc. 43B). Kompleksy te
sg spojne z wynikami uzyskanymi dla stechiometrii domen mierzonych osobno (Ryc. 42). Co
ciekawe, zwigzanie jedenastu jonow Cu(I) w dwoch domenach powoduje wyparcie jedynie
czterech jonow Zn(Il), a kazdy kolejny jon Cu(I) wigzacy si¢ do domen, wypiera dodatkowy
jon Zn(Il) (Ryc. 43A).
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Rycina 43. Zaleznos¢ ilosci jonéw Cu(l)/Cu(Il) zwigzanych do zmieszanych w stosunku 1:1 dwoch
domen a-MT3 oraz -MT3 od absorbancji przy 492 nm i od ilosci jonow Zn(II) przetransferowanych
do PAR; Cu(I)xZnyaf-MT3 (A) oraz Cu(I)xZnyaB-MT3 (B). 2 uM domeny MT3 inkubowano ze 100
uM PAR w 50 mM buforze Na*-HEPES pH 7.4 (100 mM NaF).
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Tabela 11. Stechiometria komplekséw mieszanych domen MT3. Zawarto$¢ jonoéw Zn(II)
w kompleksach domenowych MT, w zaleznosci od dodanej ilo$ci rownowaznikéw molowych Cu(I),
okreslano na podstawie absorbancji przy 492 nm kompleksu Zn(PAR),, powstatego po inkubacji domen
z 167n3 iloscig ekwiwalentow Cu(l) Iub Cu(ll) i chromoforem PAR. Eksperyment wykonano
dwukrotnie.

Tlo$¢ jonow Ho$¢ jonow Zn(I1) w kompleksie mieszanym
Cu(D) w Kompleks zredukowany Kompleks utleniony

kompleksie a-MT3 B-MT3 o+ B-MT3 a-MT3 B-MT3 o+ B-MT3
1 3,52+£0,02 | 2,20£0,05 | 5,90+£0,02 | 3,17+0,03 | 2,01 £0,05 | 5,79 +0,01
2 2,85+£0,18 | 1,75+£0,03 | 5,59+£0,05 | 2,61+0,02 | 1,44+£0,04 | 5,23 +0,03
3 248+0,12 | 1,45+0,03 | 5,10£0,03 | 1,87+0,06 | 0,90+0,01 | 4,36+ 0,03
4 2,16+£0,13 | 1,19+0,12 | 475+£0,06 | 1,17+£0,28 | 0,41 £0,01 | 4,00 £ 0,02
5 1,98 £0,20 | 0,48 +0,01 | 4,54 +£0,10 - - 3,34 £ 0,03
6 1,63+0,13 | 0,07£0,07 | 4,32+0,47 - - 2,52 +£0,04
7 1,35+£0,13 - 3,91 +£0,63 - - 1,92 £ 0,04
8 - - 3,83+0,18 - - 0,79 £ 0,17
9 - - 3,40 £ 0,09 - - -
10 - - 3,28 £ 0,66 - - -
11 - - 3,26 £ 0,01 - - -
12 - - 2,47+ 0,10 - - -
13 - - 0,99 £ 0,05 - - -

4.3.4 Mechanizm wigzania jonow Cu(I) do domen MT3- spektrometria mas

Eksperymenty przeprowadzone w roztworze wykazujg S$rednie efekty wigzania jonow
Cu(l)/Cu(Il) do komplekséw domen MT3. Chcac bardziej szczegdtowo zbadaé proces
metalacji, wykonano miareczkowania apodomen, ktére monitorowano za pomoca
spektrometrii mas. Do uktadu dodano trzykrotny molowy nadmiar glutationu nad Cu(I), aby
zapobiec utlenianiu kompleksow. Uzyskane widma po dekonwolucji, dla domeny
B przedstawiono na Rycinie 44. Pierwszymi zmetalizowanymi formami kompleksowymi sa
Cu(I)2B-MT3 oraz Cu(l)4p-MT3, ktéore widoczne sa po dodaniu jednego réwnowaznika
molowego Cu(I) do apoB-MT3, jednak ich intensywno$¢ nie jest duza. Od dodanych trzech
rownowaznikéow molowych Cu(l) tworzy si¢ kompleks Cu(I)sp-MT3, ktéry dominuje po
dodaniu czterech rownowaznikow molowych Cu(I). Do tego momentu pik pochodzacy od
apobiatka jest wcigz widoczny. Zauwazy¢ mozna takze powstawanie kompleksu Cu(1)78-MT3,
jednak jego intensywnos$¢ nie przekracza 20%. Jednak ze wzgledu na to, ze spektrometria mas
nie jest metoda $cisle ilosciowa (jesli nie sg zastosowane wzorce), nie mozna z calg pewnoscia

stwierdzi¢, ze kompleks ten tworzy si¢ jedynie w niewielkim stopniu.
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Rycina 44. Widma masowe 30 uM apoP-MT3 inkubowanej z r6zna ilo$cig ekwiwalentow Cu(I) (0-6),
w obecnosci glutationu w 50 mM octanie amonu, pH 7,4. Widma zostaty zdekonwoluowane przy uzyciu
algorytmu Maximum Entropy.!” Kolorami oznaczono piki odpowiadajgce réznie zmetalizowanym
formom kompleksowym.

W analogiczny sposob przeprowadzono miareczkowanie apoa-MT3 jonami Cu(l),
a uzyskane widma masowe przedstawiono na Rycinie 45. Podobnie jak dla domeny f3, sygnat
od apoa-MT3 widoczny jest nawet po dodaniu czerech rownowaznikow molowych Cu(I). Po
inkubacji z jednym ekwiwalentem Cu(l) tworzone sa az trzy formy kompleksowe
Cu(D)10-MT3, Cu(I)2a-MT3 oraz Cu(I)4a-MT3. Ta ostatnia jest dominujaca forma po dodaniu
czterech oraz pigciu rownowaznikow molowych Cu(l). Po dodaniu siedmiu rownowaznikow
Cu(l) dominuje natomiast forma Cu(I);a-MT3, ktorej towarzysza kompleksy Cu(I)sa-MT3

oraz wyzej zmetalizowana forma- Cu(I)sa-MT3.
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Rycina 45. Widma masowe 30 uM apoo-MT3 inkubowanej z r6zng iloscia ekwiwalentow Cu(I) (0-7),
w obecnosci glutationu w 50 mM octanie amonu, pH 7,4. Widma zostaty zdekonwoluowane przy uzyciu
algorytmu Maximum Entropy.'”” Kolorami oznaczono piki odpowiadajace réznie zmetalizowanym
formom kompleksowym.

Miareczkowaniu MS poddano rowniez dwie domeny zmieszane ze sobg, aby sprawdzi¢
ktora z nich jako pierwsza ulega metalacji. Jak przedstawiono na Rycinie 46, wraz ze wzrostem
ilosci dodanych réwnowaznikow molowych Cu(I) ro$nie stopien wysycenia obu komplekséw
1 rownolegle pojawia si¢ forma Cu(I)4-MT3 oraz Cu(I)20-MT3. Nawet po dodaniu o$miu

ekwiwalentow Cu(l), pik pochodzacy od apoa-MT3 jest wcigz widoczny, co sugeruje ze
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mniejsza domena jako pierwsza koordynuje jony Cu(l). Na finalnym widmie, zarejestrowanym
po dodaniu 13 jonéw Cu(I) obecny jest pik pochodzacy od Cu(I)sf-MT3 oraz piki o niskiej
intensywnos$ci pochodzace od komplekséw domeny a- Cu(I)40-MT3, Cu(l)7a-MT3 oraz
Cu(I)sa-MTS3.
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Rycina 46. Widma masowe 30 uM apoo-MT3 oraz apo-MT3 zmieszanych ze sobg i inkubowanych
z 16zng iloscig ekwiwalentow Cu(I) (0-13), w obecnos$ci glutationu w 50 mM octanie amonu, pH 7,4.
Widma zostaly zdekonwoluowane przy uzyciu algorytmu Maximum Entropy.'”® Kolorami oznaczono
piki odpowiadajace réznie zmetalizowanym formom kompleksowym.

100



4.3.5 Wyznaczanie stalych dysocjacji dla Cu(I) w kompleksach homo-
i heterometalicznych

Chcac sprawdzi¢ czy izolowane domeny sa dobrym modelem stabilnosciowym dla catego
biatka oraz ktora z domen ma wyzsze powinowactwo wzgledem jonéw Cu(l), przeprowadzono
eksperyment z uzyciem chelatoréw miedziowych- BCS oraz BCA (Rozdziat 3.3.4.5).
Rozpoczeto od chelatora BCS, ktorego wartos$¢ -logKqi> wynosi 20,81 (Ryc. 10A)!74 i ktory byt
wykorzystywany do wyznaczania powinowactw jonow Cu(l) do calych metalotionein
(Rozdziat4.2.5.114.2.5.2). Okazal si¢ on by¢ jednak zbyt silnym konkurentem i z kompleksow
domenowch wyciggal wszystkie jony Cu(l), przez co niemozliwe byto obliczenie wartosci
-logK«“*® w kompleksach. Zdecydowano si¢ wiec na wykorzystanie stabszego chelatora- BCA
(Ryc. 10B). Inkubujgc BCA (-logKdi2» = 17,66) '7* z miedziowymi oraz miedziowo-cynkowymi
kompleksami domen, rejestrowano widma w punktach czasowych, az do osiggniecia plateau.
Nastepnie odczytywano warto$¢ absorbancji przy 562 nm, ktéra wykorzystywano do obliczania
powinowactwa. Uzyskane warto$ci -logKqs“'V jonéw Cu(I) do domen w kompleksach homo-
i heterometalicznych przedstawiono na Rycinie 47 oraz w Tabeli 12. Powinowactwo jonow
Cu(I) do apodomen poczatkowo rosnie, az do Kq““® okoto 1017 M, a nastepnie utrzymuje si¢
na stalym poziomie w domenie o lub maleje o niecaty rzad wielko$ci w domenie f. Co istotne,
chelator BCA byt zbyt silny dla pierwszego jonu Cu(I) w a-domenie, przez co wyznaczenie
powinowactwa nie bylo mozliwe. Inny trend obserwuje si¢ dla kompleksow
heterometalicznych- powinowactwo pierwszego jonu jest najwigksze, a wraz z wysycaniem
jonami Cu(I) maleje. Kompleksy mieszane a domeny, zawierajace cztery oraz sze$¢ jonow

Cu(I) maja jednak wyzsze powinowactwo niz kompleksy zawierajace o jeden jon Cu(I) mniej.
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Cu(l) / apoa—MT3 Cu(l)/ apop-MT3 cu(l) / Znya-MT3 Cu(l) / Znap-MT3

Rycina 47. Wartosci -logKq“*® jonéw Cu(l), w réznie wysyconych, zredukowanych kompleksach
homometalicznych domeny o (A) i f (B) oraz heterometalicznych domeny a (C) i § (D). 750 uM BCA
w 50 mM buforze sodowo-boranowym pH 7,4 (100 mM NaF) inkubowano z 5 uM kompleksami domen,
az do osiggnigcie plateau.
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Tabela 12. Wartosci -logks®? jonéw Cu(l) w miedziowych oraz miedziowo-cynkowych,
zredukowanych kompleksach domen 0-MT3 oraz B-MT3.

Wartosci -logKqs“"® jonow Cu(I) w zredukowanym kompleksie
Réwnowazniki domenowym
molowe Cu(I) Kompleks homometaliczny Kompleks heterometaliczny
a-MT3 B-MT3 a-MT3 B-MT3
1 X 15,49 £ 0,52 19,50 £ 0,23 18,74 £ 0,08
2 15,54 £ 0,20 16,24 + 0,24 17,76 £ 0,15 18,47 £ 0,20
3 16,27 £ 0,07 16,65 £ 0,09 17,07 £ 0,04 18,48 + 0,13
4 16,66 = 0,03 16,77+ 0,17 17,67 + 0,22 17,45+ 0,12
5 16,79 £ 0,06 16,84 £ 0,17 16,35 £ 0,20 16,92 + 0,27
6 16,72 £ 0,07 16,28 £ 0,14 17,49 + 0,20 16,63 + 0,02
7 16,75 £ 0,04 - 16,83 £ 0,47 -

Powinowactwa jonow Cu(l) wraz z wysycaniem biatka, w utlenionych kompleksach

homometalicznych wykazuja podobny trend, jak w kompleksach zredukowanych. W domenie
o obserwuje sie poczatkowy spadek wartosci K¢“*® do trzech dodanych ekwiwalentow
1 pozniejsze utrzymywanie statej wartosci w domenie o, a w domenie - spadek do drugiego
rownowaznika Cu(Il), po ktorym wartosci Kq““®D rosng, zatem sita wigzania maleje.
W kompleksach mieszanych natomiast, najwyzsze powinowactwo ma kompleks zawierajacy
jeden jon Cu(l), a kazdy kolejny jon Cu(I) ostabia wigzanie (Ryc. 48, Tab. 13).
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Rycina 48. Wartosci -logKq““® jonow Cu(I), w roznie wysyconych, utlenionych kompleksach
homometalicznych domeny o-MT3 (A) i B-MT3 (B) oraz heterometalicznych domeny o-MT3 (C)
i B-MT3 (D). 750 uM BCA w 50 mM buforze sodowo-boranowym (pH 7,4, 100 mM NaF) inkubowano
z 5 uM kompleksami domen, az do osiagniecia plateau.

Tabela 13. Wartosci -logKs“'® jonow Cu(I) w miedziowych oraz miedziowo-cynkowych, utlenionych
kompleksach domen a-MT3 oraz B-MT3.

) . Wartosci -logKq“"® jonow Cu(I) w utlenionym kompleksie domenowym
Rownowazniki Kompleks homometaliczn Kompleks heterometaliczn
molowe Cu(IT) P Y P s

o-MT3 B-MT3 o-MT3 B-MT3
1 X 15,92+ 0,13 17,74 £ 0,05 18,56 £ 0,09
2 16,02 + 0,06 16,82 + 0,06 16,88 + 0,16 18,24 + 0,09
3 16,58 + 0,08 16,74 + 0,27 16,32+ 0,14 17,20 £ 0,01
4 16,65 + 0,08 16,18 + 0,02 15,71 £ 0,25 16,22 + 0,03
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Wartosci Kq““® w kompleksach domen sprawdzono réwniez w uktadach zawierajacych
zmieszane dwie domeny w stosunku molowym wynoszacym 1:1. Jako ze domeny
metalotioneiny 3, cechowaty si¢ zbyt niskim powinowactwem wzglgedem chelatora BCS, a stale
wyznaczono przy uzyciu BCA, zdecydowano sie na zastosowanie stabszego z nich.!”* Pomimo
dhugiego czasu inkubacji, dla komplekséw o nizszym stopniu wysycenia nie obserwowano
wzrostu absorbancji przy 562 nm. Sugerowato to, ze zmieszane domeny oddziatuja ze soba,
wzmacniajac w ten sposob site wigzania jondw Cu(l). Zastosowano zatem chelator BCS, ktory
wykorzystywany byt do wyznaczenia powinowactw w metalotioneinach. Jak przedstawiono na
Rycinie 49 oraz w Tabeli 14, jony Cu(l) wykazuja wyzsze powinowactwo w kompleksach
homometalicznych niz w kompleksach mieszanych, zaré6wno w utlenionych, jak
i zredukowanych. W miedziowych kompleksach zmieszanych domen (Ryc. 49A), pierwszy jon

cud ponizej 1022 M, a kazdy kolejny jest coraz stabszy.

Cu(l) wigzany jest z warto$cig Kq
Wyjatek stanowi kompleks zawierajacy dziewigé jonow Cu(l), ktéry wyrdznial si¢ takze
w kompleksie MT3. Srednie powinowactwo Cu(I) w pemi wysyconych zmieszanych
kompleksach domenowych jest o prawie cztery rzedy nizsze niz w kompleksie Cu(I)ap-MT3.
W utlenionych, domenowych kompleksach miedziowych (Ryc. 49C), wiazanie kolejnych
jonow Cu(I), pochodzacych z redukcji Cu(II), obniza $rednie powinowactwo, a wartosci Kq“"®
wahajg si¢ w zakresie 1021:61-1071881 M. Mieszane, zredukowane kompleksy domen (Ryc. 49B)
wykazuja trzy typy wigzania- mocne, dla pierwszych pieciu jonow- Kq“P~10205 M,
posrednie- Kq“"D~10"18> M, oraz dwa stabsze- powyzej 10'7 M. Te dwa ostatnie miejsca sg na
tyle stabe, ze do ich wyznaczenia uzyto chelatora BCA, gdyz BCS byt zbyt silnym
konkurentem. Kompleksy tworzone poprzez dodatek réznej ilosci ekwiwalentow molowych
Cu(I) do wysyconych cynkiem domen MT3 (Ryc. 49D), cechuja si¢ warto$ciami K¢“*¥ rzedu

102974101754 M i podobnie jak dla utlenionych komplekséw miedziowych, kazdy kolejny jon

podwyzsza $rednig wartosé KO,
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Rycina 49. Warto$ci -logKs'? jonow Cu(I), w rdznie wysyconych kompleksach Cu(I)xap-MT3 (A),
Cu(D)xZnyof (B) Cu(D)xap-MT3ox (C) 1 Cu(I)xZnyafox (D). 750 uM BCS w 50 mM buforze sodowo-
boranowym (pH 7,4, 100 mM NaF) inkubowano z 5 uM kompleksami domen, az do osiagniecia plateau.
Rycina B- kompleksy z 12 1 13 jonami Cu(]) (zielone kropki) zastosowano 750 uM BCA.
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Tabela 14. Wartosci -logKs“*® jonéw Cu(I) w miedziowych oraz miedziowo-cynkowych, kompleksach
domen zmieszanych w stosunku molowym 1:1 domen a-MT3 oraz §-MT3.

Wartosci -logKq“"® jonow Zn(ITI) w kompleksie MT

?I;):::;Z?g::(lll;l Kompleks zredukowany . qupleks utleniony .
Homometaliczny | heterometaliczny | homometaliczny | heterometaliczny
1 22,82 +0,34 20,70+ 0,14 21,61 +0,15 20,74 + 0,08
2 21,81 +£0,44 20,62 +0,16 21,53 +0,15 20,00 + 0,04
3 21,67 £0,45 20,40 + 0,41 21,13+0,70 19,51 +0,08
4 21,21 +0,73 20,82 +0,36 21,16 £ 0,91 19,19 +0,06
5 21,24 +0,69 20,76 = 0,06 20,43 +£ 0,52 18,96 = 0,14
6 21,42 +0,38 18,96 + 0,05 20,10+ 0,38 18,59 +0,20
7 19,80+ 0,26 18,81 0,03 19,53 +£0,34 17,88 £0,28
8 19,56 = 0,38 18,80 +0,17 18,81 0,31 17,54 +0,92
9 19,99 0,17 18,85+ 0,05 - -
10 19,15+0,11 18,77 £0,13 - -
11 19,16 + 0,21 18,37 +0,18 - -
12 19,05+ 0,21 16,66 = 0,69 - -
13 18,49 = 0,09 15,81+ 0,87 - -
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5. Dyskusja

5.1 Produkcja bialek

Do produkcji MT2 i MT3 wykorzystano plazmidy zaprojektowane przez dr Agnieszke Drozd
i dr. Adama Pomorskiego. Opracowali oni tez protokot do produkcji w szczepie E. coli
BL21(DE3), ktory cechuje si¢ silng ekspresja biatek, nawet tych toksycznych oraz ze wzgledu
na brak proteaz, nizszym stopniem degradacji produktow.!”* Dodatkowo uzyty plazmid
pTYB21, wraz z systemem IMPACT pozwala uzyska¢ biatka bez dodatkowych reszt
aminokwasowych, co dla niewielkich protein, jakimi sa metalotioneiny, jest bardzo istotne.
Metki, jak np. metka histydynowa, moglyby wpltywaé na wiasciwosci fizykochemiczne
metalotionein i ich zdolno$ci do wigzania jonéw metali. Mimo zoptymalizowanych protokotéw
produkcji MT uzyskiwane wydajnos$ci sg nizsze, niz wydajnos$ci dla innych bialek opisanych
w literaturze i produkowanych w tym systemie.!”> Powodem nizszych wydajnosci jest fakt, iz
MT posiadajg wiele reszt cysteinowych, przez co stajg si¢ toksyczne dla komorek bakteryjnych,
wplywajac na stres oksydacyjny oraz zaburzajac homeostaze komdrkowa poprzez wigzanie
niezbednych jonéw metali.'”® Na wydajno$¢ otrzymywanych metalotionein, wplywa tez fakt,
iz nadprodukcja tych bialek zuzywa duza ilos¢ siarki, wiec bakterie moga hamowac proces
ekspresji, gdy nie s3 w stanie zaspokoi¢ zapotrzebowania na ten kluczowy pierwiastek.'®’
Dodatkowo MT s3a matymi biatkami, przez co szybciej rozpoznawane s3 jako toksyczne, co
rowniez przyczynia sie do nizszej produkcji.'”® Najnizszg wydajnos¢ uzyskiwano dla
najmniejszego biatka- a-domeny metalotioneiny 3. Rowniez podczas oczyszczania biatka
tracona jest jego cze$¢. Oczyszczanie metalotionein mozna podzieli¢ na trzy etapy-
oczyszczanie z uzyciem chromatografii powinowactwa oraz dwa oczyszczania z uzyciem
chromatografii wykluczenia molekularnego.”® ! Podczas chromatografii powinowactwa
metka inteinowa, ktora kodowana jest w wektorze pTYB21 wigze si¢ ze zlozem chitynowym,
a dodatek stosunkowo niedrogiego odczynnika redukujacego- DTT, powoduje odcigcie MT do
roztworu. Kolejne dwa etapy- saczenia molekularne w kwasnym oraz zasadowym pH réwniez
powoduja obnizenie koncowego stezenia metalotionein. Przed pierwszym z nich, biatko nalezy
zakwasi¢ do pH ~ 2, aby uzyskac apobiatko. Na tym etapie cze$¢ biatka stracata si¢, a powstaty
osad nie rozpuszczal si¢ nawet po ponownym podwyzszeniu pH. Kolejnym krytycznym
momentem bylo podwyzszenie pH do 8,6 podczas rekonstytucji. Metalotioneiny w §rodowisku
zasadowym wykazuja tendencj¢ do agregacji co bylo widoczne na chromatogramie, jako
ciggnace sie pasmo (Ryc. 12B).2%° Aby oczyszczone biatko byto jak najbardziej homogenne,

zredukowane 1 w petni wysycone Zn(II), zbierano jedynie frakcje ze szczytu piku, co rOwniez
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powodowato obnizenie koncowego stezenia biatka. Widma MS (Ryec. 13, Tab. 3, Ryc. 37, Tab.
10) pokazaly, ze uzyskane biatka byly poprawnie otrzymane i posiadaly odpowiednia ilos¢
zwigzanych jondw Zn(Il)- siedem dla MT2 i MT3, cztery dla a-MT3 i trzy dla B-MT3.
Niewielkie roznice w masie (ponizej 2 Da) wynika¢ mogly z czeSciowego utlenienia biatek:
w procesie produkcji i oczyszczania, podczas przygotowywania probek MS (podczas wymiany
buforu na kolumienkach), lub w zrddle jondw podczas rejestrowania widm. Najmniej
prawdopodobne jest jednak utlenienie biatek podczas produkcji i oczyszczania, gdyz na
kazdym z tych etapow stosowano nadmiar odczynnikow redukujacych- TCEP lub DTT.”-14°
Zastosowanie mikrofalowego syntezatora peptyddéw pozwolito na otrzymanie B-MT3,
ktéra po oczyszczeniu na HPLC przechowywano jako liofilizat w postaci peptydu
niezwigzanego z jonami metali. Nie obserwowano utleniania ani degradacji peptydu w czasie.
Metoda ta nie udato si¢ uzyska¢ a-MT3. Domena ta posiada dtuzsza sekwencje aminokwasowa-
38 reszt aminokwasowych oraz wigkszg ilo$¢ reszt cysteinowych- 11, przez co metoda ta nie
byta efektywna. Analiza widma MS pozwolila stwierdzi¢, iz produktami syntezy byly znacznie
krotsze peptydy, bedace fragmentami domeny o. Dlatego tez zdecydowano si¢ na

wyprodukowanie tego C-koncowego fragmentu biatka w systemie bakteryjnym.

5.2 Wigzanie Cu(I)/Cu(II) do tionein

Jony Cu(I) 1 Zn(II) cechujg si¢ inng geometrig tworzonych kompleksoéw, a co za tym idzie inng
liczba koordynacyjng. Jony Zn(II), podobnie jak jony Cd(II), koordynowane sg w geometrii
tetraedrycznej, a liczba koordynacyjna wynosi 4. Metalotioneiny ludzkie, moga wigza¢ do
siedmiu jonéw metali dwuwarto§ciowych, tworzac dwa domenowe klastry- M(I1);Cysg oraz
M(I)4Cys11 kolejno w domenie B oraz a.”>!% Ze wzgledu na inng nature jonéw Cu(l) i wiekszy
promien jonowy, kompleksy z tymi jednowarto§ciowymi jonami metali posiadajg geometrig
dygonalng lub trygonalna, a w szczeg6lnych wypadkach (nie w kompleksach z MT) rowniez
tetraedryczng.?’!?2 Miedziowe metalotioneiny mogg zatem ulegaé wysyceniu po zwigzaniu
innej ilosci jonow Cu(l), posiada¢ inng struktur¢ tworzonych klastrow, a tancuch
polipeptydowy wokot rdzeni metalo-tiolowych moze sie inaczej faldowaé.'®* Wiele grup
badawczych podjeto sie badan nad takimi kompleksami, a zastosowane podejscia roznily sie.
Czesta metoda wykorzystywang do badan metalacji metalotionein jest ESI-MS.!37-16% Ta bardzo
czuta metoda ma jednak swoje wady, a gtbwng z nich jest analiza w fazie gazowej, ktora rozni
si¢ od badan przeprowadzanych w roztworze wodnym. Na skutek przej$cia do fazy gazowej
i desolwatacji, kompleksy moga zmienia¢ swoja konformacje¢ poprzez utrate oddziatlywan

niekowalencyjnych. Dodatkowo, w Zrodle kompleksy moga traci¢ stabo zwigzane jony metali
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lub wrecz przeciwnie- biatko moze ulega¢ hipermetalacji 1 wigza¢ wigcej jonow metali niz
obserwuje si¢ w roztworze.?**2” Problemem w pracy z miedziowymi metalotioneinami, jest
réwniez ich podatno$¢ na utlenianie. Ze wzgledu na brak mozliwos$ci pracy w warunkach
beztlenowych, stosuje si¢ nadmiar glutationu nad jonami Cu(I), co stanowi¢ ma bufor redoks

157-159,208,209 Ten

1 uniemozliwia¢ utlenianie zaréwno biatka jak 1 jonow metalu.
niskoczasteczkowy zwiazek, stanowi jednak dodatkowy ligand w badanych uktadach i moze
on konkurowaé o jony Cu(I) z MT lub wspoéttworzyé kompleksy ternarne.?!® Niescistosci
w obecnej wiedzy na temat MT miedziowych wynikajg tez z faktu, iz cz¢sto rekombinowane
MT zawieraja dodatkowe reszty aminokwasowe- metki, ktore utatwiaja proces produkcji
i oczyszczania bialka, jednak moga wplywaé na wigzanie jonéw metali.!>*1% Badania czesto
prowadzone s3 takze na izolowanych domenach, a uzyskiwane wyniki sg bezposrednio
przektadane na wiasciwosci pelnych biatek, a takie uklady nie musza byé tozsame.'®%-164
W niniejszej pracy scharakteryzowano miedziowe i miedziowo-cynkowe metalotioneiny,
wykorzystujac biatka otrzymane w ten sam sposob, bez dodatkowych reszt aminokwasowych.
Badania nad oddziatywaniami jonéw Cu(I)/Cu(Il) z metalotioneinami, rozpocz¢to od
okreslenia maksymalnego wysycenia MT2 1 MT3 w dwdch formach- wolnej od jonow metali
oraz wysyconej Zn(II). Eksperymenty przeprowadzano w komorze rekawicowej, w atmosferze
azotu, aby zapobiec utlenianiu zaréwno biatka, jak i jondw metalu.

Wigzanie jonéw metali do metalotionein obserwowa¢ mozna na widmach UV,
wykorzystujac pasma LMCT, podczas ktorych nastgpuje przeniesienie gestosci elektronowej
z liganda na jon metalu. W zaleznosci od jonu, potozenie maksimum pasma r6zni si¢ i dla Cu(I)
widoczne jest przy 250-260 nm, natomiast dla Zn(Il) przy 210-220 nm.!!'%!3
Spektrofotometryczne miareczkowania apoMT2 1 apoMT3 jonami Cu(I) (Ryc. 14A) wykazaty,
ze bialka te mogg zwigza¢ do 13 jonow Cu(l). Co ciekawe, dla MT3 zaobserwowano drugi
punkt rownowaznikowy, przy 15 réwnowaznikach molowych Cu(I), niewidoczny dla MT2, co
stanowi pierwsza roéznice pomiedzy wlasciwosciami izoform. Sugeruje to, ze pelne wysycenie
apoMT nastepuje po zwigzaniu 13 jonow Cu(l), a kolejne dwa jony Cu(l) wigzac si¢ do
Cu()13MT3 niszcza uporzadkowang strukturg klastrow i1 tworza kompleks Cu(I);sMTS3.
Dodatkowo dla MT2 obserwowany jest bardziej obly wzrost absorbancji przy koncowych
punktach miareczkowania, przez co okreslenie maksymalnego wysycenia jest trudniejsze.
Wiazania koordynacyjne metal-siarka cechujg si¢ wyzsza intensywno$cig, niz wigzania
mostkujace metal-siarka-metal,?!! zatem mozliwe jest, iz podczas ostatnich etapéw wysycania
MT2 jonami Cu(I), wigkszy udzial maja wigzania mostkujace. Moze to wskazywaé na

odmienny proces metalacji tych biatek, co dodatkowo potwierdzaja miareczkowania CD (Ryec.

107



15A, B). Na widmach spektropolarymetrycznych, pomimo obecnosci dwoch pasm przy tych
samych dtugosciach fal- ujemnego przy 226 nm oraz dodatniego przy 261 nm, widoczne s3
réznice w przebiegu wartosci eliptycznosci od ilosci zwigzanych jonow Cu(l). Dla MT3
wyrézni¢ mozna kompleks Cu(I)oMT3, przy ktorym widoczny jest punkt rownowaznikowy,
a warto$¢ eliptyczno$ci zmienia trend wzrostu. Ten kompleks moze by¢ tworzony
preferencyjnie i by¢ stabilng formg MT3. Dla MT2 natomiast punkt rownowaznikowy
widoczny jest po dodaniu sze$ciu rownowaznikow molowych Cu(l), zatem stabilny kompleks
stanowi Cu(I)sMT2. Roznice pomigdzy tymi biatkami w procesie metalacji jonami Zn(II)
zostaly juz opisane.!'*?!? Sillard i wspotpracownicy wykazali, ze wigzanie jonéw Zn(Il) do
MT3 jest bardziej niekooperytywne niz dla MT2 oraz, ze MT3 jest bardziej elastyczna i moze
zwigza¢ wigksza ilo§¢ jonow Zn(Il) niz MT2. Cechy te przypisali oni obecnosci kwasnej
wstawki GEAAEA w sekwencji MT3.21?

Potozenie pasm na widmach dichroizmu kotowego dostarcza cennych informacji
o oddzialywaniach jonow metali z biatkami, a jego przesunigcia moga $wiadczy¢ o zmianach
w $rodowisku koordynacyjnym.?'® Podczas miareczkowan obu biatek jonami Cu(I) maksimum
pasma przy 261 nm nie przesuwa si¢ w stron¢ dtuzszych lub krétszych fal, a zmienia si¢ jedynie
jego intensywno$¢. Natomiast pasmo przy okoto 226 nm, poczatkowo przesuwa si¢
hipsochromowo, a nast¢pnie batochromowo. Dla apoMT3 miareczkowanej Cu(I) przesunigcie
hipsochromowe, obserwuje si¢ do dziewieciu dodanych réwnowaznikow molowych Cu(l).
Sugerowaé moze to, ze wraz z wysycaniem apobiatka struktura staje si¢ coraz bardziej sztywna
tworzac zorganizowane klastry, az do utworzenia charakterystycznego kompleksu- Cu(I)oMT3.
Nastepnie nie obserwuje si¢ zmiany polozenia maksimum, az do utworzenia w pelni
wysyconego kompleksu Cu(I1)13MT3, co oznacza¢ moze, ze wigzanie jondw Cu(l) nie wplywa
znaczaco na Srodowisko wewnatrz klastrow. Dodatek kolejnych jondéw Cu(l), powyzej
trzynastu, rozluznia utworzong strukture, co na widmie widoczne jest jako przesunigcie
w stron¢ czerwieni. Dla apoMT2 pierwsze przesunigcie w strong krotszych fal obserwuje sig
do utworzenia stabilnego kompleksu Cu(I)sMT2, po czym maksimum pozostaje przy 222 nm
az do zwigzania dziewigciu jonéow Cu(l). Wigzaniu kolejnych jonéw Cu(l) towarzyszy
przesunigcie w strone dluzszych fal az do utworzenia finalnego, w pelni wysyconego
kompleksu Cu(I)13sMT2. Oznacza to, ze udzial geometrii trygonalnej i dygonalnej w dwoch
formach kompleksowych Cu(I)oMT2 1 Cu(I)13MT?2 jest rozny, a klastry ulegajg reorganizacji.
Potozenie maksimum pasm dla komplekséw miedziowych MT2 1 MT3 takze wskazuje na
odmienne procesy metalacji, podczas ktorych powstaja réznie wysycone, stabilne formy

metalotionein, co schematycznie zaprezentowano na Rycinie 50.
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Cu(l)gMT2 Cu(l)gMT2

Cu(l);sMT3

Cu(l)sMT3

Rycina 50. Schematyczne przedstawienie procesu metalacji MT2 1 MT3 jonami Cu(l)
z uwzglednieniem form tworzonych preferencyjnie, podczas eksperymentow spektroskopowych.

Miedziowe kompleksy metalotionein mogg rowniez powstawa¢ zewngtrzkomorkowo.
W $rodowisku tym, ze wzgledu na wyzszy potencjal oksydoredukcyjny, panujg warunki
utleniajace, zatem dominujaca formg jondw miedzi jest Cu(Il), ktéra w obecnosci tlenu jest
znacznie bardziej stabilng forma.'®”1%® Jak opisano we wcze$niejszych rozdziatach, podczas
oddzialywania metalotioneiny z jonami Cu(Il), do MT wigzane sg jony Cu(l), czemu
towarzyszy redukcja Cu(ll) 1 utlenianie reszt cysteinowych. Maksymalne wysycenie
utlenionego biatka, bedzie wigc nastepowato przy innej stechiometrii niz dla biatka
zredukowanego. Jak przedstawiono na Rycinie 14C i D, zredukowana forma apoMT moze
zwigza¢ do o$miu jonow Cu(l) pochodzacych z redukcji Cu(Il), czemu towarzyszy
powstawanie najprawdopodobniej czterech mostkéw disulfidowych.!'® Oznacza to, ze
w wigzanie o§miu jonéw Cu(I) zaangazowanych jest 12 reszt cysteinowych. Podobnie jak przy
tworzeniu kompleksoéw zredukowanych, koncowy punkt miareczkowania apoMT2 jest bardziej
obty, a podczas koordynacji ostatnich jonéw Cu(I) tworzone sa wigzania mostkujace Cu(l)-
Cys-Cu(I). Na widmach CD (Ryc. 15C, D) zauwazy¢ mozna preferencyjne powstawanie
kompleksu Cu(I)saMTox dla obu izoform. Tworzeniu tego kompleksu ponownie towarzyszy
przesunigcie maksimum pasma przy 226 nm w stron¢ krotszych fal. Nastepnie utworzony
klaster ulega reorganizacji, zmienia si¢ geometria kompleksow, co na widmach uwidacznia si¢
jako spadek eliptycznosci oraz batochromowe przesunigcie maksimum pasma, az do
utworzenia wysyconych komplekséw Cu(I)sMTox. Dla MT3 nie jest to jednak finalna forma
kompleksowa 1 podobnie jak podczas miareczkowania jonami Cu(l), utleniony kompleks MT3
moze ulec hipermetalacji 1 zwigza¢ kolejne dwa jony Cu(l), pochodzace z redukcji Cu(Il),

destabilizujac klaster.

5.3 Wplyw jonow Zn(II) na strukture klastrow w mieszanych MT

W warunkach in vivo, apoMT nie wystepuja, lecz zaraz po translacji ulegaja metalacji Zn(II).!*?

Jony Cu(l) wiaza si¢ wiec do komplekséw cynkowych, w zwigzku z czym izolowane
z organizmow metalotioneiny nie s3 homometalicznymi biatkami miedziowymi, ale tworza

kompleksy miedziowo-cynkowe. Zgodnie z teorig migkkich 1 twardych kwasow 1 zasad
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Pearsona, jony Cu(I), bedace migkkimi kwasami wigzg si¢ do donorow siarkowych- reszt
cysteinowych, ktore sg migkkimi zasadami, z wigkszym powinowactwem niz jony Zn(Il),
bedace posrednim kwasem.”® Z tego wzgledu jony Cu(I)/Cu(Il) moga wypieraé¢ jony Zn(II)
z komplekséw 1 przearanzowujac miejsca wigzania tworzy¢ nowe klastry. Pasma LMCT
CysS-Zn(II) 1 CysS-Cu(]), sg od siebie oddalone o okoto 40 nm, dzigki czemu wigzanie Cu(])
i oddysocjowywanie jonow Zn(Il) moze by¢ sledzone na widmie UV (Ryc. 16A, B). Podczas
miareczkowania Zn7MT3 i Zn7MT2 jonami Cu(I) rosngca intensywnos$¢ pasma przy 252 nm
wskazuje, ze jony Cu(I) sg wigzane przez biatka, a forma cynkowa, podobnie jak forma wolna
od jonow metali, moze zwigza¢ do 13 jonéw Cu(l). Warto zauwazy¢, ze apoMT3 podczas
wysycania nadmiarem Cu(I) mogta utworzy¢ kompleks Cu(I)1sMT3, czego nie obserwuje si¢
na widmach UV podczas wysycania biatka cynkowego. Jak wspomniano, wigzanie Cu(I)
powoduje wyparcie Zn(Il) z MT, co jest widoczne przy okoto 210 nm. Na podstawie
miareczkowan w zakresie UV nie mozna jednak okresli¢, czy wszystkie jony Zn(Il) sa
uwalniane, czy tez cze¢$¢ pozostaje zwigzana z MT, tworzac mieszane kompleksy. Mozna
jedynie stwierdzié, ze Zn(Il) jest wypierany przez 13 réwnowaznikéw Cu(l). Nastepnie
intensywno$¢ catego widma wzrasta. Analogiczne wnioski mozna wyciggnac ze
spektropolarymetrycznych miareczkowan metalotionein jonami Zn(Il), jednak te, daja
dodatkowe informacje o kompleksach posrednich. Obserwujac wartosci eliptycznosci przy
221 nm (Ryc. 17A) mozna zauwazy¢ punkt rownowaznikowy po dodaniu czterech
réwnowaznikéw molowych Cu(I), $wiadczacy o powstaniu pierwszego stabilnego kompleksu
posredniego Cu(1)sZnxMT3. Kompleks z czterema jonami Cu(l) nie byt preferencyjnie
tworzony podczas wysycania apoMT3. Obecnos¢ tej formy posredniej sugeruje, ze jony Zn(II)
zwigzane poczatkowo w kompleksie wymuszajg inng koordynacje 1 geometri¢ jondow Cu(I),
ktére mogg by¢ dodatkowo stabilizowane jonami Zn(II). Kolejnym kompleksem, dla ktérego
obserwuje si¢ zmiang trendu jest kompleks Cu(I)oZnxMT3, ktéry widoczny jest przy obu
dhlugosciach fal- 221 oraz 254 nm. Dodatkowo, az do dodania dziewigciu rownowaznikow
molowych Cu(I) pasmo przy 221 nm przesuwa si¢ ku czerwieni, co §wiadczy o rearanzacji
klastrow. Nastepnie potozenie maksiméw nie zmienia si¢, lecz wartosci eliptycznosci rosna, az
do wysycenia bialka 13 jonami Cu(I). Zatem udziatl geometrii dygonalnej i trygonalnej nie
zmienia si¢ pomiedzy kompleksami Cu(I)oZnxMT3, a Cu(I)13ZnMT3. Powyzej tego stosunku,
pasmo ponownie przesuwa si¢, lecz tym razem w stron¢ krotszych fal, az do utworzenia
kompleksu Cu(I)15ZnxMT3. Tworzenie tego kompleksu nie bylo obserwowane podczas

miareczkowan spektrofotometrycznych, co moze §wiadczy¢ o tym, iz dwa ostatnie jony Cu(I)
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koordynowane sg poprzez wigzania mostkujace, nie wnoszac tym samym zbyt duzego wktadu
w intensywno$¢ pasm LMCT.

Podczas wysycania Zn7MT2 jonami Cu(I) warto$¢ eliptyczno$ci przy okoto 222 nm
poczatkowo maleje, az do utworzenia kompleksu Cu(I)sZnMT2, czemu towarzyszy
przesuni¢cie pasma w strong krotszych fal. Zatem tak samo jak w przypadku kompleksow MT3,
MT?2 tworzy kompleks mieszany z czterema jonami Cu(I), ktory stabilizowany jest przez jony
Zn(Il), a ktory nie jest preferencyjnie tworzony jako kompleks homometaliczny. Nastgpnym
kompleksem, ktorego tworzenie wywotuje zmiany w strukturze klastrow jest kompleks
Cu(I)sZnxMT?2. Podczas jego tworzenia maksimum pasma przy krétszej dtugosci fali przesuwa
si¢ ku czerwieni, a przy 260 nm widoczny jest punkt rownowaznikowy. Az do catkowitego
wysycenia i utworzenia kompleksu Cu(1)13ZnxMT2 potozenie pasm nie zmienia si¢, co
oznacza, ze kolejne jony Cu(I) nie zaburzaja koordynacji wewnatrz klastroéw. Powyzej stosunku
1:13 warto$¢ eliptycznosci przy 260 nm zaczyna male¢ mniej dynamicznie. Stabilne formy
posrednie komplekséw mieszanych MT2 i MT3 r6znig si¢ zatem od siebie oraz od form

tworzonych jedynie z jonami Cu(I) (Ryc. 51).

cu(l),Zn,MT2 Cu(l)eZn,MT2

(csnznr)
cu(1),Zn,MT3 ]_[ Cu(l)gZn,MT3 ]/ \—[ Cu(l);5Zn,MT3 ]

Rycina 51. Schematyczne przedstawienie procesu metalacji wysyconych jonami Zn(II) MT2 i MT3
jonami Cu(I) z uwzglednieniem form tworzonych preferencyjnie, podczas eksperymentow
spektroskopowych.

Za pomoca miareczkowan spektroskopowych obserwowano rdéwniez tworzenie
utlenionych komplekséw mieszanych MT3 1 MT2. Widma w zakresie UV (Ryc. 16C, D)
pokazuja, ze wysycone cynkiem metalotioneiny moga zwigza¢ do o$miu jonow Cu(l),
pochodzacych z redukeji Cu(Il), czemu towarzyszy oddysocjowanie jondw Zn(II) z kompleksu.
Widma CD ponownie podaja wigcej informacji na temat tworzonych wewnatrz biatka klastrow.
Podczas wysycania Zn7MT3 jonami Cu(l), z redukcji Cu(Il), warto$¢ eliptycznosci przy
222 nm poczatkowo maleje, czemu towarzyszy hipsochromowe przesunig¢cie maksimum, az do
utworzenia kompleksu Cu(I)sZnxMT30x. Bioragc pod uwage dane literaturowe oraz

119,154,169,186,190,191

wyizolowane z mozgoéw ssaczych kompleksy Cu(1)4ZniMT3ox, mozna

przypuszcza¢ ze w kompleksie takim obecne sg cztery jony Zn(II) oraz dwa mostki
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disulfidowe.!”>!”®* Az do utworzenia kolejnego kompleksu- Cu(I)6ZnxMT3ex, warto$é
eliptycznosci przy okoto 222 nm nie zmienia si¢, a maksimum pasma znajduje si¢ w tym samym
miejscu, zatem struktura klastrow nie zmienia si¢. Calkowitemu wysyceniu kompleksu
1 powstaniu formy Cu(I)sZnxMT3ox towarzyszy wzrost eliptycznosci przy 222 nm 1 kolejne
przesunie¢cie tego pasma w kierunku czerwieni oraz uzyskanie pleteau przy 261 nm.

Zmiany w klastrach wewnatrz ZnsMT2 wywotywane sa gléwnie poprzez wigzanie
dwoch pierwszych jonéw Cu(l) pochodzacych z redukcji Cu(Il). Na widmie uwidacznia si¢ to
jako intensywny spadek eliptycznosci przy 222 nm, oraz przesuni¢cie pasma w strong
dhuzszych fal. Tworzy si¢ takze kompleks Cu(I)sZnMT2., jednak jego powstanie nie
wywotuje znaczacych zmian na widmach, poza widocznym punktem rownowaznikowym przy
261 nm. Kolejne jony Cu(ll) dodane do uktadu nie wplywaja znaczaco na ksztatt widm.
W Tabeli 15 zebrano zredukowane 1 utlenione kompleksy dwoch izoform metalotionein 2 oraz
3, ktére wydaja si¢ tworzy¢ preferencyjnie podczas wysycania apo- lub ZnsMT jonami Cu(l).

Tabela 15. Kompleksy miedziowe Iub miedziowo-cynkowe MT, ktére zgodnie z danymi
pektroskopowymi tworzone sa preferencyjnie i wptywaja na strukture klastrow.

w1

Metalotioneina 3 Metalotioneina 2

Zredukowana Utleniona Zredukowana Utleniona

Cu(I)o Cu(I)sZny Cu(l)4 Cu(I)4Zny Cu()s Cu(I)4Zny Cu()4 Cu(I)2Zny

Cu(Dis | Cu(lpZne | Cu(l)s | CuMeZne | Cu(@) | Cu(eZn, | Cu(@)s | Cu(l)sZny

Cu(D)is | Cu(DiZng | Cu(D)o Cu(I)sZny Cu(D)i3 | Cu(l)i3Zny - Cu(I)sZny

- Cu(I)15Zny - Cu(I)10Znx - - - -

Zmiany konformacyjne w obrgbie klastrow w zredukowanych, mieszanych
kompleksach metalotioneiny 3 analizowano dodatkowo z wykorzystaniem luminescencji
niskotemperaturowej. Zastosowanie cieklego azotu i1 wykonywanie pomiardéw w 77 K
pozwolilo na uzyskanie widm lepszej rozdzielczoS$ci, z wezszymi i1 intensywniejszymi pasmami
emisji, a zamrozenie probek minimalizowato ilo$¢ przej$¢ bezpromienistych.!**!%4 Na widmach
(Ryc. 20) obserwowano przesunigcie batochromowe maksimum pasma emisji, $wiadczace
o tworzeniu si¢ klastrow i zmianach otoczenia Cu(I) w ich obrebie. W ponizszym opisie
wykorzystano stechiometri¢ kompleksow, ktora dyskutowana jest w Rozdziale 5.4. Pierwsze
przesunigcie ku czerwieni widoczne jest az do dodania trzech rownowaznikéw molowych
Cu(I). Przesunigcie to odpowiada wigzaniu wigkszej ilosci Cu(l), ale takze wypieraniu wiekszej
ilosci Zn(Il). Zmienia si¢ zatem geometria kompleksu — zamiast tetraedrycznie zwigzanego
Zn(Il) pojawia si¢ geometria trygonalna, wynikajaca z koordynacji Cu(I). Wigzaniu kolejnego
— czwartego jonu Cu(l) nie towarzyszy dysocjacja kolejnego Zn(II), a stan wzbudzony tego

3 165

luminoforu ma wyzsza energi¢ niz Cu(I);ZnsMT Mozliwe jest zatem, ze zmienia si¢
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geometria Cu(l) i pojawia sie geometria mieszana — dygonalna i trygonalna.'*> Nastepnie
obserwuje si¢ kolejne przesunigcie ku czerwieni do 584 nm, az do utworzenia kompleksu
Cu(1)6ZnsMT3, a wigzanie siodmego jonu Cu(I) nie powoduje przesuni¢cia pasma emisyjnego,
a zatem nie wplywa na geometrie wiazania. Osmy i dziewiaty jon Cu(I) powoduje kolejne
przesuni¢cie ku czerwieni 1 zmiany w strukturze tworzacych si¢ klastrow, zmienia si¢ udziat
poszczegoOlnej geometrii jonu metalu. Dla kompleksow mieszanych zawierajacych 9-12
rownowaznikéw Cu(l) maksimum wystepuje przy okoto 610 nm, zatem rdzen klastra ma
zblizong strukture, co obserwowano rowniez na widmach CD. Wigzaniu trzynastego jonu Cu(I)
towarzyszy kolejne przesuni¢cie ku czerwieni, co $wiadczy o zwickszajacym sie udziale
geometrii dygonalnej i tworzony jest finalnie wysycony kompleks.

Dodatkowo zdecydowano si¢ na wyznaczenie czasow zycia fosforescencji,
a najwicksze dopasowanie uzyskano wykorzystujac funkcje trdjeksponencjalng (Ryc. 21,
Tab. 6). Informacja o trzech czasach zycia- dwoch krotszych i jednym dluzszym, pozwala
wnioskowac¢ o obecnosci kilku typow klastrow. Zawarto$¢ procentowa najdtuzszego czasu
zycia- 830-2000 ps, maleje od dodania pierwszego rownowaznika Cu(I), a po dodaniu szesciu,
wynosi ~10%. Ten czas zycia pochodzi zatem od jonéw Zn(Il) w klastrach. Tak szybki spadek
zawarto$ci tego dlugiego czasu zycia, pozwala sadzi¢, ze fosforescencja ta nie pochodzi jedynie
od jonéw Zn(II), ale od dwoch w pelni uksztattowanych klastrow Zn3Cyso i ZnsCysii, a gdy
dodawane jony Cu(I) niszcza ta uporzadkowang strukture, zdolnos¢ tych klastrow do emisji
Swiatta maleje. Udziat dwoch krotszych czasow zycia: 60-120 ps (1) 1 130-250 ps (2) rosnie
wraz z wysycaniem biatka. Wewnatrz mieszanego kompleksu MT3 powstaja dwa klastry,
w domenie B 1 domenie a, w ktorych jony Cu(l) koordynowane sg w geometrii dygonalnej
1 trygonalnej. W zaleznosci od geometrii zmienia¢ si¢ bedzie srodowisko wokotl jonu metalu,
co powodowaé moze powstawanie dwoch réznych czaséw zycia.'>> Udziat najkrotszego czasu
zycia, oznaczony jako 1 na Rycinie 21, wzrasta az do dodania 6 roéwnowaznikéw Cu(l),
a nastepnie pozostaje wzglednie stalty do dodania 8 rownowaznikow, po czym jego zawartos¢
maleje, a wraz z catkowitym wysyceniem biatka ponownie rosnie. Udzial dtuzszego czasu zycia
wsrod krétszych, oznaczony jako 2, wzrasta az do dodania 3 rownowaznikow Cu(l), a nastgpnie
od 7 do 12. Otrzymane wyniki nie sg jednoznaczne, jednak pozwalaja sadzi¢, ze czas zycia
nr 2, pochodzi od jonéw Cu(I) koordynowanych w geometrii trygonalnej, z ktora jony Cu(l)
wigzane s3 na poczatkowych etapach wysycania biatka- od 1 do 3 jondéw Cu(l). Nastgpnie
ro$nie udzial geometrii dygonalnej, ktorej czas zycia oznaczony jest jako 1. Moze to sugerowac,
ze jony cztery, pie¢ i sze$¢ koordynowane sg przez dwa atomy siarki reszt cysteinowych.

Nastepnie obserwuje si¢ wzrost zawarto$ci czasu zycia nr 2, wigc kolejne jony koordynowane
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sa w geometrii trygonalnej, po czym ponownie nastepuje wzrost zawartosci czasu zycia nr 1,
co oznacza, ze ostatni jon koordynowany jest w geometrii dygonalnej. Biorgc pod uwage
kolejno$¢ wysycania domen, ktéra zostanie oméwiona w dalszych rozdziatach, mozna
przypuszczaé, ze pierwsze trzy jony wigzac si¢ do domeny B koordynowane sg w geometrii
trygonalnej, a kolejne trzy w geometrii dygonalnej. Do takiej koordynacji jonow Cu(I),
potrzebne bytoby 15 reszt cysteinowych. Moze to oznaczaé, ze w domenie [, sze$¢ atomow
siarki tworzy wigzania mostkujace, a pozostate trzy pojedyncze wigzania siarka-metal. Po
zwigzaniu szesciu jonow Cu(l) w mniejszej domenie, rozpoczyna si¢ metalacja domeny a.
W tym C-koncowym fragmencie jony takze koordynowane sg najpierw w geometrii
trygonalnej, a jon domykajacy klaster wigzany jest przez dwa atomy siarki. W koordynacje taka
zaangazowanych powinno by¢ 20 atomow siarki, co moze sugerowac, ze dziewig¢é reszt
cysteinowych tworzy wigzania mostkujace, a kolejne dwie reszt wigzania metal-siarka. Nalezy
wzig¢ jednak pod uwage, ze w kompleksach takich, oprécz jonéw Cu(l) zwigzane sg takze jony
Zn(II), wiec ilo$¢ wigzan mostkujacych w kompleksach w petni wysyconych moze by¢ inna.
Warto zaznaczy¢ takze, ze dla kompleksu Zn7MT3 obserwowano trzy czasy zycia, ale udziat
dwoch krotszych czasO6w sumarycznie wynosit okoto 5% 1 moégl pochodzi¢ on od
zanieczyszczania probki lub kuwety jonami Cu(I), dlatego podczas analizy nie byt on brany

pod uwagg.

B-domena

a-domena

Rycina 52. Schemat metalacji Zn7MT3 jonami Cu(l) z uwzglednieniem mozliwej geometrii jonow
metalu. Kolorem czerwonym oznaczono atomy siarki reszt cysteinowych tworzacych wigzania
pojedyncze Cu-S. Na powyzszym schemacie nie uwzgledniono jondéw Zn(Il) w kompleksach
mieszanych.

5.4 Konkurencja Cu(l) i Zn(II) o miejsca wigzania w MT

Powyzej opisane eksperymenty nie pozwolily na ustalenie stechiometrii mieszanych
kompleksow, a jedynie na okreslenie kluczowych form tworzonych preferencyjnie podczas
wysycania metalotionein jonami Cu(I). Wskazaly rowniez na réznice w procesach metalacji
dwoch  izoform  tychze biatek. Do tej pory udowodniono powstawanie
Cu(1)4Zn3sMT3.x (Wyizolowany z méozgu)!1%13416%:186.190.191 3 Cyy(1)sZnsMT3,!1¢ a stechiometrie

pozostatych Cu(1)xZnyMT s3g wciaz niejasne. Stosujac chelator PAR (Ryec. 9), ktory wigzat jony
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Zn(Il) uwolnione do roztworu, po raz pierwszy udato si¢ ustali¢ stechiometri¢ kompleksow
mieszanych, tworzonych w roztworze poprzez wysycanie ZnsMT jonami Cu(I)/Cu(Il), a wyniki
przedstawiono na Rycinie 19 oraz w Tabeli 5. Wyparcie pierwszego rownowaznika Zn(II)
z /nsMT3 powodowane jest wigzaniem jednego jonu Cu(l), co skutkuje utworzeniem
kompleksu Cu(I)1ZnsMT3, a kolejny jon Cu(I) wypiera tylko o 0,19 wigcej Zn(II), co sugeruje,
ze dwa jony Cu(I) moga by¢ wigzane zamiast jednego rownowaznika Zn(II). Podobnie trzeci
i czwarty jon Cu(l) zwigzany przez czasteczke¢ MT wypiera taka samg ilos¢ jonow Zn(Il), to
jest ~2, co skutkuje powstaniem Cu(I);ZnsMT3 i Cu(I)sZnsMT3. Wigzanie od 5 do 9 jonow
Cu(I) powoduje dysocjacje okoto 3 jondow Zn(Il), a najblizszg wartosci catkowitej ilos¢
zwigzanych przez PAR jonow Zn(Il) otrzymano po dodaniu szesciu rownowaznikow
molowych Cu(I)- Cu(I)sZnsMT3. Wedlug ostatnich badan, wigzanie Cu(l) do ZnsMT3
powoduje wyparcie jondw Zn(II) z mniejszej domeny B.13715214 W biatku wysyconym Zn(1I),
domena ta ma zwigzane 3 kationy, co moze sugerowac, ze podczas wysycania jonami Cu(l),
domena 3 moze zwigza¢ sze$¢ jonow Cu(l) przez dziewig¢ reszt cysteinowych, zastgpujac trzy
jony Zn(II) 1 tworzac klaster Cu(I)6Cyso. Kolejne trzy jony Cu(I) moga albo dobudowywac si¢
do powstatego klastra miedziowego tworzac liniowy klaster Cu(I)oCyso lub wigza¢ si¢ do
domeny o, z ktorej nie wypieraja jonow Zn(Il), tworzac mieszany klaster. Kolejne
4 rownowazniki Cu(I) wypieraja tylko 2 dodatkowe jony Zn(Il), co skutkuje powstaniem
kompleksu Cu(I)13ZnoMT3. Wiedzac, ze w domenie 3 zwigzanych jest minimum sze$¢ jonow
Cu(I), aby¢ moze nawet dziewig¢¢, mozna przypuszczac, ze pozostale w kompleksie jony Zn(II)
wigzane s3 w domenie a, w ktorej tworzony jest klaster Cu(I)4-7Zn2Cysi1. Informacja o dwdch
jonach Zn(Il) pozostatych w kompleksie byta zaskakujaca, gdyz podczas miareczkowan
UV-vis 1 CD, wysycenie apoMT3 1 ZnsMT3 uzyskiwano po dodaniu takiej samej ilosci
molowych rownowaznikow Cu(I)- przy 13 jonach Cu(l). Obecno$¢ dwoch jondéw Zn(II)
1 tworzenie kompleksu heterometalicznego pozwala wnioskowaé, ze jony Zn(Il) zwigzane do
MT3 wymuszaja inng koordynacje jonow Cu(l), zwigkszajac tym samym pojemnos$¢ biatka
1 ze istnieje konkurencja migedzy Cu(l) 1 Zn(II). Dodatkowo wyjasnia, dlaczego metalotioneina
w postaci homometalicznego kompleksu miedziowego, nie zostata jeszcze wyizolowana.
W organizmie MT zaraz po translacji biatka (tioneiny) wiaza jony Zn(II), a jony Cu(l) wiaza
si¢ do formy juz cze$ciowo, badz w petni wysyconej Zn(Il), a nie do apobiatka. Nawet duzy
nadmiar Cu(I), nie powoduje wyparcia wszystkich jonow Zn(Il) 1 dwa z nich pozostajg
zwigzane z MT3, tworzac mieszany kompleks. Dwa jony Zn(Il) pozostawaly takze
w kompleksie mieszanym ZnsCd2MT2 (Ryc. 6A), ktory zostal wyizolowany, po indukcji

ekspresji MT jonami Cd(II).!** Sugeruje to, Ze powinowactwo nie jest jedynym czynnikiem
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decydujacym o wigzaniu Cu(I) lub Cd(II) i dysocjacji Zn(II). By¢ moze w kompleksach takich,
jony Zn(Il) pelnig funkcje¢ strukturalng i stabilizujg biatko. Moze oznaczaé to takze, ze
nadrzedng funkcja metalotionein jest dzialanie jako rezerwuar jonow Zn(Il) i nawet przy
wysokim stezeniu innych jondw metali, nie wszystkie jony Zn(II) sg wypierane z kompleksu
MT.

Stechiometrie kompleksow mieszanych MT2 sg analogiczne jak te obserwowane dla
MT3, jednak z kilkoma wyjatkami (Ryc. 19B, Tab. 5). Podobnie jak dla MT3, wigzanie
pierwszego oraz drugiego jonu Cu(I) powoduje wyparcie okoto jednego rownowaznika Zn(II).
Dwa jony Zn(II) w kompleksach MT2 sg zastepowane przez trzy do pigciu rownowaznikow
Cu(I). Zatem kompleksy MT2 i MT3 zawierajace pi¢¢ jonéw Cu(l) réznig si¢ od siebie.
Cu(I)sZnsMT2 oraz Cu(I)sZnsMT3 maja rdzng zawartos¢ jondw Zn(II), co stanowi kolejne
potwierdzenie rdéznic w procesie metalacji pomiedzy izoformami. By¢é moze podczas
wysycania MT3, dominuje poczatkowo geometria trygonalna jonow Cu(l) angazujaca wigksza
ilo$¢ reszt cysteinowych, przez co wigcej jonow Zn(Il) jest wypieranych z kompleksow.
W MT?2 natomiast wickszy jest udziat geometrii dygonalnej, przez co w kompleksie z taka sama
zawarto$cig Cu(I), miesci si¢ dodatkowy jon Zn(Il). 6-8 réwnowaznikow Cu(l) wypiera trzy
jony Zn(Il), co wskazywa¢ moze ponownie na wysycenie domeny P 1 tworzenie klastra
Cu(I)6Cyso, ktory moze by¢ albo rozbudowywany i tworzy¢ Cu(I)sCyse albo dwa kolejne jony
Cu(I) dobudowuja si¢ do domeny a w kompleksie Cu(I)sZnsMT2 1 nie powoduja dysocjacji
Zn(Il). Stechiometria mieszanych kompleksow MT2 i MT3 z czterema jonami Zn(II)
1 maksymalng iloscig Cu(I) jest wiec rozna- tworzone sg Cu(I)sZnsMT2 1 Cu(I)oZnsMT3. Jak
wspominano wczesniej MT3 ze wzgledu na obecno$¢ kwasnej wstawki w sekwencji
aminokwasowe] domeny o zwicksza jej elastyczno$¢ 1 utatwia adaptacje *tancucha
polipeptydowego wokot metalicznych rdzeni. Moze to potwierdzaé, iz dodatkowe jony Cu(I)
wigzane s3 w domenie a, a ze wzgledu na szeScioaminokwasowy fragment peptydowy w MT3,
domena ta ma wigksza pojemnos¢ 1 moze zwigza¢ dodatkowy- dziewiagty jon Cu(l), bez
wypierania jonu Zn(II). Nastepne jony Cu(l), analogicznie jak w kompleksach MT3, wypieraja
dwa kolejne jony Zn(I), czego efektem jest powstanie kompleksu Cu(1)13Zn2MT2. Pomimo
réznic w procesie wysycania ZnsMT2 1 ZnsMT3 jonami Cu(I) finalny kompleks ma takg samag
stechiometri¢. Mozna wigc przypuszczaé, ze kompleksy ktore wykazywaty réznice pomiedzy
izoformami- kompleksy zawierajace pie¢ oraz dziewie¢ jonow Cu(l), czyli takie ktore roznity
si¢ udziatem geometrii dygonalnej oraz trygonalnej ulegaja przearanzowaniu, w efekcie czego

tworzone s3 tozsame klastry wewnatrz biatka.
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Utlenione kompleksy mieszane metalotionein cechujg si¢ inng stechiometrig niz
kompleksy zredukowane, gdyz dodatek jonow Cu(Il) do biatka skutkuje wigzaniem jonow
Cu(I) 1 utlenieniem reszt cysteinowych, w zwigzku z czym inna ilo§¢ jonéw Zn(II)
oddysocjowuje z kompleksu. Stechiometria mieszanych kompleksow utlenionych MT3 1 MT2
nie jest tak oczywista jak dla kompleksow zredukowanych (Ryc. 19C, D, Tab. 5). Wydaje sig,
7ze W roztworze powstaja rozne formy kompleksowe, a liczba wypartych jonéw Zn(II) jest
warto$cig Srednig. Wigzanie pierwszego rownowaznika Cu(l), pochodzacego z redukcji Cu(Il),
powoduje wyparcie okoto jednego rownowaznika Zn(Il), zaréwno z MT3, jak 1 MT2. Drugi
rownowaznik Cu(I) w kompleksach zredukowanych nie powodowat dysocjacji kolejnego jonu
Zn(Il), a w kompleksach utlenionych jon ten jest wypierany. Powodowane jest to faktem, iz
w wigzanie jonéow Cu(l) pochodzacych z redukcji Cu(Il) sumarycznie zaangazowana jest
wicksza ilo$¢ reszt cysteinowych, gdyz cze$¢ z nich ulega utlenieniu tworzac mostki
disulfidowe, a czg$¢ koordynuje jony metalu. W ZnsMT3 trzy réwnowazniki Zn(Il) sa
zastgpowane przez trzy jony Cu(l) z redukcji Cu(ll). Gdy Zn7MT3 wysyci si¢ czterema
rownowaznikami molowymi Cu(I) powstaje mieszanina komplekséw CusZnsMT3.x oraz
Cu(1)4ZnsMT3ox. W literaturze kompleks ten jest opisywany jako Cu(I)sZn3.4sMT3ox 1 byt
izolowany z mézgoéw ssaczych.!’*!”" Zgodnie z obecnym stanem wiedzy, w powstatym
kompleksie Cu(I)4ZnsMT3.x, domena B, oprécz czterech zwigzanych jonow metalu posiada
réwniez dwa mostki disulfidowe. Zatem w koordynacj¢ czterech jonéw Cu(l) zaangazowanych
jest piec reszt cysteinowych, a pozostale cztery sa zaangazowane w tworzenie dwoch wigzan
S-S.186.193.215 Bardziej szczegdtowa analiza tego kompleksu zostata przeprowadzana w ramach
pracy doktorskiej 1 zostanie opisana w dalszych rozdziatach. Nastepne cztery jony Cu(I)
wigzace si¢ do domeny o tworza klaster heterometaliczny. Podobnie jak w przypadku
zredukowanego kompleksu, dwa jony Zn(II) pozostaja zwigzane z MT3 w utlenionym
kompleksie Cu(I)sZnoMT3ox. Na podstawie przeprowadzonych eksperymentéw i obecnej
wiedzy nie jest jasne, w ktorej z domen powstaja dodatkowe dwa mostki disulfidowe. Mozna
jednak przypuszczaé, ze klaster w domenie B ulega catkowitemu wysyceniu 1 jego struktura
zamyka si¢ po zwigzaniu czterech pierwszych rdwnowaznikow Cu(l), a kolejne cztery jony
angazuja tylko reszty cysteinowe w domenie a. Zatem w wigkszej z domen w wigzanie dwdch
jonow Zn(Il) i czterech jonéw Cu(l) zaangazowanych jest siedem reszt cysteinowych,
a pozostalte cztery tworza mostki disulfidowe.

Podczas wysycania MT2 jonami Cu(I), pochodzacymi z redukcji Cu(Il) tworzone sa
analogiczne kompleksy, zdwoma wyjatkami, ktore stanowig kompleksy z trzema oraz czterema

jonami Cu(I) (Ryc. 19D, Tab. 5). Dodanie do Zn;MT2 trzech oraz czterech rownowaznikéw
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molowych Cu(Il) powoduje wyparcie ~2,5 Zn(II). Zatem po zwigzaniu czterech jonow Cu(]),
z redukcji Cu(Il), tworzone sa dwie formy kompleksowe — Cu(I)aZnsMT2.x oraz
Cu(I)4Zn3sMT2x. Sumarycznie wigc, w kompleksie zawierajacym cztery jony Cu(l) w MT2
znajduje si¢ jeden jon Zn(II) wiecej niz w MT3. Moze to swiadczy¢ o dominacji geometrii
dygonalnej w kompleksach MT2, jak opisano to dla kompleksow zredukowanych. Podobnie
jak wtedy, przy wysycaniu domeny 3, MT2 miala zwigzany jeden jon Zn(Il) wigcej niz MT3.
Roznica ta, zaréwno dla komplekséw zredukowanych jak i utlenionych, nie jest widoczna przy
koncu miareczkowania, kiedy powstaje calkowicie wysycony kompleks mieszany—

Cu(I)13ZnoMT lub Cu(I)sZnoMTox.

5.5 Zaleznos¢ powinowactwa Cu(l) od obecnosci Zn(II) w MT

Wiedza na temat statych dysocjacji jonow metali do ich miejsc wigzania w biatkach pozwala
na jeszcze lepszy wglad w mechanizm wigzania 1 regulacji tychze jonéw. W Zakladzie Chemii
Biologicznej wyznaczono dotad wartosci Kq jondéw Zn(II) zaréwno do ludzkich,” jak i do
zwierzecych, rodlinnych czy bakteryjnych metalotionein.?!® Jednak powinowactwa dla jonéw
Cu(I) w roztworze nie zostaly jeszcze zbadane, a wartosci -logK«“*® szacuje si¢ w zakresie
18-21.1% Jedyng analize powinowactw w zredukowanych kompleksach miedziowych
prowadzono w grupie prof. Martina Stillmana, a badania prowadzone byly z uzyciem
spektrometrii mas w fazie gazowej.'>”'® Wyniki uzyskane za pomocg tej metody, nie musza
odzwierciedla¢ rzeczywistych statych, ktore okreslaja powinowactwa w roztworze.
Spektrometria mas nie jest metoda iloSciowa, lecz jako$ciowa, zatem szacowanie warto$ci Kq
na podstawie intensywnos$ci sygnatu moze by¢ obarczone btedem. Metoda, dzigki ktorej Jenifer
Calvo 1 wspotpracownicy wyznaczyli srednie stale dysocjacji jonow Cu(l) w kompleksie
Cu(1)4ZnsMT3x, ' zostata w niniejszej pracy wykorzystana do wyznaczenia wartosci Kq“*®
w roznie wysyconych, zredukowanych oraz utlenionych kompleksach metalotionein.

Wyznaczenie wartosci K¢«

w kompleksach miedziowych i1 mieszanych pozwolito okresli¢
wplyw zwigzanych jondw Zn(II) na powinowactwa jonow Cu(l).

Ze wzgledu na doniesienia literaturowe o tym, ze jony Cu(l) sposrdéd wszystkich
izoform wykazuja najwigksze powinowactwo wzgledem metalotioneiny 3, a biatko to
nazywane jest biatkiem o miedziowym charakterze, analiz¢ powinowactw rozpoczeto od tej
wiasnie izoformy (Ryc. 23A, B, 24A i Tab. 7).!"° Jak mozna zauwazy¢é na Rycinie 23A kazdy
kolejny jon Cu(l) wigzacy si¢ do apoMT3 ostabia sile wigzania, a wartos¢ statej dysocjacji
tychze jonow ro$nie. Na wykresie widoczne sg trzy trendy- od 1 do 6, od 6 do 8 oraz od 9 do

13 dodanych jonéw Cu(I). Pierwsze szes¢ jonéw Cu(l) wigzane jest domenie f w stabilnym
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klasterze z wysokim powinowactwem w silnych miejscach wigzania, dla ktérych wartos¢
KD wynosi 102125-102%3° M. Dwa kolejne jony Cu(I) oslabiaja site wigzania, a spadek ten
jest znacznie bardziej intensywny niz dla pierwszych sze$ciu jonéw. Koordynacja dziewigtego
jonu Cu(I), powoduje tworzenie stabilnego kompleksu Cu(I)oMT3, ktérego preferencyjne
powstanie obserwowano na widmach CD (Ryec. 15). Podczas dalszego wysycania MT3 wartos$ci
KD rosng liniowo, az do wartosci 1071392 M. Uzyskane warto$ci odpowiadaja szacunkowym
powinowactwom,'? jednak znajomo$¢ doktadnej wartosci Kq“*® dla kazdego jonu Cu(l)
pozwala stwierdzi¢, iz MT3 posiada szes¢ mocnych miejsc wigzania w domenie 3 oraz siedem
stabych/posrednich w domenie a. Odnoszac uzyskane wyniki do danych literaturowych, mozna
dostrzec zarowno podobienstwa, jak i réznice w wartosciach Kq“"®.'>7 Srednia warto$é stalej
dysocjacji kompleksu Cu(I)eMT3 wyznaczona w niniejszej pracy wynosi 102%8 M i jest
zblizona do wartosci 102%*® M wyznaczonej w grupie prof. Stillmana, natomiast znacznie
wicksze roznice widoczne s3 dla kompleksu Cu(I)sMT3- wartoéé Kq““® wyznaczona
w niniejszej pracy to 102%°! M, a za pomoca spektrometrii mas- 1071332 M. Najwieksze roznice
zaobserwowaé¢ mozna dla kompleksu w pelni wysyconego. Réznica w stalych dysocjacji
w zaleznoéci od zastosowanej metody wynosi ponad 6 rzedow.!>” Taka rozbieznoéé wynikaé
moze z zastosowania innej metodologii 1 wykorzystywania spektrometrii mas jako metody
ilosciowej. Dlatego tak wazne bylo zastosowanie podejscia umozliwiajgcego pomiar statych
w roztworze, aby unikna¢ niefizjologicznych efektow uzyskiwanych podczas przeprowadzenia
uktadu w faze gazowa, jak np. desolwatacja.

Kolejnym krokiem w badaniach, bylo okreslenie wptywu jondéw Zn(Il) na
powinowactwa jonow Cu(I). W tym celu wykonano analogiczny eksperyment, jak opisano
powyzej, rozpoczynajac jednak od ZnsMT3. Na Rycinie 23C ponownie zauwazy¢ mozna trzy
trendy zmian wartosci -logKs“"® w zaleznoséci od ilosci jonow Cu(l) dodanych do biatka:
od 1 do 3 jonéw Cu(I), od 4 do 8 jonéw Cu(I) oraz od 9 do 13 jondéw Cu(l). Pierwsze trzy
rownowazniki Cu(I) wigzac sie do ZnsMT3 znacznie ostabiaja site wigzania, a warto$é Kq®
ros$nie o okoto pét rzedu. Kolejny- czwarty jon Cu(l) zwigksza srednie powinowactwo, czynigc
ten kompleks bardziej stabilnym niz Cu(I);ZnsMT3. Co ciekawe, w kompleksach z trzema oraz
czterema jonami Cu(I) znajduje si¢ tyle samo jondéw Zn(II), zatem na powinowactwo wptywa
jedynie koordynacja jonéw Cu(l), a nie dysocjacja Zn(Il). Preferencyjne tworzenie kompleksu
Cu(I)4ZnsMT3 obserwowano rowniez podczas eksperymentow spektroskopowych (Ryc. 17A).
Nastepnie wraz z dalszym wysycaniem powinowactwa maleja, az do utworzenia kompleksu
Cu()sZnsMT3, dla ktorego Kq“*® wynosi 108! M. Kompleks ten cechuje sie najnizszym

powinowactwem sposrod wszystkich miedziowo-cynkowych komplekséw MT3, zatem forma
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ta nie bedzie wystepowaé w organizmie. Wartosé¢ K¢“*® w kompleksie Cu(I)9ZnsMT3 wynosi
1017 M, wiec ponownie koordynacja jonéow Cu(l) wptywa na podwyzszenie $redniego
powinowactwa i utworzenie stabilnych klastrow wewnatrz kompleksu. Kolejne jony Cu(l)
nieznacznie obnizaja érednie powinowactwo, az do wartosci K4V 107183 M, dla kompleksu
w petni wysyconego.

Poréwnujac uzyskane wartosci K¢V w kompleksach miedziowych oraz miedziowo-
cynkowych zauwazy¢ mozna, ze w formach mieszanych jony Cu(l) s wigzane stabiej nawet
o 1,5 rzgdu. Zwigzane jony Zn(Il) wplywaja wiec na powinowactwo jonow Cu(l)
w kompleksach heterometalicznych i destabilizujg tworzone klastry. Mozliwe jest wiec, ze jony
Zn(Il) indukuja zmian¢ koordynacji jonow Cu(l), np. poprzez wymuszanie geometrii
dygonalnej, zamiast trygonalnej, przez co wartosci stalych dysocjacji zmieniajg si¢. Gdy

kompleks zaczyna si¢ wysycaé i zwigzanych jest 10-13 jonéw Cu(I), wartosci Kq“*®

staja si¢
podobne, a dla komplekséw catkowicie wysyconych sg takie same. Oznacza to, Zze pomimo
roéznej zawartosci jonow metali- 15 w kompleksie heterometalicznym (Cu13Zn2MT3) oraz 13
w kompleksie homometalicznym (CuizsMT3), tworzone sg podobne formy, a pozostate
w kompleksie mieszanym dwa jony Zn(II) nie wptywaja na jony Cu(I).

Warto wspomnie¢ réwniez, ze kinetyka reakcji BCS z kompleksami miedziowymi lub
miedziowo-cynkowymi MT3 jest odmienna (Ryc. 22). R6wnowaga reakcji ustala si¢ szybciej
dla komplekséw mieszanych, niz dla homometalicznych. Moze to $wiadczy¢ o tym, iz
kompleks heterometaliczny tworzy mniej zwinieta strukture, a miejsca wigzania jonéw Cu(l)
sa bardziej dostgpne dla rozpuszczalnika, a co za tym idzie réwniez chelatora. Wraz
z wysycaniem kompleksow, réznica w szybkosci ustalania si¢ rOwnowagi staje si¢ coraz
mniejsza. Oznacza to, ze jony Cu(l) wigzac si¢ do apoMT3, sg poczatkowo koordynowane
wewnatrz tworzacej si¢ struktury, a wraz z rozszerzaniem klastrow zblizaja si¢ strukturg do
kompleksow mieszanych i stajg si¢ coraz bardziej dostgpne dla rozpuszczalnika.

Metalotioneina 2 nazywana jest biatkiem cynkowym, wigc powinowactwa jonow Cu(I)
do tej izoformy uwazane sg za nizsze. Aby moc doktadnie porownac ze sobg te dwa biatka
wykonano tozsame eksperymenty stuzace wyznaczeniu wartosci K4V w kompleksach homo-
1 heterometalicznych MT2. Uzyskane wyniki (Ryc. 23B, Tab. 7) pozwalaja stwierdzi¢, ze
powinowactwa jonéw Cu(I) do apoMT?2 nie sg tak zréznicowane jak do apoMT3 a state K4<'®
wahaja sie w zakresie 1071%61-10188! M. Uzyskane wartoéci ponownie odbiegaja od statych
wyznaczonych w grupie prof. Stillmana, ktére mieszcza si¢ w przedziale 102%38-1071235 M. 157

W roztworze pierwszy jon Cu(l) wigzany do apoMT2 ma niemalze takie samo powinowactwo

jak jedenasty jon wigzany do apoMT3, a warto$¢ Kq“*® jonow Cu(I) w kompleksie Cu(1)iMT2
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jest o dwa rzedy wyzsza niz w Cu(I)iMT3. Wiazanie drugiego jonu Cu(l) jeszcze bardziej
ostabia sile wiazania jonu metalu do biatka. Srednie powinowactwo kolejnych czterech jonow
Cu(I) jest wyzsze, a érednia warto$é Ka“"® wynosi ~101%° M. Te cztery miejsca (dla jonow
Cu(l) trzy do sze$¢) stanowig najsilniejsze miejsca wigzania Cu(I) w miedziowych
kompleksach MT2. Ponownie, forma wysycona szeScioma jonami Cu(l), czyli zawierajaca
wypetiony klaster w domenie f jest stabilng forma, co obserwowano na widmach CD (Ryc.
15B). Wsrod kompleksow miedziowych MT2 forma Cu(I)éMT2 cechuje si¢ najwigksza
stabilnoscia, a stata K¢“*® wynosi 1071*%! M. Kolejne jony Cu(I) obnizaja $rednig warto$¢ stalej
dysocjacji, a trzynasty jon, domykajacy klastry MT2, cechuje si¢ zblizona wartoscia K4 do
tej w kompleksie Cu(1)13sMT3.

Mieszane kompleksy MT2 majg znacznie bardziej zréznicowane miejsca wigzania
Cu(l), niz kompleksy miedziowe MT2. Pierwsze cztery jony Cu(I) wigzane sa mocno, a wartos¢
KD jest nizsza niz 102%° M. Na widmach CD (Ryc. 15D) obserwowano preferencyjne
tworzenie Cu(l)4ZnsMT2, zatem wysokie powinowactwo jonow Cu(I) w tym kompleksie jest
spodziewane. Kolejne dwa jony wigzane sg stabiej, a ich srednie powinowactwa nie r6znig sie,
a warto$¢ Kq“D wynosi okoto 10! M. Powinowactwo jonéw Cu(l) w kompleksie
Cu(1)6ZnsMT2 z wysycong domeng B jonami Cu(l) oraz domeng a jonami Zn(II), ponownie
wskazuje na preferencyjno$¢ jego tworzenia, podobnie jak dla wszystkich analizowanych

Cu a7 do utworzenia

kompleksow. Nastgpnie obserwowany jest wzrost wartosci Kqg
Cu(I)sZnsMT?2. Pomigdzy kompleksami mieszanymi zawierajacymi szes$¢ i osiem jonow Cu(l),
nie ma réznicy w zawartosci Zn(Il), zatem na §rednie powinowactwo jonow Cu(l) nie wplywa
tutaj dysocjacja Zn(Il), a jedynie koordynacja Cu(I) i zmiana geometrii wewnatrz kompleksu,
jak obserwowano dla MT3. Wraz z wigzaniem dziewigtego jonu Cu(I) powinowactwo
nieznacznie ros$nie, a nastepnie az do pelnego wysycenia pozostaje wzglednie state.
Poréwnujac powinowactwa jonéw Cu(l) we wszystkich tworzonych zredukowanych
kompleksach analizowanych w niniejszej pracy (Ryc. 54A) mozna stwierdzi¢, ze miedziowe
kompleksy MT3 cechujg si¢ najwickszg stabilnoscig, zwtaszcza w kompleksach nie w petni
wysyconych. Najmniejsza stabilno$cig natomiast, cechuja si¢ miedziowe kompleksy MT2,
w ktorych powinowactwa jonéw Cu(I) nie sg zroznicowane i cigzko jest okresli¢ stabe oraz
mocne miejsca wigzania. Kompleksy mieszane MT2 i1 MT3 posiadaja miejsca wigzania
o podobnej sile. Najwieksze réznice w wartosciach Ks“*® obserwuje sie dla kompleksow
zawierajacych trzy i cztery jony Cu(l) oraz dziesi¢¢ do trzynastu jonow Cu(l). Dla tych
pierwszych- Cu(I);.4ZnyMT, kompleksy MT2 s3 bardziej stabilne, natomiast w kompleksach
Cu()10-13ZnyMT, jony Cu(l) wykazuja wyzsze powinowactwo wzgledem MT3 niz MT2,
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a wartosci K¢“"® réznia sie o okoto pot rzedu. Jednak réznice te nie s tak duze by moc na tej
podstawie definiowaé te dwie izoformy, jako biatka o odmiennym charakterze- jedynie
miedziowym lub cynkowym. Warto zauwazy¢ jednak, iz zwigzane jony Zn(II) mniej wplywaja
na powinowactwa Cu(I) w kompleksie MT3 niz MT2. By¢ moze ta wigksza adaptacja MT3 do
tworzenia kompleksow mieszanych, czyni to biatko bardziej miedziowym. Ceche tag ponownie
przypisa¢ mozna resztom niezaangazowanym w koordynacje¢ metalu, a zwlaszcza obecnos$ci

kwasnej wstawki w domenie a.

A cupmts B Cu(l)MT3,,
- * Cu()ZnMT3 * Cu()ZnMT3,,
21{ & 11 I Cu()MT2 3 Cu()MT2,,
* s T Lo * Cu()ZnMT2 T é ‘ : ® Cu()ZnMT2,,
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Rycina 53. Porownanie warto$ci -logKs“*® Cu(I) do MT2 i MT3 mieszanych i miedziowych
kompleksow zredukowanych (A) i utlenionych (B).

Metalotioneiny s3 réwniez obecne w $rodowisku zewnatrzkomoérkowym, w ktérym
panujace $rodowisko faworyzuje wyzszy stopief utlenienia jondow miedzi.'¢”-'%® W warunkach
takich, metalotioneiny miedziowe lub miedziowo-cynkowe beda tworzy¢ kompleksy utlenione,
a ich powinowactwa moga rdzni¢ si¢ od tych wyznaczonych dla kompleksow zredukowanych.
Aby w pelni scharakteryzowa¢ kompleksy homo- oraz heterometaliczne MT2 1 MT3,
przeprowadzono rowniez stabilno$ciowg charakterystyke utlenionych form. Badania ponownie
rozpoczeto od MT3.

Wyznaczone wartosci Kq“*® dla miedziowych, utlenionych kompleksow MT3 sg

wyzsze niz dla kompleksow zredukowanych. Wartos¢ Ky

pierwszego jonu Cu(l),
pochodzacego z redukcji Cu(Il), wynosi 102%* M (Ryc. 25A, Tab. 8). Roznica pomiedzy
stalymi dysocjacji komplekséw zredukowanych 1 utlenionych wynosi ponad pot rzedu. Moze
to wynika¢ z faktu, iz w wigzanie Cu(l) z redukcji Cu(Il), zaangazowanych jest wigcej reszt
cysteinylowych, przez co kompleksy te nie moga by¢ ze sobg bezposrednio poréwnywane.
Wraz z wysycaniem apoMT3 jonami Cu(l), pochodzacymi z redukcji Cu(Il), powinowactwa

maleja, z dwoma nieznacznymi punktami zmieniajgcymi lini¢ trendu- przy trzech oraz szesciu

réwnowaznikach molowych Cu(Il). Nie obserwuje si¢ jednak tak charakterystycznych,
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stabilnych form kompleksowych, jak miato to miejsce w przypadku kompleksow w peini
zredukowanych. Porownujac powinowactwa w pelni wysyconych kompleksow- Cu(I)isMT3
oraz Cu(I)sMT3,x, mozna wnioskowag, ze $rednie wartoéci K¢V sa bardzo podobne. Dlatego
tez, pomimo utworzonych w kompleksie utlenionym mostkéw disulfidowych, ktore wymuszaja
inng koordynacj¢ jonéw Cu(I) i wptywaja na strukture tworzonych klastrow, w pelni wysycone
kompleksy MT3- zredukowane i utlenione sa do siebie termodynamicznie podobne.

W przypadku utlenionych komplekséw mieszanych MT3 zmiany powinowactwa sg
zasadniczo liniowe w catym zakresie od 1 do 8 rownowaznika molowego Cu(Il) (Ryc. 25C).
Wartosci Kq““D mieszcza sie w zakresie 10720%2-10718% M, bez widocznych punktow
zmieniajacych lini¢ trendu. Warto jednak zauwazy¢, iz dwa pierwsze jony Cu(Il) dodane do
Zn7MT3 wigzane s silniej, niz te do formy apoMT3 (Ryc. 54B). Mozna wigc przypuszczac, iz
szes¢ jondw Zn(Il), obecnych w kompleksach mieszanych Cu(l)iZngMT3ox oraz
Cu(1)2ZneMT3ox stabilizuje strukture. Nastepnie Zn(Il) ostabia powinowactwo Cu(l)
w mieszanych, utlenionych kompleksach MT3, a wartosci KqD stajg sie nizsze
w kompleksach homometalicznych. Jednak réznice pomigdzy tymi kompleksami nie sg tak
duze jak te obserwowane dla form zredukowanych.

Powinowactwa Cu(l) do miedziowych, utlenionych kompleksow MT2, podobnie jak
w kompleksach zredukowanych sa mniej zréznicowane (Ryc. 25B). Dwa pierwsze jony Cu(l),
pochodzace z redukcji Cu(Il) wigzane sg stabo, po czym powinowactwo nieznacznie rosnie,
a nastgpnie maleje. Wartoéci KD wahaja sic w zakresie 1071%30-1071840 M, zatem kazdy
kompleks Cu(I)xMT2.x cechuje si¢ nizszym srednim powinowactwem niz Cu(I)xMT3ox. Wérod
kompleksow mieszanych natomiast, mozna wyr6zni¢ dwie formy zmieniajgce trend wartosci
Ka®'O- Cu(1)4ZnasMT2ex oraz Cu(I)sZna3sMT2o0x (Ryc. 25D). Poczatkowo powinowactwa
maleja, az do zwigzania czterech jonéw Cu(I), pochodzacych z redukcji Cu(Il) 1 wysycenia
klastra w domenie 3. Wiazanie kolejnych dwoch jonow Cu(I) nie wptywa na $rednig warto$¢
KD, a dalsze wysycanie biatka powoduje ostabienie wigzania Cu(I). Poczatkowo jony Zn(II)
stabilizujg utleniony kompleks MT2 i1 powoduja, Ze jony Cu(l) wigzane sg silniej w kompleksie
mieszanym, natomiast od utworzenia Cu(I)sZnssMT2. powinowactwa jonow Cu(l)
w odpowiadajacych kompleksach miedziowych sg wyzsze, a jony Zn(Il) wymuszajac inng
koordynacje jondéw Cu(l) wplywaja niekorzystnie na wilasciwosci termodynamiczne
kompleksu. Takg samg funkcje jony Zn(Il) pelniag w kompleksach zredukowanych- podczas
wysycania domeny P jony Zn(II) stabilizujg strukture, zwigkszajgc tym samym powinowactwa

Cu(I), a podczas wysycania domeny a jony Zn(II) ostabiajg sit¢ wigzania Cu(l).
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Analogicznie jak dla komplekséw zredukowanych, najwyzsze powinowactwo jonow
Cu(I) obserwuje si¢ dla apoMT3, a najnizsze dla apoMT2, podczas wysycania domeny 3 lub
dla cynkowej MT2 podczas wysycania domeny o (Ryc. 54B). W przypadku utlenionych
kompleksow widoczne sa wigksze roznice pomiedzy izoformami, a kompleksy MT3 w obu
formach- homo- oraz heterometalicznych tworza silniejsze kompleksy niz MT2. MT2 jest
izoforma, ktora swoje fizjologiczne funkcje pelni w cytozolu, zatem tam gdzie wystepuja jony
Cu(l), a nie Cu(Il).2'"*!8 Pozakomorkowo MT2 wystepuje przewaznie dopiero w okreslonych
stanach patologicznych takich jak: stres oksydacyjny, stany zapalne, czy podczas procesow
nowotworzenia.'** Zatem MT2 znacznie rzadziej niz MT3 moze tworzy¢ miedziowe lub
miedziowo-cynkowe kompleksy utlenione. MT3 natomiast, ze wzgledu na petnione funkcje
neuroprotekcyjne, jest wydzielana do przestrzeni zewnatrzkomorkowej, gdzie tworzy¢ moze
stabilne kompleksy z jonami Cu(I), pochodzacymi z redukcji Cu(II).2"

Chaperony miedziowe, ktdre transportuja jony Cu(l) do docelowych biatek, cechuja sie
wysokim powinowactwem wzgledem Cu(l), a wartosci Ka“*® wahajg siec w granicach
1071%-10"* M, dla takich bialek jak CCS, Atoxl czy COX17.2202?! Zestawiajac uzyskane
warto$ci K¢“"Y w homo- i heterometalicznych kompleksach metalotioneiny 2 i 3, z warto$ciami
KaY wyzej wymienionych chaperonéw, wydaje si¢ Ze metalotioneiny moga stanowié
akceptor jonéw Cu(I). Wciagz nie jest jasne co dzieje si¢ z takim kompleksem po zwigzaniu tych
niezbednych, ale przy zbyt wysokim st¢zeniu rowniez toksycznych, jonow metalu. Mozliwe
jest, ze metalotioneiny, po zwigzaniu nadmiarowej puli jonéw Cu(l)/Cu(Il), beda nastepnie
degradowane, np. w lizosomach, gdzie poprzez obnizenie pH metal bedzie uwalniany
z kompleksu. Uwolnione jony mogg by¢ nast¢pnie wydalane z komorek, jak obserwowano dla
jonow Cd(ID)'*>1%7 i trafia¢ albo do przestrzeni miedzykomorkowej i ponownie podwyzszaé
stezenie labilnej puli Cu(I)/Cu(Il) albo do watroby, skad moga by¢ usuwane z organizmu wraz

z 76kcia.
56 Wplyw jonow Cu(l) na powinowactwo Zn(II)

w metalotioneinach

W opisanych w Rozdziale 5.3 eksperymentach wykazano, ze jony Cu(I)/Cu(Il) mogg wypierac
jony Zn(Il) z Zn7MT3 1 ZnsMT2, w efekcie czego powstaja kompleksy mieszane o okre§lonej
stechiometrii 1 stanie utlenienia biatka (MT vs MTox). Zbadano réwniez powinowactwa jonOw
Cu(I) w zredukowanych 1 utlenionych kompleksach homo- i heterometalicznych (Rozdziat
5.5). Pozwolito to na stwierdzenie, ze jony Zn(Il) zwigzane w kompleksach mieszanych

wptywaja na powinowactwa jonow Cu(l), zwltaszcza gdy tworzone sg kompleksy nie w petni
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wysycone Cu(I). Zdecydowano si¢ zatem na okreslenie wptywu jonéw Cu(I) na powinowactwa
jonow Zn(II) w kompleksach mieszanych. Eksperyment ten okazat si¢ wyzwaniem, ze wzgledu
na konieczno$¢ uzycia chelatora cynkowego, ktory nie bedzie oddziatywal z jonami
Cu(I)/Cu(Il), a jego powinowactwo wzgledem Zn(II) pozwoli na konkurencje z MT. Jak
wspomniano w Rozdziale 4.2.3, sonda chromoforowa PAR wigze jony Cu(I), Cu(Il) oraz
Zn(II), a maksima pasm absorpcji naktadaja si¢, przez co niemozliwe jest doktadne oznaczenie
jonéw Zn(I), kiedy w uktadzie znajduja si¢ réwniez jony Cu(I)/Cu(Il) (Ryc. 18). Zastosowanie
fluorescencyjnego chelatora ZnAF-2F (Ryc. 11) pozwolilo na iloSciowe oznaczenie
transferowanych jonéw Zn(Il) z komplekséw mieszanych, poniewaz sonda ta nie wigze jonow
Cu(I), co udowodniono poprzez fluorescencyjne miareczkowanie chelatora jonami Cu(l)
(wyniki nie zostaty pokazane w niniejszej pracy). Dodatkowy problem stanowita koniecznos¢
odsalania komplekséw mieszanych, gdyz podczas reakcji ZnsMT3 1 ZnsMT2 z Cu(I)/Cu(Il),
jony Zn(Il) sa uwalnianie do roztworu. Uzycie kolumienek do odsalania, pozwolito uzyskac¢
czysty kompleks heterometaliczny, bez dodatkowych jondw metali, jednak w procesie tym
stezenie MT moze si¢ zmienia¢. Dlatego tez wyznaczono wspotczynniki molowe dla kazde;j
mieszane] formy, zaréwno zredukowanej, jak i1 utlenionej (Tab. 4). Wykorzystujac prawo
Lamberta-Beera, po etapie odsalania, st¢zenia komplekséw byly korygowane i taki kompleks
wykorzystywano do dalszych eksperymentow.

Srednia warto$¢ K4“" wszystkich jonéw Zn(Il) w ZnsMT3 wynosi 107 M (Ryc. 27A,
Tab. 9). Wraz z wysycaniem jonami Cu(I), warto$¢ ta zmienia si¢, a rOwnoczes$nie zmienia si¢
tez zawarto$¢ jonow Zn(II) w kompleksach mieszanych. Pierwszy rownowaznik Cu(I), ktéry
wypiera jeden jon Zn(Il) z czasteczki MT sprawia, ze srednie powinowactwo Zn(II) rosnie.
Wiazanie drugiego rownowaznika Cu(I) nie wypiera dodatkowego jonu Zn(II), ale powoduje
ostabienie powinowactwa szesciu jonow Zn(II) obecnych w kompleksie mieszanym. Trzy
i cztery rownowazniki Cu(I) wypieraja okoto dwdch jondéw Zn(Il), 1 jak poprzednio, trzy jony
Cu(l) zwigzane do MT3 powoduja, ze warto§¢ Ki“" maleje, a po zwigzaniu czterech
rownowaznikéw Cu(l) rosnie. Oznacza to, ze jony Cu(l) powoduja poczatkowo dysocjacje
Zn(1II) z najstabszych miejsc wigzania M T3, przez co $rednie powinowactwo Zn(II) ro$nie. Gdy
do powstatego kompleksu dodawany jest kolejny rownowaznik Cu(I), niepowodujacy wyparcia
Zn(Il), kompleks ulega przegrupowaniu, aby zwolni¢ reszty cysteinowe, ktore beda mogty
koordynowa¢ dodany jon Cu(I). Przegrupowanie to ostabia miejsca wigzania Zn(II), co

schematycznie zaprezentowano na Rycinie 55.
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Rycina 54. Schemat wigzania si¢ pierwszych réwnowaznikéw Cu(l) do Zn;MT3. Poczatkowo jon Cu(l)
wypiera najstabiej zwigzany jon Zn(Il), powodujac zwickszenie Sredniego powinowactwa Zn(II),
a kolejny rownowaznik Cu(I), przearanzowujac klaster ostabia site wigzania Zn(II).

W kompleksach mieszanych, zawierajacych od pigciu do dziewigciu jonéw Cu(l) zwigzanych
jest okoto czterech jonéw Zn(II). Wartosci Kq“" jondéw Zn(II) w kompleksach tych sg zblizone
i wahaja si¢ w granicach 10%86-10%66 M. Piagty rownowaznik Cu(l) wypiera ostatni jon Zn(II)
z domeny [, a wigzanie szostego rownowaznika Cu(l) nie wplywa na powinowactwo jonow
Zn(Il) w domenie a, podobnie jak kolejne trzy dodane réwnowazniki molowe Cu(l). Jak
wspomniano wczesniej domena f zwigzaé moze sze$¢ jonow Cu(l) tworzac klaster Cu(I)sCyso,
a pozostate trzy jony Cu(l) moga dobudowywac si¢ 1 tworzy¢ klaster Cu(1)oCyso lub wigzac si¢
do domeny a nie powodowac dysocjacji jonéw Zn(II) (Ryc. 55).
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Rycina 55. Schemat wigzania jonow Cu(l), ktére nie powoduja dysocjacji jonéw Zn(Il) z domeny
a-MT3 i nie wptywajg na $rednig warto$¢ K4

Kolejne rownowazniki Cu(I), 10-13, sg wigzane do domeny o i wypieraja z niej dwa jony
Zn(Il). Jony 10-12 zwiekszaja powinowactwo jonow Zn(Il) do wartosci K42 10777 M,
a zwigzanie trzynastego jonu Cu(l), skutkujace powstaniem w peilni wysyconego kompleksu
mieszanego, powoduje jeszcze wigkszy wzrost sity wigzania, a warto$¢ K¢“" maleje az do
107117 M. W kompleksie Cu(I)13Zn2MT3 pozostaja dwa najsilniej zwiazane jony Zn(Il), a ich
powinowactwo jest podobne do najmocniejszych miejsc wigzania Zn(Il) w Zn7sMT3, ktore
waha si¢ w granicach 10'-10"> M.??> Zatem wpltyw jonéw Cu(I) na powinowactwa jonéw
Zn(Il) w kompleksach mieszanych MT3, jest analogiczny do wptywu jonow Zn(Il) na

powinowactwa jonow Cu(I). W kompleksach, ktore nie sg w petni wysycone Cu(I), metale te
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wplywaja na siebie i1 ostabiajg sile wigzania, natomiast gdy kompleks ulega wysyceniu,
powinowactwa staja si¢ bliskie powinowactwom w kompleksach homometalicznych
i trzynascie jonéw Cu(I) wigzanych jest z taka samg sitg jak w kompleksie Cu(I);3MT3, a dwa
jony Zn(II) odpowiadaja powinowactwu najsilniej zwigzanych jonow w Zn7MT3.
Powinowactwo jonow Zn(Il) w ZnsMT2 jest wyzsze niz w Zn;MT3, a warto$é K42
wynosi 10°%° M. Wiazanie pierwszych szesciu jonow Cu(l), ktére koordynowane sa w domenie
B, powoduje Ze $rednia warto$é Kq“" maleje o jeden rzad (Ryc. 28A, Tab. 9). Jedynym
kompleksem, ktory nie powoduje ostabienia wigzania Zn(Il) jest Cu(1)sZnsMT2, dla ktérego
warto$é Kq?" jest taka sama jak dla kompleksu Cu(I);ZnsMT2. Pomiedzy tymi dwoma
kompleksami nie obserwowano tez duzej réznicy w wartosciach K4V, zatem kompleksy te sa
termodynamicznie podobne. Najnizsze powinowactwo Zn(II) obserwowane jest w kompleksie
Cu()¢ZnsMT2, w ktorym w domenie B znajduje si¢ klaster Cu(I)¢Cysyo, a w domenie
o Zn4Cysii. Dalsze wysycanie jonami Cu(I) powoduje, ze powinowactwa Zn(Il) rosna. Sidédmy
i 6smy jon Cu(l), nie wypiera jonéw Zn(Il) z domeny a, ale powoduje przegrupowania
wewnatrz klastrow, przez co kompleks staje si¢ bardziej stabilny, a Zn(II) jest $cislej wigzany.
Dziewiaty i dziesiaty jon Cu(I) wypiera kolejny jon Zn(II), co skutkuje spadkiem wartosci K
do 10 M. Dalsze wysycanie kompleksu powoduje, ze powinowactwo roénie do ~10%* M
i jest wzglednie state dla kompleksow mieszanych MT2 z 11-13 jonami Cu(l). Jest to warto$¢
niewiele nizsza od $redniego powinowactwa Zn(Il) w Zn7MT2 1 odpowiada stabym lub
posrednim miejscom wigzania Zn(II), ktére wynosza odpowiednio 10® M i 1071°-10°!! M.1¥
MT2 bedac w pelni wysycona w kompleksie Cu(I)13Zn2MT2, w przeciwienstwie do
Cu(I)13ZnoMT3 nie odzyskuje swoich poczatkowych wihasciwosci 1 wigze dwa jony Zn(Il)
stabiej o prawie dwa rzedy. Co ciekawe, w kompleksie tym jony Cu(I) rowniez byty wigzane
najstabiej sposrod wszystkich w pelni wysyconych analizowanych kompleksow. Mozliwe jest
wigc, ze MT3 latwiej tworzy mieszane kompleksy, a obecno$¢ kwasnej wstawki
aminokwasowe] zwiekszajacej elastyczno$¢ umozliwia tatwiejszg adaptacje *lancucha
polipeptydowego do tworzenia wiekszych struktur, zawierajacych pigtnascie jonow metali.
Patrzac catosciowo na uzyskane wyniki wydaje si¢ wigc, ze MT3 moze wykazywac bardziej
miedziowy charakter, ktory objawia si¢ nie tylko poprzez wigksze powinowactwo wzgledem
jonow Cu(l), ale takze poprzez mniejszy wptyw jonéw Cu(I) i Zn(I) na siebie, a co za tym
idzie wiekszg stabilno$¢ w kompleksach mieszanych. Wydaje si¢ zatem, ze MT3 wykazuje
wicksze zdolno$ci adaptacyjne 1 moze peli¢ swoje funkcje w réznych, dynamicznie

zmieniajacych si¢ srodowiskach.
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Wptyw jonow Cu(I), pochodzacych z redukcji Cu(Il), na jony Zn(Il) moze by¢ inny
w kompleksach utlenionych, gdyz zaréwno stechiometria, jak i ilo$¢ reszt cysteinowych
zaangazowanych w oddzialywanie z rdwnowaznikiem molowym Cu(Il) jest inna. Dodatek
jednego ekwiwalentu Cu(Il) do MT3, powoduje wyparcie jednego jonu Zn(II), co sprawia ze
$rednia warto$é Ks“" maleje (Ryc. 27B, Tab. 9), analogicznie jak obserwowano to dla
kompleksow zredukowanych. Drugi i trzeci rownowaznik Cu(Il) dodany do Zn7MT3 zmniejsza
powinowactwo jonéw Zn(Il) w kompleksach mieszanych. Wartosci Kq“® jonow Zn(II)
w kompleksach Cu(I1);ZnsMT3ox 1 Cu(I)4aZnsMT3ox s3 podobne, co moze sugerowac, ze czwarty
jon Cu(I) zamyka klaster w domenie B nie wplywajac na powinowactwo jondéw Zn(II)
w domenie a (analogicznie jak zaprezentowano na Ryc. 56). W kompleksach zredukowanych
kolejne jony Cu(l) poczatkowo nie zmienialy powinowactw jondéw Zn(Il), a nastepnie
powodowaty ich wzrost. W przypadku utlenionych kompleksow MT3 sytuacja wyglada
inaczej. Piaty oraz szésty jon Cu(ll) dodany do uktadu powoduje, wyparcie jonu Zn(II)
z domeny a oraz powstanie dodatkowego wigzania disulfidowego. Jony te wptywaja tez na
$rednig warto$¢ powinowactwa i obnizaja warto$¢ K¢" do 103> M. Siédmy jon Cu(I) zwieksza
powinowactwo, a 6smy jon, ktory domyka biatko i tworzy w petni wysycony kompleks
CugZn;MT3x, posiadajacy cztery mostki disulfidowe, zwigksza je jeszcze bardziej, a wartos¢
K™ maleje do 107% M. Wartoéé ta odpowiada powinowactwu Zn(II) w kompleksie
Cu(1)12Zn2MT3, czyli w kompleksie nie w pelni wysyconym 1 jest blizsza stabym 1 posrednim
miejscom wigzania Zn(Il) w Zn;MT3. Porownujac powinowactwa jonow Zn(Il) w mieszanych
kompleksach MT3 zredukowanych i utlenionych, zauwazyé mozna ze wartosci Kq¢“" zmieniajg
si¢ w podobnym zakresie (Ryc. 29A). Dopiero w kompleksie Cu(I)13Zn2MT3 jony Zn(II)
wigzane s3 znacznie mocniej, czynigc ten kompleks najbardziej stabilnym. Zatem mostki
disulfidowe w kompleksie utlenionym wymuszajac inng geometri¢ kompleksow oraz angazujac
osiem reszt cysteinylowych, nie tylko wptywaja na zmiang stechiometrii, ale takze na tworzenie
mniej korzystnej termodynamicznie struktury.

Poréwnujac mieszane, utlenione kompleksy MT2 1 MT3, mozna zauwazy¢, ze
powinowactwa jonéw Zn(II) zmieniaja si¢ w podobnym zakresie i wykazuja podobny trend,
z jednym wyjatkiem. Podczas wysycania domeny B jonami Cu(I), pochodzacymi z redukc;ji
Cu(II), warto$ci K¢“" rosna, a gdy kolejne jony Cu(I) wigza sie do domeny a warto$ci te maleja.
Widoczny jest wigc inny trend podczas wigzania pigtego 1 széstego jonu Cu(l), pochodzacego
z redukcji Cu(Il), do MT2 i MT3. W przypadku MT3, powinowactwo w utlenionym
kompleksie zawierajacym piec¢ i sze$¢ jonow Cu(I) byto nizsze niz w kompleksie z czterema

jonami Cu(I), natomiast dla MT2, najnizsze powinowactwo obserwuje si¢ dla kompleksu
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Cu(1)aZnsMT2,x. Kolejne jony powoduja spadek wartosci K¢?", az do 10°°% M dla kompleksu
Cu(I)sZnoMT2.x. Jednakze powinowactwa Zn(Il) wzgledem utlenionych w petni wysyconych
form MT2 i MT3 sg zblizone i odpowiadajg $Sredniemu powinowactwu jonéw Zn(Il) w Zn7MT.

We wszystkich analizowanych kompleksach mieszanych zauwazy¢ mozna tozsamy
trend- podczas wysycania domeny B jonami Cu(I) powinowactwo Zn(I) maleje, a wraz
z wysycaniem domeny o rosnie (Ryc. 56) (wyjatek stanowi wigzanie 5 1 6 jonu Cu(l),
pochodzacego z redukcji Cu(Il) do MT3). Sugeruje to, ze poczatkowo jony Cu(I) destabilizuja
wigzanie Zn(Il), a dalsze wysycanie Cu(l) powoduje wyparcie stabiej zwigzanych jonow
metali, przez co w wysyconym kompleksie mieszanym pozostaja dwa najmocniej zwigzane
jony Zn(Il). Dodatkowo wartoéci K¢*" zmieniaja sie w podobnym zakresie 107°°-10%> M.
Jedynie dwa ostatnie kompleksy zredukowane MT3- Cu()12ZnoMT3 1 Cu(1)13ZnoMT3
wykazujg wyzsze powinowactwo, czynigc MT3 biatkiem o charakterze miedziowym, gdyz
biatko to tatwiej organizuje si¢ wokol mieszanych klastrow miedziowo-cynkowych i tworzy
bardziej stabilng strukture. W kompleksach w pelni wysyconych, $rednie powinowactwo
dwoch jonow Zn(Il) jest zblizone do $redniego powinowactwa Zn(Il) w kompleksie Zn7MT,
a jedynie w kompleksie Cu(I)13Zn2MT3 odpowiada powinowactwu mocnych miejsc wigzania,
wskazujac, ze jony Cu(l) zwigzane do tego bialka nie wptywaja na jony Zn(Il), tak jak jony
Zn(II) nie wptywaty w nim na jony Cu(I).
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Rycina 56. Ogolny trend wptywu wigzacych si¢ jonow Cu(I) na jony Zn(II) w mieszanych kompleksach
MT. Wysycanie domeny [ jonami Cu(I) powoduje obnizenie sity wigzania Zn(II), a wysycanie domeny
o skutkuje wzrostem powinowactwa, zarowno w kompleksach zredukowanych jak i utlenionych.

5.7 Wartosci pCu a tworzone formy kompleksowe

Znajac $rednie wartosci Ka“® opisujace wszystkie jony miedzi w danym kompleksie,
obliczono wartosci logf kazdej z form, poprzez pomnozenie wartosci -logK«“*® i ilosci jonow
Cu(l) w kompleksie. Otrzymane wartosci wykorzystano do wykreslenia rozkladu form
kompleksowych (specjacji) w funkcji st¢zenia wolnej Cu(l) z wykorzystaniem programu
HySS.?* Dla kazdego uktadu przygotowano dwie zaleznosci: stosunku molowego Cu(I)/MT

od utamka molowego tworzonych form kompleksowych oraz pCu od tego samego utamka. Jak

129



mozna zaobserwowac na Rycinie 57A, B, E 1 F, podczas wysycania apoMT lub Zn7;MT jonami
Cu(l), w roztworze powstaje mieszanina komplekséw, a nie jedna konkretna forma. Dla kazde;j
z form, pierwszy kompleks ma zwigzany jeden jon Cu(l), a finalnie tworzona jest forma
z trzynastoma jonami Cu(I). Dominujgcymi formami homometalicznymi MT2 1 MT3 sg
rowniez kompleksy z szescioma oraz dwunastoma jonami Cu(I), a dla MT3 takze Cu(1)sMT3.
Pomiegdzy tymi izoformami zauwazy¢ mozna roéwniez podobng populacje kazdej z form przy
zmieniajacym stosunku Cu(I)/apoMT, jednakze obecno$¢ dodatkowej formy Cu(I)sMT3,
powoduje, ze forma Cu(I)eMT3 jest tworzona przy wyzszym stezeniu Cu(l) niz Cu(I)eMT2
(Ryc. 57 A, E).
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Rycina 57. Rozktad form komplekséw zredukowanych Cu(I)xZnyMT w buforze boranowym, pH 7,4.
Gorny panel przedstawia utamek tworzonej formy w zaleznoSci od zmieniajgcego si¢ stosunku
Cu(I)/MT3, dolny natomiast przestawia ten sam utamek lecz w funkcji pCu (-log[Cu]wolny). Utamki oraz
pCu obliczono w programie HySS .2
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Warto zauwazy¢ takze, ze kompleksy, ktore wczesniej opisywane byty jako stabilne formy, jak
np. kompleks Cu(I)oMT3, nie sa dominujagcymi kompleksami przy ktorymkolwiek ze
stosunkéw Cu(I)/apoMT. Moze to byé powodowane faktem, iz wartosé K4V opisuje
pojedynczy etap wigzania, a cato$¢ uktadu dazy do najkorzystniejszych energetycznie form.
Sugeruje to, ze mieszanina kompleksow Cu(I)sMT3 1 Cu(I);12MT3, tworzy uktad o nizszej
sredniej energii 1 takie formy beda tworzone preferencyjnie. Nie wyklucza to jednak
mozliwosci powstawania formy Cu(I)oMT3, gdyz widma CD wskazywaly, ze forma ta jest
pierwszym stabilnym kompleksem, a dalsze wysycanie jonami Cu(l), skutkuje
przearanzowywaniem klastrow. Znacznie wigksze rdznice pomie¢dzy izoformami widoczne sg
na Rycinie 57C i G, na ktérych przestawiono ulamki tworzenia kompleksow w zalezno$ci od
warto$ci pCu. Pierwszy kompleks miedziowy- Cu(I)iMT, powstaje przy znacznie wyzszych
warto$ciach pCu, dla MT3 niz MT2, zatem ta izoforma bg¢dzie mogta funkcjonowac jako biatko
miedziowe przy nizszym st¢zeniu wolnej miedzi. Dodatkowo finalnie wysycone kompleksy
Cu()13MT tworzone sa przy nizszych wartosciach pCu dla MT3, co ponownie wskazuje, ze
izoforma ta ma bardziej miedziowy charakter. MT3 w szerszym zakresie pCu tworzy
zréznicowane kompleksy miedziowe, co powoduje, ze moze petni¢ funkcje buforujace przy
wiekszych fluktuacjach wolnej miedzi.

W organizmie nie wystepuja jednak kompleksy miedziowe metalotionein, lecz
tworzone sa kompleksy mieszane Cu(I)xZnyMT. Jak mozna zauwazy¢ na Rycinie 57B 1 D,
ponownie tworzona jest mieszanina roznie wysyconych form, w ktdrych zawartos¢ Cu(I) jest
inna niz w kompleksach homometalicznych, ponownie wskazujac na wplyw jonéw Zn(II) na
zwigzane jony Cu(l). Zauwazy¢ mozna znacznie wigksze zréznicowanie komplekséw MT3, dla
ktorych populacja zadnej z form nie w peini wysyconej nie przekracza 60%. Dla MT2
natomiast, po utworzeniu kompleksu Cu(I)4ZnsMT2 tworzona jest forma w pelni wysycona
Cu(I)13Zn2MT2, a udzial pozostatych form nie przekracza 20%. Jeszcze doktadniej widac to na
Rycinie 57D 1 H, na ktorej przedstawiono ten sam utamek jednak w funkcji pCu. Kompleks
Cu(1)4ZnsMT2 wystepuje niemalze w catym zakresie pCu (17,5-21), a MT3 tworzy kompleksy
o zroznicowanej stechiometrii. Dodatkowo biorac pod uwage fakt, iz stezenie wolnych jonow
Cu(I) wynosi ponizej 107'® M,”? mozna sugerowa¢ ze MT2 bedzie tworzyta tylko kompleksy z
jednym lub czterema jonami Cu(l), a MT3, poprzez mnogos¢ form posrednich, moze
funkcjonowac¢ jako bufor metaliczny 1 wigzac lub oddajac jony Cu(I), kontrolowaé stezenie
wolnych jonéw Cu(l).

Mieszaning réznie wysyconych kompleksow obserwuje si¢ takze podczas wysycania

apoMT jonami Cu(l) pochodzacymi z redukcji Cu(Il) (Ryc. 58). Podobnie jak w przypadku
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kompleksow zredukowanych, bardziej zréznicowane formy utlenionych kompleksow
obserwuje si¢ dla MT3. Wraz ze wzrastajacym stgezeniem jondéw Cu(Il), biatko wysyca si¢
i plynnie przechodzi z jednej formy w kolejnag z dominujaca populacja Cu(I)sMT3.x oraz
Cu(I)sMT3ox (Ryc. 58A). Dla MT2 natomiast, dodanie pierwszego réwnowaznika molowego
Cu(Il) skutkuje powstaniem Cu(I)sMT2.x, a forma ta jest najczesciej wystepujaca az do
5 dodanych réwnowaznikow (Ryc. S8E). Obecnos¢ jondéw Zn(II) w kompleksach mieszanych
prowadzi do zmiany profilu specjacyjnego- pojawiaja si¢ nowe formy kompleksowe, a rozktad

populacji staje si¢ bardziej wyrownany, co skutkuje zmniejszeniem dominacji konkretnych

form (Ryc. 58B, F).
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Rycina 58. Rozktad form komplekséw utlenionych Cu(I)xZnyMT.« w buforze boranowym, pH 7,4.
Gorny panel przedstawia utamek tworzonej formy w zaleznoSci od zmieniajgcego si¢ stosunku
Cu(I)/MT3, dolny natomiast przestawia ten sam utamek lecz w funkcji pCu (-log[Cu]woiny). Utamki

oraz pCu obliczono w programie HyS

S 223
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Obserwujac rozktad kompleksow utlenionych MT3, zauwazy¢ mozna iz zwigzane jony Zn(Il)
nie wplywajg na zakres pCu, w ktérym MT3 moze funkcjonowac jako biatko miedziowe (Ryc.
58C, D). Utlenione kompleksy MT2 sa natomiast tworzone przy wyzszym st¢zeniu wolnej
Cu(I)- okoto jeden rzad wyzsze stezenie jest konieczne do utworzenia Cu(l)iMT2ox.
Dodatkowo formy w pelni wysycone tworzone sg w bardzo niskim zakresie pCu, co oznacza,
ze do utworzenia takiej formy wymagane jest bardzo wysokie stezenie wolnej Cu(I)/Cu(Il),
ktore jest praktycznie nieosiaggalne w organizmie. Dla obu izoform, zaréwno kompleksy
homo- jak i heterometaliczne, w warunkach fizjologicznych, powstawac bedg jako formy nie
w pelni wysycone i1 reagujac na zmiany stezenia labilnej Cu(l), beda mogty zmienia¢ swoj
stopien metalacji, dziatajac tym samym jako bufor metaliczny. Warto zauwazy¢ takze, ze
w fizjologicznych warunkach, zatem przy pCu okoto 18 ([Cu(I)/Cu(Il)]woina=10"'8 M), powstaje
kompleks Cu(1)sZnsMT3ox, co potwierdza doniesienia literaturowe o szczegdlnym znaczeniu
tego kompleksu i potwierdza skuteczno$¢ zastosowanej metodologii.

Stechiometria kompleksow miedziowych oraz miedziowo-cynkowych MT2 oraz MT3
jest dynamiczna i wydaje si¢, ze wraz z fluktuacjami stezen wolnej miedzi ulega zmianom.
Obie izoformy moga wigc dziata¢ jako bufor miedziowy. Dodatkowo, obecno$¢ jonéw Zn(II)
w kompleksach mieszanych, pozwala sadzi¢, ze MT nie tylko odpowiadaja za homeostaze
jonow Zn(II) i Cu(l), ale réwniez utrzymuja rownowage pomiedzy tymi jonami. Moze to mie¢
kluczowe znaczenie, przy gwattownych zmianach proporcji Cu(I)/Zn(Il), jak np. przy stresie
oksydacyjnym.??* Taki stan prowadzi do wzrostu stezenia Cu(l), ktéry musi zosta¢ szybko
zneutralizowany. MT moga wiaza¢ te nadmiarowe jony Cu(l), a rdwnoczes$nie stanowié
rezerwuar jonow Zn(II), dla odpowiednich cynkowo-zaleznych biatek. Zdolnosci mieszanych

kompleksow MT3 do funkcjonowania jako donor Zn(II) opisano w kolejnym Rozdziale.

5.8 Wplyw jonoéw Cu(I) na wlasciwosci donorujace MT3

Chcac sprawdzi¢ czy miedziowo-cynkowe kompleksy MT3, moga donorowa¢ jony Zn(II)
i stanowi¢ bufor cynkowy, analogicznie jak kompleksy MT wysycone Zn(II),”%19%14% zbadano
transfer jonéw Zn(II) z takich kompleksow, do biatka zaleznego od Zn(II). Przyktadem takiego
biatka jest dehydrogenaza sorbitolowa, ktoéra wykazuje aktywno$¢ enzymatyczng tylko
w postaci kompleksu ZnSDH. Stata dysocjacji K¢ wynosi okoto 10! M,!” co sugeruje, ze
jony Zn(II) moga by¢ transferowane z mieszanych kompleksow MT3 do enzymu.
W organizmie dehydrogenaza sorbitolowa wystepuje wewnatrz komoérek w cytozolu,?* dlatego

eksperyment przeprowadzono jedynie z kompleksami zredukowanymi.
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W niniejszej pracy, wykazano rowniez, ze apoSDH staje si¢ aktywnym biatkiem
1 odzyskuje zdolno$¢ do konwersji D-fruktozy do D-sorbitolu, po zwigzaniu jednego jonu Cu(I)
(Ryc. 30). Porownujac procentowg aktywno$¢ biatka Cu(I)SDH do ZnSDH, zauwazy¢ mozna,
ze bialko staje si¢ aktywne w 75% w zastosowanych warunkach. Jony Cu(l) tworzg kompleksy
o innej geometrii niz jony Zn(11),°*"7 zatem koordynacja jonéw Cu(I) moze nie odzwierciedlaé
struktury miejsca aktywnego enzymu ze zwigzanym jonem Zn(II), co prowadzi¢ moze do
innego utozenia reszt aminokwasowych w miejscu katalitycznym. Dlatego tez, jony Cu(I)
jedynie czesciowo aktywuja dehydrogenaze sorbitolowa. Wykorzystujac chelatory miedziowe-
BCS i BCA wyznaczono takze stata K4V w CuSDH i okre$lono ja jako 1071>4° M. Wydaje sie
wiec, ze jony Cu(l) nie moga by¢ transferowane z miedziowych oraz miedziowo-cynkowych
kompleksow MT3, gdyz powinowactwa w kompleksach MT sg wyzsze o ponad dwa rzedy.
Przeprowadzono jednak szereg reakcji kontrolnych, aby zweryfikowaé, czy enzym podczas
inkubacji z miedziowymi kompleksami MT3 nie odzyskuje aktywnosci. Podczas inkubacji
dehydrogenazy sorbitolowej z apoMT3, Cu(I)xMT3 lub Cu(I)oMT3 dochodzi do znikomego
transferu jondw metali, a enzym odzyskuje czgSciowa aktywnos$é, ktora nie przekracza 20%
(Ryc. 30B). Bardziej prawdopodobne wydaje si¢ wiec, ze podczas otrzymywania nieaktywne;j
formy enzymu lub apoMT3, z ktérej przygotowywane byty kompleksy miedziowe, nie pozbyto
si¢ catosci Zn(Il), ktore w efekcie mogly aktywowaé enzym, niz ze jony Cu(l) sg transferowane
z miedziowych komplekséw MT3 do apoSDH.

Jak opisano w Rozdziale 5.5, powinowactwa jonow Cu(I) w kompleksach
homometalicznych sg zblizone do powinowactw w kompleksach heterometalicznych. Dlatego
tez, zgodnie z wynikami otrzymanymi w reakcji kontrolnej, zatozono, ze jony Cu(I) nie beda
transferowane do enzymu. Jak przedstawiono na Rycinie 30B, 30-minutowa inkubacja apoSDH
z Zn7MT3, jak 1 z mieszanymi formami- Cu(I)2ZnsMT3 1 Cu(I)9ZnsMT3 powoduje, Ze enzym
odzyskuje 100% aktywno$é. Swiadczy to o tym, ze jeden rownowaznik Zn(II) transferowany
jest z MT3 do apoSDH, dzigki czemu tworzy si¢ aktywna enzymatycznie forma- ZnSDH.
Przeprowadzony eksperyment pozwala stwierdzi¢, ze wigzanie jonéw Cu(l) przez cynkowe MT
nie prowadzi do utraty funkcji donorujacych, a miedziowo-cynkowe kompleksy MT moga
wcigz dziata¢ jako bufor metaliczny. Po raz kolejny wskazuje to na istot¢ metalotionein
w utrzymywaniu homeostazy Zn(II). Pomimo tego, ze jony Cu(I) wptywaja na powinowactwo
jonéw Zn(Il) w metalotioneinach, biatko to wcigz moze donorowac jony Zn(II) do cynkowo-
zaleznych biatek. Bioragc dodatkowo pod uwage fakt, iz jony Zn(Il) pozostajg zwigzane do MT
nawet przy duzym namiarze Cu(I) mozna przypuszczac, iz dzialanie jako bufor cynkowy, jest

nadrzedng funkcja metalotionein.
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5.9 Spektrometria mas jako metoda charakterystyki strukturalne;j

kompleksu Cu(I)4Zn(I1)sMT30x

W niniejszej pracy sporg uwage poswiecono kompleksowi Cu(1)sZnsMT3ox, ktory izolowany
byt z mézgow ssakow. 1134191861091 7 ny670 bydlecego kompleks taki otrzymano bez
wymuszane] indukcji ekspresji oraz bez dodatkowego podawania soli miedzi, co sugeruje ze
forma taka nie jest artefaktem, a kompleksem ktory faktycznie wystepuje w organizmie.'”’
Cu(I)4ZnsMT3ox jest niewrazliwy na utlenianie, co jest niespotykane wsrdd innych biatek
zawierajacych jony miedzi na nizszym stopniu utlenienia. Zgodnie w obecnym stanem wiedzy,
w Cu(I)4ZnsMT3.x jony Cu(l) wigzane s3 w domenie P i tworzg tam klaster Cu(I)4Cysx, co
wykazano analizujgc izolowane domeny.'® W klastrze tym jony Cu(I) znajdujg sie blisko
siebie, w odlegtosciach mniejszych niz 2,8 A, przez co orbitale d'°-d'® moga naktadaé sie na
siebie, stajgc sie tym samym niewrazliwym na tlen z powietrza.'”> Ponadto obecno$é mostkow
disdulfidowych w tej domenie dodatko ja stabilizuje chronigc przed utlenianiem.!'®!®” Badania
przeprowadzone w Zaktadzie Chemii Biologicznej pozwolily jeszcze dokladniej
scharakteryzowaé ten kompleks- zlokalizowa¢ jony Cu(l) (analizujac cate biatko, a nie
domeny) i mostki disulfidowe.!*>1%?

Jak przedstawiono na Rycinie 31, wysycanie Zn7MT3 jonami Cu(I), pochodzacymi
z redukcji Cu(Il), prowadzi do kooperatywnego tworzenia kompleksu Cu(I1)aZnsMT3ox juz po
dodaniu jednego rownowaznika molowego Cu(Il). Réwnocze$nie powstaje kompleks
Cu(I)4Zn3MT3ox. Jest to zgodne ze stechiometrig kompleksu uzyskang podczas eksperymentu
opisanego w Rozdziale 3.5.6. Dodanie do Zn7MT3 czterech rownowaznikow Cu(Il) prowadzito
do dysocjacji 3,5 rownowaznikéw molowych Zn(Il), zatem do powstania mieszaniny form
zawierajacych trzy i cztery zwigzane jony Zn(Il). Wraz z dodawaniem kolejnych jonow Cu(Il),
sygnat od kompleksu zawierajacego siedem jonow metali maleje, a ro$nie sygnat stabilnego
kompleksu Cu(I)4ZnsMT3ox. Jednak nawet po dodaniu czterech jonow Cu(Il) obserwuje si¢
rézne formy kompleksowe, ktore dzieki symulacjom widm teoretycznych udato sie okreslic,
jako formy zawierajace od czterech do dziesigciu jondw metali, w ktorych zawartos¢ Cu(I)
zmienia si¢ od 4 do 6, a Zn(Il) od 0 do 4 (Ryc. 32). Najwyzej zmetalizowang forma jest
kompleks Cu(I)sZnsMT3ox, w ktorym domena B moze utworzy¢ klaster z szescioma jonami
Cu(I), pochodzacymi z redukcji Cu(II) lub tworzy klaster z czterema jonami Cu(I), a dodatkowe
dwa jony Cu(l) wiazac si¢ do domeny o nie powoduja dysocjacji jonéw Zn(II). Najnizej
zmetalizowana forma to Cu(I)sMT3ox. Kompleks ten pozwala sadzié, ze wigzace si¢ jony Cu(I)

wypierajac jony Zn(I1) z Zn7MT3, niszczg strukture klastrow (Zn3Cyso 1 ZnsCysi1), a nastgpnie
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dochodzi do ich ponownego ztozenia- stabilny cynkowy klaster w domenie [ ulega
reorganizacji i tworzy inny stabilny miedziowy klaster, ktory jest dodatkowo wspierany przez
mostki disulfidowe.

Podj¢to si¢ takze proby okreslenia ilosci mostkow disulfidowych w utlenionym
kompleksie mieszanym, w zaleznos$ci od ilosci dodanych rownowaznikéw molowych Cu(Il) do
ZnsMT3. W tym celu kompleksy bez dodatku Cu(Il) oraz po dodaniu dwodch i czterech
ekwiwalentow Cu(Il) byly denaturowane, poprzez zakwaszenie i dopiero wtedy wykonywano
pomiar mas. Zakwaszenie cynkowego biatka, prowadzito do uzyskania czystej tioneiny 3 (Ryc.
33), ktéra byta w pelni zredukowana, co dodatkowo potwierdzito poprawnos¢ biatka, na ktérym
wykonywano eksperymenty. Gdy heterogenng mieszaning komplekséw otrzymang podczas
wysycenia ZnsMT3 dwoma réwnowaznikami molowymi Cu(l), z redukcji Cu(Il), zawierajaca
gléwnie kompleksy zwigzane z czterema jonami Cu(l) i roéznigce si¢ zawartoscig Zn(Il)
poddano zakwaszeniu, otrzymywano apobiatko oraz niewielka frakcj¢ kompleksu
Cu(I)sMT3x. Opierajac si¢ na symulacjach widm eksperymentalnych mozna stwierdzi¢, ze
tioneina uzyskana z takiego kompleksu jest mieszaning dwoch form- zredukowanej i utlenione;j
(Ryc. 59). Intensywnosci obu obwiedni sg podobne, zatem usredniajac uzyskany wynik, mozna
przypuszczaé, ze w roztworze obserwuje si¢ powstanie jednego mostka disulfidowego. Zgodnie
z obecnym stanem wiedzy, wigzaniu dwoch rownowaznikow molowych Cu(I) w kompleksie
utlenionym, towarzyszy przeniesienie dwoch elektronow z grup tiolowych reszt
cysteinylowych na jony miedzi, co prowadzi do powstania jednego mostka disulfidowego oraz
redukcji dwoch jonow Cu(Il) do Cu(T).!*

Cu(1);MT3y

G0\
cu(ll) \ _)' 3

. L e\ o Denaturacja = N
Q@%’ Q& ..3_; J k. f
P - @ : 7

S’S\ ’/' apoMT3
s )

“apoMT3,,

Rycina 59. Schemat postegpowania przy przygotowywaniu probek do wykrywania mostkow
disulfidowych. Do Zn;MT3 dodawano dwa lub cztery rownowazniki molowe Cu(II) i mierzono widmo
masowe, nastepnie probke denaturowano poprzez zakwaszenie kwasem octowym i ponownie mierzono
widmo. Po denaturacji kwasem octowym widoczne byty trzy formy biatka- apoMT3 (tylko po inkubacji
z dwoma réwnowaznikami molowymi Cu(Il)), apoM T3, oraz Cu(I)sMT3,.
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Zn7MT3 wysycona 4 réwnowaznikami molowymi Cu(Il), tworzy heterogenny kompleks
Cu(I)4ZnsMT3.x, ktéry poprzez denaturacje traci zwigzane jony Zn(II) tworzac kompleks
Cu(1)sMT3ox. Tak duza populacja tej formy nie byta obserwowana dla zdenaturowanego
kompleksu utworzonego po dodaniu 2 réwnowaznikéw molowych Cu(Il). Moze to §wiadczy¢
o tym, ze utworzone dwa mostki disulfidowe wewnatrz kompleksu Cu(1)4ZnsMT3x, stabilizujg
klaster miedziowy, tworzac ograniczenia steryczne, zapobiegajac tym samym dysocjacji jonow
Cu(I) z kompleksu. Zidentyfikowano takze pik o niskiej intensywnosci, ktory przypisano jako
tioneing. Porownanie widma eksperymentalnego 1 teoretycznego pozwolilo potwierdzié
obecnos¢ dwoch mostkéw disulfidowych. Jednak ich potozenie pozostawato wcigz niejasne.
Badanie procesu metalacji MT i lokalizowanie miejsc wigzania dla kolejnych jonow jest
trudne, ze wzgledu na dynamiczng strukture tego biatka oraz ze wzgledu na to, ze jedynymi
resztami zaangazowanymi w koordynacj¢ metalu sg reszty cysteinowe. W Zaktadzie Chemii
Biologicznej opracowano metod¢ podwojnego znakowania, ktéra umozliwita mapowanie
miejsc wigzania Zn(II) i Cd(I) oraz poznanie $ciezki metalacji MT2.'2%2%2 Do tego celu
wykorzystywano dwa zwiazki alkilujace reszty cysteinowe- NEM oraz IAM, ktorych reakcja z
grupami tiolowymi przebiega wedlug réznych mechanizmow. Reakcja z NEM zachodzi
poprzez nukleofilowg addycje Michaela i jest szybsza, niz reakcja z IAM zachodzaca zgodnie
z substytucja SN».2% Dzieki rdznicom pomiedzy tymi odczynnikami, mozna mapowaé wolne
reszty cysteinowe, a nastgpnie te zwigzane z jonami metali, lub tak jak w podejsciu
zastosowanym w niniejszej pracy, mapowac poczatkowo reszty cysteinowe zwigzane z jonami
Zn(Il), a nastepnie te z jonami Cu(l). Jak przedstawiono na Rycinie 34, dodatek NEM
w roéznych stezeniach powodowat dysocjacje jonoéw Zn(Il) z heterogennego kompleksu
Cu(I)4ZnsMT3ox, a jony Cu(l) pozostawaly zwigzane w kompleksie. Dopiero zastosowanie
duzego nadmiaru odczynnika alkilujacego powodowato oddysocjowanie wszystkich jonow
metali 1 kowalencyjne znakowanie 19, sposréd 20 reszt cysteinylowych, co schematycznie

zaprezentowano na Rycinie 60.

® " ) - L
@ Cu(l)

Rycina 60. Schematyczne przedstawienie modyfikacji NEM kompleksu Cu(I)4ZnsMT3.x. Poczatkowo
modyfikowane sg tylko reszty cysteinowe zaangazowane w wigzanie Zn(Il), a dopiero nadmiar NEM
powoduje znakowanie wszystkich reszt cysteinowych.
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Dr Peris-Diaz, w niezaleznym eksperymencie wykazal, ze w warunkach aktywacji kolizyjnej
CA (ang. collisional activation), NEM pozostaje kowalencyjnie zwigzany do biatka,'** dzieki
czemu mozliwe stalo si¢ zastosowanie strategii proteomicznej typu top-down. Metode ta
wykorzystano do lokalizacji znakowanych NEM reszt cysteinowych, czyli tych, ktore
w kompleksie Cu(I)4ZnsMT3,x byty zaangazowane w koordynacj¢ Zn(II). Gtownymi formami
MT3 po inkubacji Cu(I)aZnsMT3o,x z NEM, byly formy Cu(I)saNEMsMT3,y,
Cu(I)4aNEMoMT3ox, Cu(1)aNEM1oMT30x, Cu(I)saNEM11MT30x i Cu(I)sNEM12MT3,x, dlatego
tez te kompleksy poddano fragmentacji. Widma CID zawieraly trzy obszary wartosci m/z:
300-800, gdzie lokalizowaty si¢ jony fragmentacyjne b/y bez metalu, 800-1200- jony potomne
y bez metalu oraz 1700-2000- jony fragmentacyjne y zwigzane z czterema jonami Cu(l).
Przypisanie pikow do jonow potomnych pozwolito zlokalizowaé 9, sposrod 10 modyfikacji
NEM w kompleksie Cu(I)aNEMioMT3ox (Rycina 35, 36). Wiekszos¢ z nich znaleziono
w domenie o, dla ktorej jony potomne y dobrze pokrywaja sekwencje. Obecno$¢ jonu
y35 + 7TNEM oraz brak jonow y ze zwigzanymi jonami Cu(I), pokrywajacych tylko domen¢
a $wiadczy o tym, ze w kompleksie Cu(I)4ZnsMT3,x jony Zn(Il) zlokalizowane sa w domenie
o, tworzac tam klaster Zn4Cysii, taki sam jak w natywnym biatku Zn;MT3. Znacznie nizsze
pokrycie uzyskano dla domeny B, ktorej staby stopien fragmentacji obserwowany byl nawet dla
apoMT3.!?® Dodatkowo tak mata ilo$¢ jonéw b wynika¢ moze z faktu, iz jony Cu(l) zwigzane
w tej domenie oraz wewngtrzdomenowe mostki disulfidowe chronig klaster, zapobiegajac
fragmentacji. Uzyskano jednak jony b pokrywajace poczatkowe reszty aminokwasowe od
strony N-konca. Znaleziono jony b2 do b5, nieb¢dace zmodyfikowane oraz trzy jony b, ktore
pokrywaja dwie pierwsze reszty cysteinylowe. Jony te- b6 + INEM, b7 + INEM 1 b8 + 2NEM,
pozwalaja sadzi¢, ze reszty Cys6 1 Cys8 nie sg zaangazowane w koordynacje jonow Cu(l)

1 moga tworzy¢ jeden z dwdoch mostkéw disulfidowych w kompleksie Cu(I)aZnsMT3ox.

5.10  Izolowane domeny  metalotionein jako  model

stechiometryczny

Domeny metalotionein wykorzystywane sg cze¢sto w badaniach, gdyz sg tatwiejsze w produkc;ji,
a ich otrzymanie czesto mozliwe jest dzigki mikrofalowemu syntezatorowi peptydow.
Dodatkowo, cate biatko tworzy bardziej ztozone 1 skomplikowane struktury, w zwiazku z czym
analiza wynikéw dla mniejszych kompleksow- domenowych, jest tatwiejsza. Wyniki uzyskane
dla izolowanych domen a i B, s3 przekladane na cate biatko.!**!%* Nie wiadomo jednak czy

w biatku domeny nie oddzialuja ze soba, stabilizujac wzajemnie utworzone klastry.'?+22
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W tym celu przeprowadzono charakterystyke klastrow oraz ich stabilnosci dla domenowych
kompleksow miedziowych oraz miedziowo-cynkowych. Dodatkowo, aby okresli¢ czy dla
zachowania wtasciwo$ci biatka konieczne jest kowalencyjne polacznie dwoch domen
tacznikiem KKS, wykonano analogiczne eksperymenty dla ukladow zawierajacych dwie
domeny zmieszane w stosunku molowym 1:1.

Analiz¢ oddzialywan izolowanych domen MT3 z jonami Cu(I)/Cu(Il) rozpoczeto od
miareczkowan spektrofotometrycznych, spektropolarymetrycznych i MS. Jak przedstawia
Rycina 38A i B, apoa-MT3 zwigza¢ moze do siedmiu jonow Cu(l), co widoczne jest przy
255 nm. Na widmach CD (Rycina 40A, B) obserwuje si¢ dwa pasma, przy 226 nm oraz przy
285 nm. Pierwszym kompleksem, ktory tworzy stabilny klaster jest kompleks Cu(I)sa-MT3.
Jego tworzenie powoduje uzyskanie plateau przy 285 nm, a eliptycznos$¢ przy 226 nm zaczyna
rosnaé. Zmiany przy krotszej dtugosci fali nie sg tak intensywne jak przy 285 nm, jednak
zauwazy¢ mozna drugi punkt rownowaznikowy po dodaniu 7 réwnowaznikéw molowych
Cu(I). Dalsze wysycanie a-domeny nie powoduje zmian wartosci eliptycznos$ci, zatem ten
punkt rownowaznikowy, jest rowniez koncowym punktem miareczkowania. Co istotne,
wigzanie jonow Cu(l) do C-koncowego fragmentu biatka nie powoduje przesuni¢¢ potozenia
maksimow jak obserwowano dla MT3 i MT2 miareczkowanych Cu(I), a jedynie zmiany
w intensywnos$ciach. Mimo to zauwazy¢ mozna preferencyjne tworzenie dwoch form
kompleksowych Cu(l)4a-MT3 oraz w pelni wysyconej Cu(l);a-MT3. Jak wspominano
wczesniej, eksperymenty spektroskopowe ukazuja srednie efekty oddzialywan w roztworze.
Zatem aby moc zglebi¢ proces metalacji a-domeny jonami Cu(I), apobiatko wysycano
metalem, a powstajagce kompleksy obserwowano na widmach MS (Ryc. 45). Dodanie
pierwszego rownowaznika molowego Cu(l) powoduje, tworzenie dwoch kompleksow
Cu(I)10-MT3 oraz Cu(I)20-MT3, jednak ich intensywno$¢ jest znacznie nizsza niz sygnatu
apoa-MT3. Wraz z dodaniem drugiego ekwiwalentu Cu(I), udziat tych dwoch form nie rosnie,
natomiast pojawia si¢ sygnal od Cu(l)4a-MT3, ktory po dodaniu czterech jonow Cu(l) jest
dominujacg formg kompleksowa. Wraz z dalszym wysycaniem biatka jonami Cu(I) pojawiaja
si¢ wyzej zmetalizowane kompleksy ze zwigzanymi 5-8 jonami Cu(l), przy czym najwyzsza
intensywnos$cig cechuje si¢ kompleks Cu(l)7a-MT3. Przeprowadzone miareczkowanie MS
wykazuje, ze a-domena tworzy réznie wysycone kompleksy, jednak preferowanymi formami
sg te z czterema oraz siedmioma jonami Cu(I). Co istotne a-domena moze ulec hipermetalacji
1 tworzy¢ kompleksy z o$mioma jonami Cu(l), czego nie obserwowano podczas

eksperymentoéw spektroskopowych (Ryc. 38, 40).
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f-domena moze natomiast zwigza¢ do szeSciu jonow Cu(l), jak wykazaly
miareczkowania UV-vis i CD (Ryc. 38A, B 140A, B). Podobnie jak dla a-domeny, na widmach
CD widoczne sg dwa pasma- przy 215 nm i 255 nm. Eliptyczno$¢ przy 255 nm poczatkowo
rosnie, a po dodaniu trzech rownowaznikow molowych Cu(l) uzyskiwane jest plateau.
Preferencyjne tworzenie kompleksu Cu(I);B-MT3 widoczne jest takze przy 215 nm. Ta dlugos$¢
fali wskazuje takze na koncowy punkt miareczkowania, po utworzeniu kompleksu Cu(I)sf3-
MT3 (Ryc. 40B). Widma MS pokazuja jednak, ze metalacja domeny B nie jest procesem
etapowym, a uklad od razu dazy do utworzenia w pelni wysyconego kompleksu (Ryc. 44).
Widoczne sg trzy kompleksy posrednie, z dwoma, czterema i pigcioma jonami Cu(I), jednak
ich intensywno$¢ nie przekracza 10%, a dodanie trzech réwnowaznikéw molowych Cu(I)
skutkuje preferencyjnym tworzeniem Cu(l)¢-MT3. Mozliwe jest tez utworzenie kompleksu
Cu(I)7B-MT3, przy nadmiarze Cu(l). Zatem metalacja B-domeny ma charakter skokowy
1 prowadzi bezposrednio do tworzenia formy catkowicie wysyconej metalem, co wskazuje na
silng kooperatywno$¢ wigzania. Sugerowac to moze, ze w domenie J tworzony jest stabilny
klaster Cu(I)sCyso, ktory przez obnizenie energii swobodnej uktadu, staje si¢ termodynamicznie
korzystny, uniemozliwiajac tym samym tworzenie przejsciowych form kompleksowych.

Uzyskane wyniki dla izolowanych fragmentow pozwalaja stwierdzi¢, ze domeny sa
dobrym modelem stechiometrycznym catego biatka, gdyz 6 jonow Cu(l), ktére moga zostac
zwigzane przez B-domene oraz 7 przez o-domeng, odzwierciedlajg mozliwos$¢ zwigzania 13
jonow Cu(I) przez MT3. Dodatkowo, zdolnos¢ kazdej z domen do zwigzania dodatkowego jonu
Cu(l), przektada si¢ na hipermatalacj¢ MT3 i tworzenie kompleksu Cu(I);sMT3. Mimo to
zdecydowano si¢ na zmieszanie obu domen w stosunku 1:1, aby potwierdzi¢ uzyskane wyniki.
Miareczkowanie UV-vis wykazato (Ryc. 38A, B), Zze obie apodomeny moga wspolnie zwigzac
13 jonéw Cu(l), nie wida¢ tego natomiast na widmach CD (Ryc. 40A, B), na ktérych obserwuje
si¢ tworzenie dwoch posrednich form kompleksowych Cu(l)7af-MT3 oraz Cu(l)ioap-MT3.
Opierajac si¢ na wyzej opisanych eksperymentach, mozna wnioskowa¢, ze w kompleksie
Cu(I)70B-MT3, trzy jony Cu(l) zwigzane sg do domeny B 1 cztery do domeny a, a dalsze
dodawanie Cu(I) do uktadu powoduje wysycanie klastra w N-koncowym fragmencie biatka
i utworzenie Cu(I)¢Cyso. Oznaczatoby to jednak, iz proces metalacji izolowanych domen
zachodzi w inny sposob niz w catym biatku i obie domeny wysycane sg w tym samym czasie,
podczas gdy w catym biatku obserwowano najpierw metalacje domeny 3, a dopiero po jej
wysyceniu metalacje¢ domeny a. Brak zmian na widmie CD dla ostatnich trzech jonoéw Cu(l),
koordynowanych przez domen¢ o moze wynika¢ z faktu, iz podczas wysycania samej o domeny

pasmo przy 226 nm nie bylo zbyt intensywne, a zmiany podczas wigzania 5-7 jonéw Cu(I) nie
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byty duze. Zatem w uktadzie zawierajacym dwie domeny, ktérych pasma nakltadajg sie,
wigzanie tych jonow moze nie by¢ widoczne.

Proces metalacji dwoch zmieszanych domen $ledzono takze z uzyciem spektrometrii
mas, co pozwolito na bardziej szczegétowy wglad w stechiometri¢ tworzonych kompleksow
posrednich (Ryc. 46). Na widmach zauwazy¢ mozna, iz wraz z dodaniem dwoéch jondéw Cu(l)
pojawiaja si¢ kompleksy Cu(1)sp-MT3 i Cu(I)sp-MT3, a takze Cu(I)20-MT3. Jony Cu(I) sg wiec
réwnolegle kompleksowane przez obie domeny. Jednakze kolejne dwa jony Cu(I) prowadza do
zaniku piku od apoB-MT3, a rosnie udziat Cu(I)¢p-MT3 1 Cu(I).a-MT3. Nastepnie powstaje
kompleks Cu(I)sa-MT3, ktory wraz z wysycong domeng 3 widoczny byt na widmach CD jako
Cu(D)10ap-MT3. Podczas dalszego wysycania fragmentow biatek tworzone sa dwa catkowicie
wysycone kompleksy Cu(I)sf-MT3 i Cu(I)7a-MT3 (Ryc. 56). Zatem pomimo poczatkowego
réwnoleglego kompleksowania obu domen jonami Cu(l), domena P jako pierwsza tworzy
w pelni wysycony klaster. Moze to wynika¢ z tego, ze metalacja krotszego fragmentu jest
znacznie bardziej kooperatywna jak opisano powyzej i kazdy jon Cu(I) wigzacy si¢ do domeny
B utatwia wigzanie kolejnego jonu, a biatko dazy do utworzenia stabilnego kompleksu. Dopiero

gdy domena [} zostanie wysycona tworza si¢ wyzej zmetalizowane formy domeny .
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Rycina 61. Schematyczne przedstawienie metalacji izolowanych domen MT3 jonami Cu(l), na
podstawie spektrometrii mas.

Metalotioneiny oddzialujac z jonami Cu(Il) moga tworzy¢ kompleksy utlenione 1 jak
opisano w Rozdziale 5.2 moga zwigza¢ do o$miu jonow Cu(I), pochodzacych z redukcji Cu(II).
Aby sprawdzi¢ zdolno$¢ kazdej z domen do tworzenia utlenionych komplekséw miedziowych
1 okresli¢ pojemnos¢ buforowg tychze domen, wykonano miareczkowania spektroskopowe. Jak
przestawiono na Rycinie 39, obie domeny a 1 B moga zwigza¢ do czterech jonow Cu(l),
pochodzacych z redukcji Cu(Il). Zatem w kazdej z domen oprocz czterech zwigzanych jonow
Cu(I) moga znalez¢ si¢ dwa mostki disulfidowe, przez co w koordynacje metalu w domenie
o zaangazowanych jest siedem reszt cysteinowych, a w domenie P pie¢ reszt. Na widmach CD
(Ryc. 41) nie wida¢ preferencyjnego tworzenia posrednich form kompleksowych, co moze
sugerowaé, ze podczas wysycania domen jonami Cu(l), pochodzacymi z redukcji Cu(Il),

kooperatywnie tworzone s3 w petni wysycone klastry. Jak wykazalo miareczkowanie UV-vis
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(Rycina 39, trzeci panel) zmieszane w stosunku molowym 1:1 domeny moga zwigza¢ do o$miu
jonow Cu(Il). Kompleks Cu(I)xafp-MT3.x, W przeciwienstwie do pojedynczych domen, oprécz
tworzenia kompleksu w pelni zmetalizowanego, wykazuje takze preferencyjno$¢ tworzenia
Cu(I)40B-MT3ox (Rycina 41B). Forma ta moze wskazywa¢ na to, iz dodanie do czterech
rownowaznikéw molowych Cu(Il) do apoofB-MT3, powoduje wysycenie jednej z domen,
a kolejne cztery rownowazniki wysycaja druga domene, jako ze dla oddzielnych domen nie
obserwowano tworzenia posrednich, stabilnych form kompleksowych. Bioragc pod uwage
wczesniejszg metalacje domeny [, podczas wysycania ZnsMT3 jonami Cu(Il), mozna
przypuszczaé, ze w mieszaninie izolowanych domen poczatkowo tworzony jest klaster
miedziowy w mniejszej z domen, a w drugiej kolejnosci w wiekszej z nich. Jednak aby upewnic
si¢, co do tego wniosku nalezaloby wykona¢ eksperyment z uzyciem spektrometrii mas.

Podczas wysycania domen cynkowych- Zn4a-MT3, Zn3B-MT3 oraz Zn;af3-MT3 jonami
Cu(l) tworzone sa analogiczne kompleksy jak dla apodomen. Zatem w C-koncowym
fragmencie obserwuje si¢ tworzenie form z czterema i siedmioma jonami Cu(l),
a w N-koncowym z szescioma. Wyjatek stanowi kompleks posredni Cu(I)sZnxB-MT3, ktérego
preferencyjne powstawanie obserwuje si¢ przy 259 nm na widmie CD (Rycina 40D), a ktory
nie powstawat podczas miareczkowania apof-MT3. Miedziowym kompleksem posrednim byta
forma zawierajaca trzy jony Cu(l). Moze to sugerowaé, ze jony Zn(Il) zwigzane w kompleksie
mieszanym wymuszaja inng koordynacje jonow Cu(l) 1 tworzone sg kompleksy o innej
geometrii, a finalne wysycenie skutkuje powstaniem tozsamych form. Taka stechiometria
stabilnych, nie w pelni wysyconych kompleksow domenowych- Cu(I)aZnsf 1 Cu(I);Znxo
zostata zaobserwowana dla izolowanych domen mysiej MT.'** Dzigki metodzie NMR,
wykazano, ze izolowane domeny cynkowe, przy wysycaniu jonami Cu(l), stajg si¢ bardziej
elastyczne 1 dynamiczne oraz Ze zmienia si¢ geometria jondw- zamiast tetraedrycznie
wigzanego Zn(I) pojawiajg si¢ trygonalnie zwigzane jony Cu(l).!** Zmieszane domeny
cynkowe moga natomiast utworzy¢ kompleksy Cu(I)7Znxaf-MT3 1 Cu(I)ioZnxaf}-MT3,
widoczne na widmach CD (Ryc. 40C, D) oraz catkowicie wysycony Cu(I)i13Znxaf}-MT3 (Ryc.
39). Utlenione mieszane kompleksy sa analogiczne do tych tworzonych poprzez wysycanie
apodomen  jonami  Cu(Il), =zatem  Cu(l)sZnxa-MT3ox, Cu(l)sZnip-MT3ox oraz
Cu(D)sZnxaf-MT30x, z forma posrednia Cu(I)sZnxaB-MT3.x, w ktorej analogicznie jak
w kompleksie miedziowym, jony Cu(Il) sg najprawdopodobniej zlokalizowane w N-koncowym
fragmencie biatka.

Wydaje si¢ wiec, ze domeny sg dobrym modelem stechiometrycznym i odzwierciedlaja

stechiometri¢ w pelni wysyconych kompleksow metalotioneiny 3. Jednakze zaobserwowane
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formy posrednie miedziowych 1 miedziowo-cynkowych zredukowanych komplekséw MT3
i izolowanych zmieszanych domen nie sg tozsame. Jak przedstawiono w Tabeli 15, MT3
w kompleksach homometalicznych tworzy stabilng form¢ z 9 jonami Cu(l), a zmieszane
domeny z 7 1 9 jonami. Réznice obserwuje si¢ tez dla kompleksow heterometalicznych-
Zn7MT3 tworzyla stabilne formy z 4 1 9 jonami Cu(l), a domeny z 7 jonami. Odmienno$¢
tworzonych komplekséw przejsciowych, zwlaszcza dla kompleksow mieszanych, moze
wskazywaé na rdéznice w procesie metalacji. Finalnie jednak zawarto$¢ jonow Cu(l)
w zredukowanych, w petlni wysyconych kompleksach jest taka sama. Oddzialywania
miedzydomenowe s3 zatem istotne dla nie w petni uksztattowanych klastrow 1 by¢ moze
poprzez zmian¢ dynamiki domen, wzgledem biatka, bardziej korzystne energetycznie beda inne
formy.'>* W stabilnej formie Cu(1)9ZnsMT3, sze$¢ jondéw Cu(I) lokalizowano w domenie P,
a kolejne trzy w domenie f3, lub w domenie a, w ktorej znajdowaty si¢ dodatkowo cztery jony
Zn(Il) (Rozdzial 5.3). Skoro oddziatywania migdzydomenowe sg istotne dla kompleksow
zredukowanych, mozliwe jest, ze jony te oddziatuja z dwiema domenami i dobudowuja si¢ do
stabilnych klastréw Cu(I)sCysof 1 ZnsCysiia. Utlenione kompleksy MT3, jak i zmieszanych
izolowanych domen tworzg tozsame formy przej$ciowe pod wzgledem zawartosci Cu(l). Dla
tych kompleksow oddziatywania miedzydomenowe nie wydaja si¢ wiec konieczne. Moze to
potwierdza¢, ze podczas metalacji MT3, pierwsze cztery jony Cu(I), pochodzace z redukcji
Cu(Il) oddziatujg tylko z domeng B 1 tworzg w niej dwa mostki disulfidowe (obecnos¢ jednego
z nich potwierdzono za pomoca MS, Rozdziat 5.9), a dopiero kolejne jony Cu(Il) oddziatuja
z domeng a.

Chcac zlokalizowac¢ jony Zn(II), ktére pozostajg zwigzane w wysyconych kompleksach
MT3- Cu()13ZnoMT3 1 Cu(l)sZnoMT3ox, sprawdzono stechiometri¢ réznie wysyconych,
mieszanych kompleksow domen. Jak przedstawiono na Rycinie 42A 1 B, wraz z dodawaniem
kolejnych jonow Cu(l) do Znsa 1 Zn3fB, wypierane sa jony Zn(Il) i tworzone s3 kompleksy
mieszane. Domena a tworzyta dwa stabilne kompleksy mieszane- z czterema oraz siedmioma
jonami Cu(I). W kompleksach tych obecne sg mieszane klastry- Cu(I)4Zn2Cysii oraz
Cu(I)7Zn1Cys11. Nie wiadomo jednak, czy jony Cu(I) 1 Zn(II) s3 w nich koordynowane przez te
same reszty cysteinowe, a atomy siarki tworzg wigzania mostkujace z Cu(l) i Zn(Il), czy tez
w obregbie jednego klastra tworzone sa dwa centra metaliczne. Obecno$¢ miedziowo-
cynkowego klastra tworzacego wspoOlny rdzen byloby czym$ nowym, gdyz do tej pory nie
udowodniono obecnosci takiego klastra w biatkach. Nawet badania z wykorzystaniem NMR
nie pozwolity na lokalizacj¢ jonéw Cu(I) w mieszanych kompleksach domenowych mysiej MT

i na okre$lenie oddzialywan jonow Cu(l) i Zn(II) w obrgbie jednego klastra, a autorzy tej pracy
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jedyng szans¢ na rozwigzanie struktury miedziowo-cynkowych komplekséw upatrujg
w krystalografii.!®* Co istotne, wysycenie domeny a-MT3 siedmioma jonami Cu(I) powoduje
dysocjacje trzech jonow Zn(Il), w zwigzku z czym jeden jon Zn(Il) pozostaje zwigzany. Zatem
jeden z dwoch jonow Zn(Il) w kompleksie Cu(I)13Zn2MT3, moze by¢ zwigzany w domenie a.
W przypadku domeny B, tworzone byly kompleksy z czterema oraz szeScioma jonami Cu(l).
Wiazanie tych jonow przez Zn3B-MT3 skutkuje powstaniem Cu(I)4Zni-MT3 oraz
Cu(Dep-MT3. Z domeny [ wypierane sa wiec wszystkie jony Zn(Il), a powstalty w peini
wysycony kompleks jest homometaliczny. Wysycanie jonami Cu(I) obu izolowanych domen
osobno skutkuje otrzymaniem kompleksow Cu(I)7Zn1a-MT3 i Cu(I)sp-MT3. Zawartos¢ jonow
Cu(I) odpowiada wigc ilosci jonéw Cu(l) w kompleksie biatkowym, nie zgadza si¢ natomiast
ilo$¢ jonow Zn(II). Aby sprawdzi¢ czy do zachowania catkowitej stechiometrii konieczne jest
potaczenie domen tacznikiem KKS czy wystarcza jedynie oddziatywania niekowalencyjne tych
domen, taki sam eksperyment przeprowadzono poprzez dodawanie jonow Cu(l) do uktadu
zawierajacego dwie zmieszane domeny. Jak przedstawiono na Rycinie 43 i w Tabeli 11,
wysycenie Zn7af3-MT3 trzynastoma jonami Cu(l) powoduje wyparcie okoto szesciu jondw
Zn(II) z domen, a jeden jon pozostaje zwiazany. Co ciekawe, az do dodania 11 rownowaznikow
molowych Cu(I) w zmieszanych kompleksach domenowych pozostaja az 3 jony Zn(Il), co
moze $wiadczy¢ o tym, ze domeny te oddziatuja ze sobg nawet nie bedac potaczone, gdyz
proces wigzania Cu(l) 1 dysocjacji Zn(II) nie jest analogiczny do tego obserwowanego dla
dwoch domen wysycanych oddzielnie. Pomimo tego oddziatywania, stechiometria mieszanych,
domenowych kompleksow zredukowanych, odbiega od tej obserwowanej dla calej MT3-
obserwowana jest taka sama zawarto$¢ Cu(l), a roznice obserwuje si¢ w zawartosci jonow
Zn(Il). Zatem do utworzenia poprawnej struktury MT3 konieczne jest kowalencyjne potacznie
domen i podczas gdy jeden jon Zn(Il) jest zwigzany bezposrednio z domeng o, drugi jon moze
by¢ stabilizowany oddzialywaniami elektrostatycznymi pomigdzy domenami potaczonymi
tacznikiem KKS.

Analogiczne wnioski mozna wyciagna¢ dla kompleksow utlenionych. Podczas
wysycania Znso jonami Cu(Il), tworzony jest kompleks mieszany Cu(I)aZnio-MT3ox, a z Zn3f3
powstaje kompleks Cu(I)sf-MT3ox. Gdy do zmieszanych domen dodawano jony Cu(Il),
ponownie obserwowano dysocjacj¢ szesciu jonow Zn(II), a w finalnie wysyconym kompleksie
Cu(I)sZniaf-MT3.x pozostat jeden jon Zn(II). Proces metalacji obu domen znacznie bardziej
odzwierciedla metalacj¢ kazdej z domen osobno 1 nie sugeruje, ze oddzialujg one ze sobg.
Wiazanie czterech pierwszych jonow Cu(l), pochodzacych z redukcji Cu(Il), powoduje
dysocjacje trzech jonéw Zn(II) prawdopodobnie z domeny B, a kolejne cztery jony Cu(l)
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wypieraja kolejne trzy jony Zn(Il) z domeny a. Jednak podobnie jak obserwowano dla
kompleksow zredukowanych- domenowych i biatkowych, catkowita ilos¢ jonéw Zn(II) jest
rézna, a oddzialywania mi¢dzydomenowe s3a kluczowe dla zachowania stechiometrii
kompleksow mieszanych.

Domeny moga wigc stuzy¢ jako model stechiometryczny dla miedziowych kompleksow
metalotionein, gdyz podczas wysycania apodomen tworzone sg analogiczne kompleksy jak dla
apoMT3. Nie sa one jednak dobrym modelem przy opracowywaniu $ciezek metalacji,
poniewaz dla obu tych form pojawialy si¢ inne posrednie kompleksy, a dodatkowo
obserwowano roznice w kolejnosci wysycania domen. Dla mieszanych kompleksow
biatkowych izolowane domeny takze nie sg odpowiednim modelem. Oprécz tworzonych
innych form posrednich, obserwuje si¢ inng zawartos¢ jonéow Zn(Il) w finalnie wysyconych
kompleksach. Sugeruje to, ze do prawidlowego formowania si¢ klastrow wewnatrz biatka
1 uzyskania odpowiedniej struktury kluczowe sa nie tylko niekowalencyjne oddziatywania
miedzydomenowe, ale takze ich potaczenie facznikiem KKS, o czym §wiadczy rowniez inny
przebieg widm CD dla w pelni wysyconych miedziowych i miedziowo-cynkowych
kompleksow domenowych i biatkowych (Ryc. 62). Zatem wszelkie niescistosci w obecnym
stanie wiedzy na temat oddziatywan jonow Cu(I)/Cu(Il) z MT moga wynika¢ ze Zle dobrane;j

metodologii i z bezposredniego przektadania wiasciwosci kompleksow domenowych, na efekty

zachodzace w catym biatku,!60-164
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Rycina 62. Widma wysyconych kompleksow aff-MT3 (zielony) oraz MT3 (niebieski) zredukowanych,
miedziowych (A), zredukowanych, mieszanych (B), utlenionych, miedziowych (C) oraz utlenionych,
mieszanych (D).

5.11 Wplyw oddzialywania mi¢dzydomenowego w bialku na

powinowactwa jonow Cu(I)/Cu(II)

W Zaktadzie Chemii Biologicznej wykazano, ze izolowane domeny MT2 wiaza jony Zn(II)
mocniej niz MT2.!23 Miejsca wiazania w calym biatku maja zréznicowane powinowactwa,

przez co MT2 moze wystepowac jako biatko czgsciowo wysycone- ZnssMT2 1 dziata¢ jako
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bufor metaliczny, wiazac lub oddajac jony metalu do odpowiednich apobiatek.”%*’
Powinowactwa Zn(II) wzgledem oddzielnych domen s3 natomiast znacznie bardziej
wyréownane. Roznice w warto$ciach K2 przypisano réznicom w dynamice koordynacyijne;.
MT2 ze wzgledu na oddziatywania elektrostatyczne pomigdzy i1 wewnatrz domen, jest
sztywniejsza 1 bardziej zorganizowang strukturg. Rozdzielenie domen powoduje, ze
oddziatywania te sg niszczone, a domeny staja sie bardziej elastyczne.'?* Avinash Kumar Singh
1 wspotpracownicy wykazali, ze polaczenie domeny B z matym, sztywnym biatkiem- wiling-1,
skutkuje czesciowym przywroceniem wilasciwosci obserwowanych dla catego bialka,
potwierdzajac tym samym znaczenie oddziatywan miedzydomenowych, ograniczajgcych
elastycznoéé i umozliwiajacych poprawne formowanie klastrow.'”* Chcac sprawdzié jak
elastycznos¢ ta wplywa na powinowactwa jonéw Cu(I) w domenach zastosowano chelatory
miedziowe BCA i BCS (Ryc. 10).

Konieczno$¢ uzycia chelatora BCA wskazuje na znaczne obnizenie powinowactw Cu(I)
do izolowanych domen zaréwno w kompleksach utlenionych, jak i zredukowanych. Wartosci
Kd&'D w miedziowych kompleksach domen a i p MT3 maleja wraz z wysycaniem, jednak
nawet najwyzsze powinowactwo jest o ponad dwa rzedy nizsze niz najnizsze powinowactwa
w miedziowym kompleksie MT3 (Ryc. 47A, B, Tab. 12). Powodem wzrostu powinowactw
wraz z wysycaniem, jest tworzenie stabilniejszych i1 bardziej zorganizowanych struktur.
Dynamiczny spadek Kq"® dla zredukowanych kompleksow domen, obserwuje sie az do
utworzenia Cu(I)40-MT3 1 Cu(I);p-MT3. Preferencyjne tworzenie tych kompleksow
obserwowano rowniez na widmach CD (Rycina 40A, B). Mozliwe jest wiec, ze jony Cu(l)
w kompleksach Cu(I)s0-MT3 1 Cu(I);-MT3 wigzane sg przez wszystkie reszty cysteinylowe,
tworzac pierwszy klaster, a kolejne jony Cu(I) koordynowane sg wigzaniami mostkujacymi, nie
wplywajac znaczaco na srednig warto$¢ powinowactwa (Ryc. 63).

A

Rycina 63. Schemat metalacji domen B-MT3 (A) i a-MT3 (B) jonami Cu(l). Pierwsze jony wigzane sa
w stabilny kompleks Cu(I)4sa-MT3 i Cu(I);f-MT3, a metal koordynowany jest w geometrii trygonalnej,
a kolejne jony wigzane sg w geometrii dygonalnej, wigzaniami mostkujgcymi i nie wptywaja znaczaca
na $rednig warto$¢ KO,
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Dodatkowo, zgodnie z wiedzg iz poczatkowo jony Cu(l) koordynowane sg w geometrii
trygonalnej, a dopiero wraz z koncem wysycania w geometrii dygonalnej,'®**> mozna
przypuszczac iz w stabilnym kompleksie posrednim, metale wigzane sg przez trzy atomy siarki
reszt cysteinowych, a pdzniej liczba koordynacji zmienia si¢ na dwa. Analogiczng zalezno$¢
obserwuje si¢ dla kompleksow utlenionych- pierwsze trzy jony Cu(Il) wigzace si¢ do domeny
a oraz dwa do domeny B powoduja wzrost sity wigzania, a kolejne jony nie wplywaja na
powinowactwo lub obnizajg je.

Dla mieszanych komplekséw widoczny jest inny trend- powinowactwo Cu(I) maleje
wraz z wysycaniem domen. Kompleksy mieszane tworzone sg przez dodatek jonow
Cu(I)/Cu(Il) do wysyconych cynkiem fragmentéw biatkowych. Zatem geometria wigzania
wymuszana jest przez zwigzane w kompleksie jony Zn(II), co moze poczatkowo wptywaé na
destabilizacje klastrow. Jednak podobnie jak obserwowano dla calych metalotionein,
powinowactwa Cu(I) do domen MT3 w pelni wysyconych kompleksach miedziowych
i miedziowo-cynkowych sg zbiezne, co $wiadczy o tym, ze pomimo innej $ciezki metalacji
i obecnosci jonéw Zn(II) w mieszanym kompleksie domeny o, tworza si¢ podobne klastry
o zblizonej sile wigzania Cu(l).

Aby sprawdzi¢ czy zmieszanie domen umozliwia odtworzenie oddziatywan
elektrostatycznych obecnych w biatku wyznaczono powinowactwa jonoéw Cu(I)/Cu(Il)
w uktadach zawierajacych obie domeny w stosunku molowym 1:1. Jak opisano w Rozdziale
4.3.5, chelator BCA okazat si¢ zbyt stabym konkurentem wzglgdem zmieszanych domen MT3,
co sugeruje, ze domeny o i B, nawet niepolaczone tacznikiem KKS oddziatuja ze soba.
Powinowactwa miedziowych kompleksow zmieszanych domen, zaréwno zredukowanych, jak
1 utlenionych, znacznie bardziej oddaja powinowactwa komplekséw biatkowych niz oddzielne
domeny (Rycina 64A, C). Najwieksze réznice pomiedzy wartosciami Kq““®, wynoszace okoto
1,5 rzedu, obserwowano dla komplekséw nie w petni wysyconych. Wartosci Kq“'®
kompleksow zredukowanych staja si¢ niemalze takie same od dodania 6smego rownowaznika
molowego Cu(l), a utlenionych od szostego rownowaznika. Ponownie wskazuje to na réznice
w procesach metalacji 1 na istot¢ oddzialywan migedzydomenowych, dla nie w pelni
uksztaltowanych klastrow. Warto zaznaczy¢ jednak, ze domeny niepotaczone kowalencyjnie,
pomimo tego, ze odzyskuja cze$¢ oddzialywan elektrostatycznych i bardziej oddaja
wlasciwosci biatka, niz kazda z domen osobno, wcigz nie s3 idealnym modelem

stabilno$ciowym dla miedziowych komplekséw metalotionein.
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Rycina 64. Porownanie wartosci -logK,“"® w réznie wysyconych kompleksach biatkowych (niebieski)
1 domenowych (zielony) zredukowanych, miedziowych (A), zredukowanych, mieszanych (B),
utlenionych, miedziowych (C) i utlenionych, mieszanych (D).

Dla komplekséw mieszanych obserwuje si¢ inng zalezno$¢- poczatkowo jony Cu(I)
wiazace sie¢ do wysyconych Zn(Il) domen lub calej MT3 cechuja si¢ zblizonymi warto$ciami
Kq®'D, a roznice nie przekraczajg jednego rzedu (Rycina 64B, D). Dalsze wypeianie klastrow
prowadzi do stopniowego rdznicowania powinowactw, zwlaszcza dla kompleksow
zredukowanych. Jak wspominano wczesniej, tworzeniu mieszanych kompleksow towarzyszy
przearanzowanie stabilnych klastrow cynkowych, do klastrow miedziowych lub miedziowo-
cynkowych, a zwigzany Zn(Il) wymusza inng koordynacj¢ jonéw Cu(l) i wptywa na
powinowactwo. W zredukowanym kompleksie domenowym, zawarto$¢ jonow Zn(Il) malata
bardziej dynamicznie od dodania 11 réwnowaznika molowego, az do pelnego wysycenia
1 wlasnie od tego punktu obserwowane jest znaczne obnizenie powinowactwa. W wysyconym
kompleksie domenowym- Cu(I)13Zni1af-MT3 znajduje si¢ jeden jon Zn(Il) mniej niz
w kompleksie biatkowym- Cu(I)13ZnoMT3, przez co stabilizacja jest mniejsza, a roznice
w powinowactwie wigksze. W kompleksach utlenionych, zawarto$¢ jonéw Zn(II) w domenach
1 w biatku zmienia si¢ liniowo wraz z dodawaniem Cu(II). W kompleksach domenowych kazdy
wigzacy sie jon Cu(l), pochodzacy z redukcji Cu(ll), wypiera wigksza ilos¢ rbwnowaznikow
Zn(Il) niz z MT3, co skutkuje powstaniem odmiennych kompleksow- Cu(I)sZniof-MT3ox
1 Cu(I)sZn2MT3ox. Zatem w kazdym kompleksie zawierajacym taka samg ilo§¢ jonow Cu(l),
efekt stabilizacji Zn(I) jest mniejszy. Wydaje si¢ wiec, ze rdéznice w powinowactwach
pomiedzy zmieszanymi izolowanymi domenami, a calym bialkiem wynikaja z r6znic
w zawartosci Zn(Il). Zatem oddziatywania miedzydomenowe, ktdre jak wspomniano wczesniej
sa niezbedne do utworzenia poprawnej formy kompleksu mieszanego- Cu(l)13Zn2MT3
1 Cu(I)sZnaMT3x, posrednio wptywaja rowniez na wtasciwosci termodynamiczne kompleksow

mieszanych, zredukowanych i utlenionych.
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6. Podsumowanie

W niniejszej pracy doktorskiej scharakteryzowano zredukowane i utlenione kompleksy
dwoéch izoform metalotionein- 2 1 3. Po raz pierwszy przeprowadzono w roztworze,
w neutralnym pH peing analize¢ stechiometryczng i stabilnosciowa tworzonych form. Izoformy
te, w literaturze opisywane sg jako biatka o odmiennym charakterze: miedziowym- MT3 oraz
cynkowym- MT2, czego nie udalo si¢ jednoznacznie potwierdzi¢ w toku przeprowadzonych
badan. Maksymalne wysycenie obu izoform nastepuje po zwigzaniu takiej samej ilosci jondw
Cu(I)- 13 dla kompleksow zredukowanych oraz 8 dla kompleksow utlenionych, niezaleznie czy
tworzony jest kompleks miedziowy czy kompleks miedziowo-cynkowy. Badania
przeprowadzone na izolowanych domenach pozwalaja stwierdzi¢, iz sze$¢ jonow Cu(l)
wigzanych jest przez domeng B, a siedem przez domeng a, gdy tworzone sg kompleksy w petni
zredukowane oraz po cztery jony Cu(l) w kazdej z domen, gdy tworzone sa kompleksy
utlenione. Warto zaznaczy¢ jednak, iz wysycajac biatka cynkowe otrzymywane sa kompleksy
heterometaliczne, a w finalnie wysyconym kompleksie pozostaja dwa jony Zn(II). Centra
metaliczne w kompleksach miedziowych i miedziowo-cynkowych beda si¢ wiec roznity.
Najprawdopodobniej w domenie B obecny bedzie klaster miedziowy, taki sam jak w przypadku
kompleksu homometalicznego, a w domenie o klaster mieszany- miedziowo-cynkowy. Jak
wykazano dla izolowanych domen, w domenie a pozostaje jeden jon Zn(II), a lokalizacja
drugiego jonu jest wcigz niejasna. Opierajac si¢ jednak na badaniach kompleksu
Cu(I)4ZnsMT3ox, w ktorej jony Cu(l) byly wigzane w domenie B, a jony Zn(Il) w domenie
o, mozna przypuszczac, iz drugi jon Zn(II) w kompleksach w petni wysyconych Cu(I), takze
znajduje si¢ w wigkszej z domen, a do petnego utworzenia klastra Cu(I)7Zn2Cys11 konieczne sg
oddziatywania miedzydomenowe, ktore stabilizujg wysycone klastry. Dodatkowo wykazano,
ze w kompleksie CusZnsMT3ox jeden z mostkow disulfidowych z cata pewnoscia tworzony jest
przez reszty cysteinylowe domeny 3, a drugi réwniez najprawdopodobniej zlokalizowany jest
w mniejszej domenie. Zatem w tworzenie klastra metalicznego, stabilizowanego dwoma
wigzaniami disiarczkowymi, zaangazowanych jest pie¢ reszt cysteinylowych. Pomiedzy
izoformami MT2 i MT3 zaobserwowano réznice w procesach metalacji 1 stabilno$ci
tworzonych komplekséw posrednich, jednak finalne kompleksy wydaja si¢ by¢ do siebie
podobne, zaréwno stechiometrycznie jak 1 stabilnosciowo. Dodatkowo potwierdzono zdolnos¢
MT3 do hipermatalacji Cu(I), podczas ktoérej kazda z domen zwigza¢ moze kolejny jon Cu(l).
Weczesdniej zjawisko to zaobserwowano dla MT3 wysycanej Zn(II), ktora zwigza¢ mogta do

9 jondéw Zn(Il), a ta zwigkszong pojemnos¢ biatka przypisano obecnosci kwasnej wstawki
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aminokwasowe] w domenie a. Wyznaczono takze powinowactwa jonéw Cu(I) w miedziowych
i mieszanych kompleksach zredukowanych i utlenionych. Najmocniejsze wigzanie jonéw Cu(l)
obserwuje si¢ w miedziowych kompleksach MT3, a najstabsze w miedziowych kompleksach
MT2, w ktorej powinowactwa nie sg zroznicowane. Jony Cu(I) w mieszanych kompleksach
MT2 i MT3 wigzane sa z podobnymi powinowactwami. Wyznaczone state Kq'®
i przygotowane rozkltady form kompleksowych pozwalaja sadzi¢, ze w warunkach
fizjologicznych, gdy stezenie labilnej Cu(I) wynosi ponizej 10'® M, MT2 oraz MT3 beda
tworzyly kompleksy nie w petni wysycone Cu(l). Izoformy te moga wigc dynamicznie
reagowac na fluktuacje [Cu(I)/Cu(Il)] i poprzez zmian¢ stopnia metalacji moga dziata¢ jako
akceptor jonéw Cu(Il) i odbiera¢ te kluczowe jony metali od chaperonéw miedziowych.
Dalszych badan wymaga jednak okreslenie zdolnosci takich kompleksow do dziatania jako
donor jonoéw Cu(I). Obecna wiedza na temat pozostalych bialek miedziowych nie pozwala
stwierdzi¢ czy MT maja szanse oddawac jony Cu(l). Zatem umiejscowienie MT w szlaku
transportu Cu(I)/Cu(Il) jest wciaz niepetne. Na przykladzie aktywacji cynkowo-zaleznego
enzymu SDH, potwierdzono jednak wiasciwosci donorujace Zn(II) miedziowo-cynkowych
MT. Pozwala to sadzi¢, ze nawet po zwigzaniu Cu(I), metalotioneiny wcigz moga petni¢ swoje
funkcje buforujace i stanowi¢ donor i1 akceptor Zn(Il). Ta cecha metalotionein sugeruje, ze
glowne funkcje MT powigzane sg z utrzymywaniem homeostazy Zn(Il), a dzigki duzej
zawartos$ci reszt cysteinowych biatko to moze dziata¢ takze jako przejSciowy magazyn Cu(l),
zapobiegajacy szkodliwym dzialaniom tego redoksowo-aktywnego metalu.

Wykazano takze, ze izolowane domeny moga by¢ wykorzystywane jako model
stechiometryczny, jednakze tylko dla w pelni wysyconych komplekséw homometalicznych, dla
ktorych oddziatywania elektrostatyczne pomiedzy tworzonymi klastrami nie sg konieczne.
Przeprowadzone badania pozwalaja stwierdzi¢, iz domeny nie moga by¢ wykorzystywane do
okreslania stabilnosci tworzonych form- zwlaszcza gdy kazda z domen analizowana jest
osobno. Fragmenty bialek sg bardziej elastyczne, przez co tworzone kompleksy miedziowe sg
znacznie stabsze. Zmieszanie dwoch domen odtwarza czes¢ oddziatywan, a obserwowane
powinowactwa staja si¢ blizsze powinowactwom w biatku, jednak wcigz nie w pehi

odzwierciedlajg uktad biatkowy.
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as a metal buffer. 2"! Metal-Binding Peptides conference, 10-12.07.2024, Tuluza, Francja.
Prezentacja posterowa: Alicja Orzel, Artur Krezel. The influence of Zn(II) on the binding
of Cu(l) in the mixed Cu(I)/Zn(II)-MT3 complex. 45" International Conference on
Coordination Chemistry. 28.07-3.08.2024, Fort Colins, Kolorado, USA.

Prezntacja posterowa: Alicja Orzel, Artur Kr¢zel. New advancements in the understanding
of zinc and copper metabolism — interplay of Cu(l) and Zn(Il) ions in mixed
metallothionein-3 complexes. The 49" FEBS Congress, 5-9.07.2025, Stambut, Turcja.
Prezentacja posterowa: Alicja Orzel, Artur Krgzel. Copper and Zinc Interplay in
Metallothionein-3 — Structural and Thermodynamic Insights. The 21%' International
Conference on Biological Inorganic Chemistry (ICBIC-21), 5-9.07.2025, Long Beach,
Kalifornia, USA.

Prezentowane przez wspOlpracownikow:

1.

2.

Prezentacja posterowa: Olga Kerber, Jozef Tran, Alicja Misiaszek, Aleksandra
Chorazewska, Artur Krezel. Silver binding to a peptide model of Rad50 interprotein hook
domain. International Conference on Metal-Binding Peptides, 5-8.07.2022, Nancy, Francja.
Prezentacja posterowa: Alicja Orzel, Artur Krezel. The thermodynamic and structural
interplay of zinc and copper in the mixed Cu(I)/Zn(I1)-MT3 species: New insights into zinc
and copper metabolism. The 8" International Society for Zinc Biology Meeting: ISZB2024,
1-6.12.2024, Merida, Meksyk.

166



3.

Prezntacja posterowa: Alicja Orzel, Artur Krezel. Zn(Il) and Cu(I) Binding Properties of
Human Metallothionein-3, Neuronal Growth-Inhibitory Factor. The 39" Protein Society
Annual Symposium (PS39), 26-29.06.2025, San Francisco, Kalifornia, USA.

Prezentacja posterowa: Bartosz Bednarz, Alicja Orzel, Artur Krezel. Efficient Cu(l)
transfer from the C-terminal tail of Ctr-1 to zinc metallothionein-2 and GSH — implications

for cellular copper homeostasis. The 49" FEBS Congress, 5-9.07.2025, Stambut, Turcja.

Otrzymane stypendia:

1.

Grant BPIDUB.4610.177.2024 w ramach programu Mtlody Badacz Uniwersytetu
Wroctawskiego na wyjazd na konferencje naukowa, 45" International Conference on
Coordination Chemistry. Kwota dofinansowania: 1633,40 USD + 5150 PLN.

Grant BPIDUB.4610.126.2025 w ramach programu Mtody Badacz Uniwersytetu
Wroclawskiego na wyjazd na konferencje naukowg, 21% International Conference on

Biological Inorganic Chemistry. Kwota dofinansowania: 2331,50 USD + 5150 PLN.

Uczestnictwo w projektach naukowych:

1.

Wykonawca w projekcie OPUS nr 2021/43/B/NZ1/02961 ,,Struktura i rola miedziowo-
cynkowych metalotionein w komdérkowym buforowaniu jonéw miedzi i cynku”,
kierownik projektu: prof. dr hab. Artur Krgzel;

Wykonawca w projekcie OPUS nr 2019/33/B/ST4/02428 ,Nowe regioselektywne
strategie w chemicznej i biochemicznej modyfikacji bialek”, kierownik projektu: prof.

dr hab. Artur Krezel.

Szkolenia:

1.

10-12.01.2023, Wroctaw. Szkolenie: Advanced and IMS-coupled Proteomics and Native
MS Analysis of Proteins;

2. 20-22.11.2023, Wroclaw. Szkolenie: Zastosowanie techniki LC-MS/MS.

Dziatalnos¢ dodatkowa:

Popularyzacja nauki w ramach Dolno$laskiego Festiwalu Nauki, warsztaty ,,Z-Rozum

Biotechnologi¢™; 14.09.2024, Wroctaw.
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