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Streszczenie 

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

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

patologicznych. Dlatego też w utrzymywanie homeostazy tych kluczowych jonów metali 

zaangażowanych jest szereg ściśle współpracujących ze sobą białek, tworzących 

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

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

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

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

(~30%) stanowią idealny ligand dla jonów metali, będących miękkimi oraz pośrednimi 

kwasami, takimi jak Cu(I), Zn(II), czy Cd(II). Z tego względu ich głównymi funkcjami są 

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

jonów metali. Te dwie ostatnie funkcje zostały dobrze poznane dla jonów Zn(II), dzięki 

badaniom właściwości biofizykochemicznych cynkowych kompleksów metalotionein. Jednak 

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

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

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

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

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

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

 Zastosowanie technik spektroskopowych umożliwiło określenie pojemności 

metalotionein do wiązania jonów Cu(I), zarówno w kompleksach zredukowanych, tworzonych 

wewnątrzkomórkowo, jak i utlenionych, tworzonych zewnątrzkomórkowo. Dodatkowo, 

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

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

i utlenionych kompleksach, pozwoliło przybliżyć funkcję tychże białek w utrzymywaniu 

homeostazy miedzi, a poprzez wykonanie analogicznych eksperymentów w kompleksach 

mieszanych określono wpływ jonów Zn(II) na wartości Kd
Cu(I). W celu sprawdzenia czy, 

miedziowo-cynkowe MT mogą wciąż działać jako bufor cynkowy, przeanalizowano także 

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

izolowanych domenach MT3, określono kluczowość łącznika KKS i niekowalencyjnych 

oddziaływań międzydomenowych na stechiometrię i powinowactwa kompleksów 

metalotionein. Wykorzystując spektrometrię mas jeszcze dokładniej scharakteryzowano 

11:11400



12 

 

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

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

kompleksie oraz określono lokalizację mostków disulfidowych, co umożliwiło wgląd  

w strukturę tychże form. 
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Abstract 

Zn(II) and Cu(I)/Cu(II) 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(II) 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(I), 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(I) 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(II) ion concentrations. Determining the affinities of 

Cu(I) 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 Kd
Cu(I) values. To determine whether 

copper-zinc MTs can still function as a zinc buffer, the effect of Cu(I) ions on Zn(II) 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)4Zn4MT3ox complex, isolated from mammalian brains. The use of alkylating modifiers 

and top-down approach allowed us to map the Cu(I) and Zn(II) ions in this complex and 

determine the location of disulfide bridges, providing insight into the structure of these forms. 
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Wykaz skrótów 

ACN acetonitryl 

ALS stwardnienie zanikowe boczne (ang. amyotrophic lateral sclerosis) 

BCA kwas 2,2’-bicynchoninowy 

BCS sól disodowa kwasu batokuproinodisulfonowego 

CBP białko wiążące chitynę (ang. chitin binding protein) 

CID dysocjacja indukowana kolizją (ang. collision-induced dissociation) 

DCM dichlorometan 

DIC N,N′-diizopropylokarbodiimid 

DMF N,N-dimetyloformamid 

DMSO dimetylosulfotlenek 

DRA anionorodnik disiarczkowy (ang. disulfide radical anion)   

DTNB 5,5ʹ-ditiobis(kwas 2-nitrobenzoesowy), odczynnik Ellmana 

DTT DL-ditiotreitol 

EDT 1,2-etanoditiol 

EDTA kwas etylenodinitrylotetraoctowy 

ESI-MS spektrometria mas z jonizacją typu elektrosprej 

F0 bazowa intensywność fluorescencji sensora 

F90 fluorescencja kompleksu Zn(ZnAF-2F), po 90 min inkubacji z kompleksem MT 

FAST technologia oprogramowania do analizy fluorescencji (ang. fluorescence analysis 

software technology) 

Fmoc grupa 9-fluorenylometoksykarbonylowa 

GIF czynnik hamujący wzrost (ang. growth inhibitory factor) 

GluFib B ludzki fibrynopeptyd B [Glu1] (ang. [Glu1]fibrynopeptide B human) 

GSH zredukowany glutation 

HEPES kwas 2-[4-(2-hydroksyetylo)piperazyn-1-ylo]etanosulfonowy 

HIF-1 czynnik transkrypcyjny aktywowany w warunkach hipoksji (ang. hypoxia-inducible 

factor 1) 

HPLC wysokosprawna chromatografia cieczowa  (ang. high-performance liquid 

chromatography) 

HRE element odpowiedzi na hipoksję (ang. hypoxia response element) 

HSAB teoria twardych i miękkich kwasów i zasad (ang. hard and soft acids and bases 

theory) 
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HTT huntigtyna 

IAM jodoacetamid 

IMPACT metoda oczyszczania z wykorzystaniem inteiny i znacznika wiążącego chitynę (ang. 

intein mediated purification with an affinity chitin-binding tag) 

IPTG izopropylo β-D-1-tiogalaktopiranozyd 

Kd stała dysocjacji 

LB bulion lizogenny (ang. lysogeny broth) 

LMCT przejście z przeniesieniem ładunku z ligandu na metal (ang. Ligand-to-metal charge 

transfer) 

MRE element odpowiedzi na metal (ang. metal response element) 

MTF-1 czynnik transkrypcyjny 1 odpowiedzi na metal (ang. metal regulatory transcription 

factor 1) 

NAD+ utleniony dinukleotyd nikotynoamido-adeninowy 

NADH zredukowany dinukleotyd nikotynoamido-adeninowy 

NEM N-etylomaleimid 

NMR spektroskopia magnetycznego rezonansu jądrowego (ang. nuclear magnetic 

resonance) 

NPSC 2-nitrofenylosenocyjanian 

OD600 gęstość optyczna przy 600 nm (ang. optical density at 600 nm) 

Oxyma kwas etylo(2-cyjano-2-(hydroksyimino)octanowy 

PAR 4-(2-pyridylazo)rezorcyna 

RFT reaktywne formy tlenu 

SDH dehydrogenaza sorbitolowa 

SOC superoptymalna pożywka z represją kataboliczną (ang. super optimal broth with 

catabolite repression) 

TB wzbogacone medium mikrobiologiczne (ang. Terrific broth) 

TCEP chlorowodorek tris(2-karboksyetylo)fosfiny  

TFA kwas trifluorooctowy 

TIPS triizopropylosilan 

TNB- anion 2-nitro-5-tiobenzoesowy 

ZnAF-2F 6-{2-[bis(2-pirydylometylo)amino]-etyloamino}-2ʹ,7'-difluorofluoresceina 
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1. Wstęp teoretyczny 

1.1 Właściwości chemiczne i biologiczne cynku  

Cynk, który w organizmie występuje jako kation Zn(II), jest metalem śladowym, ale jest 

niezbędny do jego prawidłowego funkcjonowania. Choć nazywany jest metalem śladowym, 

jego zawartość w organizmie jest relatywnie wysoka w porównaniu z innymi pierwiastkami 

śladowymi, co odzwierciedla jego fundamentalną rolę. Organizmy wszystkich królestw: 

bakterii, grzybów, protistów, roślin i zwierząt wymagają cynku, a jego niedobór skutkuje 

zaburzeniami wzrostu, metabolizmu i odporności.1,2 Każde z królestw cechuje się innym 

zapotrzebowaniem na cynk, a różnice widoczne są nawet pomiędzy poszczególnymi 

gatunkami. Na różnice te wpływają m.in. występowanie w danym środowisku, wielkość 

organizmu, czy złożoność szlaków metabolicznych i biochemicznych.1,3 Zwierzęta, jako 

organizmy najbardziej rozwinięte, cechują się najwyższym zapotrzebowaniem na cynk. U ludzi 

zawartość tego metalu waha się w granicach 1-4 g, co czyni go drugim po żelazie najczęściej 

występującym metalem bloku d.4 Największa jego część występuje w kościach oraz mięśniach, 

bo aż około 80-90%, a pozostała część lokalizuje się w innych tkankach, głównie w wątrobie  

i skórze.5 Wraz z wiekiem dzienne zapotrzebowanie na cynk wzrasta z 2 mg w okresie 

niemowlęcym, aż do 11 i 8 mg, odpowiednio dla dorosłych mężczyzn i kobiet.6 Dawkę tą 

pozwala pokryć zróżnicowana dieta, gdyż cynk znajduje się zarówno w pokarmach roślinnych 

jak i zwierzęcych. Największą zawartością cynku, który jest dobrze przyswajalny, cechują się 

owoce morze, zwłaszcza ostrygi, oraz mięso wołowe i jagnięce. Produkty roślinne, jak nasiona 

czy strączki, pomimo dużej ilości cynku, nie są najlepszym źródłem tego metalu, ponieważ 

zawierają dodatkowo fityniany, które stanowią inhibitor wchłaniania cynku, ze względu na fakt, 

iż tworzą nierozpuszczalne kompleksy z jonami Zn(II).7,8 Gdy dieta nie pokrywa 

zapotrzebowania na cynk, lub gdy zwiększa się zapotrzebowanie na ten metal, np. w okresie 

ciąży lub laktacji, stosuje się dodatkową suplementację, w postaci różnych form 

kompleksowych, cechujących się wysoką przyswajalnością, jak np. cytrynian, pikolinian, 

glukonian czy octan cynku.9 

1.1.1 Rola cynku u ludzi 

Analizy bioinformatyczne wskazują, że około 3000 białek ludzkich zaangażowanych jest  

w wiązanie jonów Zn(II), co stanowi około 10% wszystkich białek.2,10 Analiza ta nie jest jednak 

dokładna, gdyż nie obejmuje ona trudnych do identyfikacji kompleksów przejściowych oraz 

kompleksów międzybiałkowych, powstających z udziałem współkoordynacji jonów Zn(II), 

17:94665



18 

 

które są obecnie w zasadzie niemożliwe do identyfikacji.11 Mnogość białek wiążących Zn(II), 

świadczy o istocie tego metalu dla prawidłowego funkcjonowania organizmów. W Zakładzie 

Chemii Biologicznej zaproponowano podział białek cynkowych na pięć klas: katalityczną, 

strukturalną, klastrującą, transportującą oraz międzybiałkową (Ryc. 1). Opracowując podział 

ten, wzięto pod uwagę powiązanie struktury z funkcjami pełnionymi przez te białka.12 Struktura 

i geometria białkowych kompleksów cynkowych, zostanie opisana bardziej szczegółowo  

w Rozdziale 1.4. 

 

Rycina 1. Klasy białek cynkowych/miejsc wiążących Zn(II), podzielonych ze  względu na powiązanie 

struktury i funkcji: A) katalityczne (S-substrat), B) strukturalne, C) klastrujące, regulatorowe D) 

transportujące, E) międzybiałkowe. Rycina stworzona na podstawie Kochańczyk T, et al. Metallomics. 

2015.12 

 Jak przedstawiono na Rycinie 1, jony Zn(II) mogą być koordynowane przez białka  

w różny sposób, wpływając tym samym na jego funkcje. W samych enzymach, rola jonów 

Zn(II) może się różnić. Kofaktor ten może znajdować w miejscu katalitycznym, do którego 

wiązany jest tetraedrycznie (bardziej szczegółowy opis w Rozdziale 1.4) i być koordynowany 

przez trzy donory pochodzące od białka, a czwarty donor stanowi egzogenna cząsteczka, 

będąca np. substratem bądź OH-/H2O . Taką sferę koordynacji obserwuje się m.in. w anhydrazie 

węglanowej, fosfatazie alkalicznej, czy w karboksypeptydazie A.12 Jony Zn(II) mogą również 

stabilizować strukturę enzymów, jak np. w dysmutazie ponadtlenkowej. Funkcje strukturalne 

obserwuje się również w palcach cynkowych, których fałdowanie jest wspomagane przez metal 

(ang. metal-coupled folding).13 Motywy te po związaniu Zn(II) tworzą zorganizowane struktury 

zdolne do oddziaływań z innymi domenami białkowymi, DNA, RNA czy z lipidami. Kolejną 

klasę stanowią białka klastrujące, jak np. metalotioneiny. W białkach tych kilka jonów Zn(II) 

wiązanych jest w obrębie jednego klastra, a ligandy tworzą wiązania mostkujące. W białkach 

transportujących, jak np. ZIP, jony Zn(II) wiązane są z niskim powinowactwem, a zmiany 
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konformacyjne powodują, że metal koordynowany jest tylko podczas transportu błonowego. 

Ostatnią klasę stanowią oddziaływania międzybiałkowe, w których jony Zn(II) koordynowane 

są przez reszty aminokwasowe znajdujące się na powierzchni dwóch, a nawet trzech białek.11 

Takie wiązanie Zn(II) warunkuje utworzenie struktury czwartorzędowej i obserwowane jest 

m.in. w procesie homodimeryzacji haczyka cynkowego, który występuje w białku Rad50  

i w postaci kompleksu MRN rozpoznaje uszkodzenia DNA i umożliwia ich naprawę.12,14 

Mnogość klas miejsc wiązania Zn(II) pozwala tymże jonom pełnić wiele różnorakich 

funkcji. Zn(II) chroni przed uszkodzeniami oksydacyjnymi oraz działa jako czynnik 

transkrypcyjny, regulując szlaki komórkowe, takie jak proliferacja, różnicowanie komórek, czy 

apoptoza.5,15 Cynk wpływa także na odpowiedź immunologiczną, wspierając rozwój 

limfocytów T i B oraz regulując ilość produkowanych cytokin.16 Jako neuromodulator, cynk 

wpływa na aktywność neuronów, a jako stabilizator błon komórkowych, zapobiega 

peroksydacji lipidów.17,18 

1.1.2 Homeostaza cynkowa 

Ze względu na to, że cynk pełni szereg istotnych funkcji w organizmie, jego stężenie musi być 

ściśle regulowane i utrzymywane na odpowiednim poziomie. Zbyt wysokie stężenie jonów 

Zn(II) prowadzić może do aktywacji lub dezaktywacji wielu enzymów i ścieżek sygnałowych 

lub do nadmiernej ekspresji genów, co będzie wpływać niekorzystanie na funkcjonowanie 

komórek. Zbyt niski poziom będzie natomiast powodował odwrotne procesy, co także będzie 

prowadziło do patologicznych stanów. W homeostazę jonów Zn(II), czyli w utrzymywanie 

względnie stałego poziomu, przy zmiennych warunkach zewnętrznych, odpowiada szereg 

białek wiążących Zn(II), tworzących skomplikowaną, lecz synergiczną maszynerię. Przewód 

pokarmowy jest głównym miejscem regulacji całkowitego poziomu cynku, to w nim dochodzi 

zarówno do wchłaniania, jak i wydalania tego metalu.19 W procesy te zaangażowane są głównie 

dwie rodziny białek błonowych: Zip (SLC39) i ZnT (SLC30).20 U ludzi zidentyfikowano 14 

białek Zip, które będąc importerami cynku, odpowiadają za jego transport z przestrzeni 

międzykomórkowych i kompartmentów wewnątrzkomórkowych do cytozolu. Za wchłanianie 

cynku w jelitach, odpowiada białko Zip4, które lokalizuje się w enterocytach. Białka Zip tworzą 

homodimery i zawierają osiem domen transbłonowych, które są wysoko konserwowane. 

Jednakże w dwóch transporterach- Zip8 i Zip14, znajduje się reszta kwasu glutaminowego, 

zamiast występującej w pozostałych izoformach reszty histydynowej. Zamiana ta może 

wpływać na specyficzność tych transporterów względem metalu i oprócz transportu cynku, 

umożliwiać import żelaza, manganu, czy kadmu. Mechanizm działania transporterów Zip 
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wciąż nie został do końca poznany.21-24 Białka ZnT, wśród których wyróżnia się 10 izoform, są 

natomiast eksporterami i zmniejszają stężenie Zn(II) w cytozolu, poprzez ich wyrzut na 

zewnątrz komórki lub do odpowiednich kompartmentów. Białka te tworząc homodimer  

(z wyjątkiem ZnT5 i ZnT6) działają na zasadzie antyportu i transportują cynk wymieniając 

Zn(II)/H+. Wydaje się, że podobnie jak transportery Zip8 i Zip14, białka ZnT również mogą 

transportować inne jony metali. Wykazano, że ZnT14 może brać udział w transporcie 

manganu.21,25-27 

Zmienne stężenie jonów Zn(II) reguluje ekspresję konkretnych transporterów- Zip  

i ZnT. Izoformy poszczególnych transporterów mają różną lokalizację tkankową i komórkową, 

przez co zachowywana jest lokalna homeostaza cynku (Ryc. 2).28 Transportery cynkowe do 

jądra komórkowego oraz do mitochondriów przez długi czas pozostawały niepoznane. 

Jednakże w błonach tych struktur zidentyfikowano białko ZnT9, które działać może jako 

eksporter.29 Możliwe jest również, że jony Zn(II) przenikają do tych organelli kanałami 

magnezowymi Mrs2 lub transporterami wapniowymi. Nie wyklucza się również metalotionein, 

jako białek zaangażowanych w błonowy transport Zn(II).30,31 Metalotioneiny stanowią też 

rezerwuar tych kluczowych jonów metali i działając jako bufor metaliczny funkcjonują 

zarówno jako ich donor i akceptor, co szerzej zostanie opisane w dalszych częściach pracy. 

 

Rycina 2. Lokalizacja wewnątrzkomórkowa transporterów cynku ZnT i Zip7. Strzałkami przedstawiono 

kierunki transportu jonów Zn(II). Rycina stworzona w Biorender na podstawie Murakami M, Hirano T. 

Cancer Sci. 2008.28 
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1.2 Właściwości chemiczne i biologiczne miedzi 

Miedź, podobnie jak cynk, jest mikroelementem który jest niezbędny dla organizmów 

wszystkich królestw.32 U ludzi jest trzecim, najczęściej występującym metalem śladowym, 

zaraz po żelazie i cynku.33,34 Miedź występować może w organizmach żywych na dwóch 

głównych stopniach utlenienia: Cu(I) i Cu(II), zatem należy do metali redoks, przez co jej 

nadmiar może prowadzić do uszkodzeń oksydacyjnych, poprzez udział w reakcjach podobnych 

do reakcji Fentona. Z tego względu zapotrzebowanie na ten kluczowy, ale także toksyczny 

metal, jest znacznie niższe niż zapotrzebowanie na cynk. Średnie, dzienne zapotrzebowanie na 

miedź rośnie wraz z wiekiem i wynosi od 0,4 mg dla niemowląt, do 1,3 mg i 1,6 mg dla 

dorosłych kobiet i mężczyzn.35 Tak niskie zapotrzebowanie pokrywa zrównoważona dieta,  

a dodatkowa suplementacja nie jest wskazana. Do produktów bogatych w miedź należą orzechy 

i nasiona, podroby, czy owoce morza. Podobnie jak opisano dla cynku, istnieje kilka czynników 

zmniejszających wchłanianie miedzi, wśród których wyróżnić można: dużą zawartość fruktozy, 

wysokie stężenie innych metali, takich jak cynk czy kadm oraz obecność fitynianów.36,37 

1.2.1 Rola miedzi u ludzi  

Istotę miedzi dla prawidłowego funkcjonowania organizmów odkryto już w 1928 roku, kiedy 

to Hart i współpracownicy wykazali, że szczury karmione dietą mleczną, ubogą w jony miedzi, 

nie były w stanie produkować wystraczającej ilości krwinek czerwonych. Po wprowadzeniu 

miedzi do diety, anemia cofała się, a szczury wracały do zdrowia.38 Od tamtej pory 

udowodniono kluczowość tego metalu i zidentyfikowano wiele enzymów, w których miedź, 

pełniąc funkcje kofaktora, jest niezbędna. 

 Funkcje miedzi można podzielić na dwie grupy: miedź jako element strukturalny 

makrocząsteczek, w których metal zapewnia odpowiednią geometrię kompleksów i umożliwia 

tworzenie struktur wyższego rzędu oraz miedź jako kofaktor w enzymach, w których metal ten 

uczestniczy w reakcjach redoks i zmienia swój stopień utlenienia.39 Jak wspomniano wcześniej 

miedź ma dwa łatwo dostępne stopnie utlenienia- Cu(I) i Cu(II). Może się zdarzyć także, że 

występuje jako jon Cu(III), jednak tylko przejściowo, w miejscach aktywnych enzymów, jak 

np. w tyrozynazie.40 W metaloenzymach metal ten działała więc jako donor oraz akceptor 

elektronów.  

Poprzez obecność w takich enzymach jak: oksydaza cytochromu C, dysmutaza 

ponadtlenkowa, β-hydroksylaza dopaminy, peptydylo-α-monooksygenaza, ceruloplazmina czy 

tyrozynaza, miedź pełni różnorakie funkcje (Ryc. 3).33-34,41-43 Jest niezbędna dla prawidłowego 

rozwoju płodu, rozwoju i funkcjonowania mózgu, funkcjonowania układu odpornościowego, 
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wytrzymałości kości, a także tworzenia pigmentów i prawidłowego tworzenia i utrzymywania 

skóry i włosów.39 

 

Rycina 3. Funkcje miedzi u ludzi, wraz z enzymami, w których metal jest kofaktorem. Rycina stworzona 

w programie Biorender na podstawie 33-34,39,41-43. 

 

1.2.2 Homeostaza miedziowa 

Za utrzymanie homeostazy miedzi, czyli za koordynację wchłaniania, dystrybucji i wydalania 

z komórek i całego organizmu odpowiada kilka białek. U ludzi miedź wchłaniana jest głównie 

w dwunastnicy i jelicie cienkim.44,45 Do komórek jelita- enterocytów, dostaje się poprzez 

transporter Ctr-1. Wykazano, że regulacja ekspresji tego białka jest zależna od miedzi na 

zasadzie ujemnego sprzężenia zwrotnego- wysokie stężenie metalu hamuje ekspresję Ctr-1,  

a niskie stężenie metalu zwiększa ją.46 Białko to transportuje miedź jako jon jednowartościowy, 

zatem zewnątrzkomórkowa miedź musi zostać najpierw zredukowana- Cu(II) do Cu(I). 

Redukcja zachodzi z udziałem reduktaz błonowych, np. STEAP i DCYTB.47 Następnie metal 

wydzielany jest do krwioobiegu, gdzie jest utleniany i jako kompleks z albuminą, 

transkupreiną, lub glutationem trafia do wątroby, gdzie wychwytywany jest przez hepatocyty, 

do których transportowany jest przez białko Ctr-1, z wcześniejszą redukcją. W wątrobie miedź 

włączana jest do odpowiednich miedziowo-zależnych białek, transportowana do tkanek 

pozawątrobowych w kompleksach z ceruloplazminą- głównym transporterem miedzi w osoczu, 

a nadmiar jest wydalany z żółcią. Wątroba pełni więc główną rolę nad homeostazą miedzi 

regulując jej uwalnianie.39,47,48 

  W cytoplazmie miedź nie jest bezpośrednio włączana do białek docelowych, ale 

dostarczana jest przez odpowiednie chaperony miedziowe lub wiązana przez metalotioneiny, 
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co schematycznie przedstawiono na Rycinie 4. Metalotioneiny odgrywają kluczową rolę  

w wiązaniu nadmiaru miedzi, zapobiegając tym samym jej toksyczności, co dokładniej opisano 

w kolejnych rozdziałach.47 Wśród chaperonów miedziowych (białek opiekuńczych) wyróżnić 

można COX17 (transport miedzi do mitochondriów, do oksydazy cytochromu C), CCS 

(transport miedzi do dysmutazy ponadtlenkowej) i ATOX 1 (transport miedzi do ATP7A  

i ATP7B).49-51 Cu-ATPazy (ATP7A i ATP7B) to główne transportery eksportujące miedź  

z komórek. Regulacja lokalizacji tych istotnych białek jest kluczowa dla zachowania 

homeostazy miedzi.52 W fizjologicznych stężeniach miedzi, ATPazy znajdują się w aparacie 

Golgiego, gdzie transportują miedź z cytoplazmy do lumen aparatu. Wraz ze wzrostem 

wewnątrzkomórkowego stężenia miedzi, białka te przemieszczają się do przedziałów 

pęcherzykowych i łączą się z błoną komórkową, aby eksportować miedź poza komórkę. Gdy 

stężenie wraca do stanu fizjologicznego, ATPazy ponownie transportowane są do aparatu 

Golgiego.53 Dwie izoformy- ATP7A i ATP7B, różnią się wzorcami ekspresji. ATP7A 

ekspresjonowane jest w większości tkanek i narządów, podczas gdy ATP7B ekspresjonowane 

jest głównie w wątrobie. ATP7A odpowiada więc m.in. za transport miedzi z enterocytów do 

krwi, którą trafia następnie do wątroby, a ATP7B w wątrobie mobilizuje ją do pęcherzyków 

wydzielniczych do żółci, zapobiegając jej akumulacji.49,54 Mutacje w genach kodujących te 

białka, powodują dziedziczne zaburzenia metabolizmu miedzi i zostały rozpoznane jako 

choroba Menkesa (MD) i Wilsona (WD).55 

 

 

Rycina 4. Schemat komórkowego metabolizmu miedzi. Rycina stworzona w Biorender na podstawie 

Chen L, et al. Sig Transduct Target Ther. 2022.48 
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1.2.3 Efekty zaburzonej regulacji Cu(I)/Cu(II) 

Jak opisano w Rozdziale 1.2.1, miedź pełni szereg bardzo istotnych funkcji, zatem jej niedobór 

ma bardzo niekorzystny wpływ na zdrowie. Biorąc pod uwagę, że miedź jest metalem redoks, 

jej nadmiar i akumulacja, również wiąże się ze stanami patologicznymi. Niezdolność 

organizmu do utrzymania homeostazy miedzi wiązana jest z wieloma stanami chorobowymi, 

takimi jak: choroba Menkesa, choroba Wilsona, choroby neurodegeneracyjne, nowotwory, czy 

choroby układu krążenia. 

 Choroba Menkesa i choroba Wilsona, to choroby genetyczne, powodowane mutacjami 

w genach ATPaz.55 Choroba Menkesa, wiąże się ze znacznym niedoborem miedzi, gdyż 

mutacja obejmuje gen kodujący ATP7A. Jak opisano powyżej, białko to obecne jest m.in.  

w enterocytach, skąd transportuje metal do krwi. Wadliwy gen, powoduje więc zmniejszenie 

efluksu miedzi do krwi, akumulację w enterocytach i ogólnoustrojowy niedobór tego metalu. 

Dzieci obarczone tą mutacją wykazują poważne objawy, takie jak upośledzenie umysłowe, 

zwyrodnienia neuronów, nieprawidłowości w strukturze włosów i skóry, łamliwość kości, czy 

nieprawidłowości naczyniowe. Wszystkie te objawy można powiązać z zaburzeniem funkcji 

miedziowo-zależnych enzymów, przedstawionych na Rycinie 3.33,55-57 Wprowadzenie, na 

wczesnym etapie życia, leczenia w postaci podskórnych iniekcji dobrze przyswajalnych soli 

miedzi, jak np. Cu-histydyna, pozwala ominąć nieprawidłowo działający mechanizm transportu 

miedzi i przywrócić odpowiedni, ogólnoustrojowy poziom tego metalu.58,59 Mutacje w genie 

ATP7B, które charakteryzują chorobę Wilsona, powodują natomiast upośledzenie wydalania 

miedzi i jej trwałą akumulację w wątrobie, mózgu i innych tkankach.60 W wątrobie zdrowych 

osób zawartość miedzi jest niższa niż 55 µg/g suchej masy, natomiast u pacjentów cierpiących 

na chorobę Wilsona zawartość przekracza 250 µg/g suchej masy.61 Objawy tej choroby 

obejmują objawy wątrobowe oraz neuropsychiatryczne, a toksyczność miedzi uważana jest za 

główną przyczynę uszkodzeń narządów. Typowymi objawami są uszkodzenia DNA, utlenianie 

lipidów i dysfunkcje mitochondriów. Odkładanie miedzi, w większości przypadków 

zaobserwować można w rogówce oka, jako tworzący się charakterystyczny złoto-brązowy 

pierścień- pierścień Kaysera-Fleischera.60,62,63 Leczenie obejmuje ograniczenie spożycia 

miedzi, zwiększenie spożycia cynku, w celu zmniejszenia wchłaniania miedzi oraz terapie 

chelatujące, jak np. d-penicylamina i trientyna.64-66 

 Podwyższony poziom miedzi i jej toksyczny wpływ, obserwuje się również w przebiegu 

chorób neurodegeneracyjnych, jak np. choroba Alzheimera. Jony miedzi w chorobie tej mogą 

wiązać się do peptydów β-amyloidu z dużym powinowactwem, zwiększając tym samym 
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stopień ich agregacji i neurotoksyczności.67,68 W badaniach in vitro, chelatowanie jonów miedzi 

z agregatów peptydów β-amyloidów, prowadziło do ich degradacji i hamowało produkcję 

reaktywnych form tlenu, a tym samym redukowało ilość uszkodzeń oksydacyjnych.69,70 Jednak 

mechanizm choroby tej pozostaje wciąż niejasny, zatem wpływ miedzi również nie jest 

oczywisty. Coraz więcej dowodów wskazuje na powiązanie zaburzonej homeostazy miedzi  

z patogenezą choroby Alzheimera.48 Analogiczny wpływ na nieprawidłową agregację białek, 

miedź może wykazywać w przebiegu choroby Huntingtona. U pacjentów cierpiących na to 

schorzenie, także zaobserwowano podwyższony poziom miedzi.71,72 Metal ten może promować 

tworzenie agregatów zmutowanego białka huntigtyny (HTT). Mutacja w genie kodującym to 

białko powoduje, że na jego N-końcu obecny jest łańcuch poliglutaminowy. Badania in vitro 

wykazały, że jony miedzi wiążąc się do reszt kwasu glutaminowego sprzyjają agregacji białka 

HTT, czego nie udowodniono dla jonów cynku i żelaza, które ze względu na niskie 

powinowactwo nie wiążą się do białka.71 Kolejną chorobą, w patogenezie której rola miedzi 

nie jest do końca jasna, jest stwardnienie zanikowe boczne (ALS, ang. amyotrophic lateral 

sclerosis). Jedną z jej przyczyn jest mutacja w genie kodującym dysmutazę ponadtlenkową 1- 

enzym zależny od miedzi. W przebiegu choroby obserwuje się zmniejszony transport miedzi 

do mitochondriów, gdyż oddziaływanie chaperonu CCS z wadliwą dysmutazą ponadtlenkową 

jest nieefektywne.73,74 

 Przez to, że jony miedzi mogą aktywować szlaki sygnałowe związane z proliferacją 

komórek, ich rola w progresji nowotworów jest przedmiotem intensywnych badań. Dodatkowo 

podwyższony poziom miedzi zaobserwowano w tkankach nowotworowych pacjentów 

cierpiących na różne nowotwory.75,76 Sugeruje się, że komórki nowotworowe mają większe 

zapotrzebowanie na ten metal w porównaniu ze zdrowymi komórkami, co związane jest  

z promowaniem proliferacji komórek, angiogenezy i przerzutów.77 

1.2.4 Kuproptoza 

Jak wspomniano powyżej, utrzymanie odpowiedniego stężenia metali śladowych jest kluczowe 

dla prawidłowego funkcjonowania organizmów. Zbyt wysoki poziom niektórych metali może 

prowadzić do śmierci komórek poprzez specyficzne szlaki. Jednym z przykładów, jest 

ferroptoza, czyli śmierć komórek wywoływana nadmiernym stężeniem żelaza, które powodując 

gromadzenie się tlenków lipidowych w błonach, prowadzi do zaprogramowanej śmierci 

komórki.78 Mechanizmy leżące u podstaw kuproptozy, czyli śmierci komórki indukowanej 

przez miedź, wciąż pozostają niejasne. Wiele badań wykazuje, że zbyt wysokie stężenie miedzi 

może indukować apoptozę, śmierć niezależną od kaspazy lub akumulację reaktywnych form 
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tlenu.79-81 Wyniki te są jednak często sprzeczne. Obecne doniesienia sugerują, że kuproptoza 

jest niezależnym szlakiem śmierci komórkowej i charakteryzuje się agregacją lipoylowanych 

enzymów mitochondrialnych i uszkodzeniami enzymów zawierających klastry żelazowo-

siarkowe.82 

 Lipoylacja białek, nie jest zbyt częstą modyfikacją potranslacyjną zachodzącą u ssaków. 

Jedynymi białkami, które wymagają przyłączenia reszty kwasu liponowego, są enzymy biorące 

udział w cyklu Krebsa.83 Miedź może wiązać się do tak zmodyfikowanych białek, promując  

w ten sposób ich agregację zależną od wiązań disiarczkowych. Zagregowany enzym staje się 

tym samym nieaktywny, a cykl Krebsa zostaje zahamowany. Wykazano także, że miedź zaburza 

dojrzewanie klastrów żelazowo-siarkowych, poprzez hamowanie aktywności białek 

montażowych w mitochondriach lub też konkurując z jonami żelaza o miejsca wiązania. 

Klastry Fe˗S, obecne są m.in. w enzymach biorących udział w cyklu Krebsa, zatem ich 

zaburzenie, hamuje aktywność tych enzymów i również blokuje cykl.84 Zablokowanie cyklu 

Krebsa prowadzi do niewystarczającej produkcji ATP, nadmiernego stresu metabolicznego  

i proteotoksycznego w mitochondriach, a podwyższony poziom miedzi wzmaga produkcję 

reaktywnych form tlenu. Zaburzenia te wpływają ostatecznie na śmierć komórek.83 

 Indukowana kuproptoza może stanowić alternatywny sposób leczenia nowotworów. 

Komórki nowotworowe wykazują nadmierną aktywność łańcucha oddechowego, zatem 

lokalne zwiększenie stężania miedzi pozwala na selektywne niszczenie komórek wykazujących 

dużą zależność od mitochondrialnego metabolizmu.85,86 

 

1.3 Labilna pula jonów metali 

Jony metali w komórkach nie występują jako wolne jony, lecz pozostają związane z ligandami 

niskocząsteczkowymi lub z białkami, tworząc wysokocząsteczkowe kompleksy. Obie formy 

składają się na całkowitą pulę jonów metali. Pojęcie to nie dostarcza jednak informacji  

o rzeczywistej dostępności biologicznej jonów zdolnych do dynamicznego działania. Z tego 

względu wprowadzono pojęcie labilnej puli jonów metali (nazywanych również 

wymienialnymi). Pulę tą tworzą nieorganiczne lub organiczne kompleksy niskocząsteczkowe. 

Jony Zn(II) wiązane mogą być m.in. przez chlorki lub fosforany, a także glutation, cytrynian, 

czy aminokwasy,19,87 a jony Cu(I), występujące wewnątrzkomórkowo, tworzą organiczne 

kompleksy głównie z glutationem lub cysteiną.88,89 Pojęcie labilnej puli jonów metali in vivo 

często mylone jest ze stężeniem wolnych jonów, które występują np. w roztworze in vitro, jako 

jony niezwiązane z liganami. 
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 Dostępność jonów Zn(II) i Cu(I)/Cu(II) różni się o wiele rzędów- stężenie wolnych 

jonów Zn(II) wynosi około 10-10 M, a stężenie Cu(I)/Cu(II) około 10-18 M, co stanowi około 

jeden jon Cu(I)/Cu(II) na komórkę.90-93 Można więc założyć, że pojęcie wolnych jonów  

w kontekście jonów miedzi praktycznie nie istnieje. Wynika to z różnic we właściwościach 

chemicznych, rolach biologicznych oraz toksyczności tych metali. Jak wspomniano wyżej, jony 

miedzi posiadają właściwości redoks i mogą przyczyniać się do generowania silnie 

reaktywnych rodników hydroksylowych, poprzez udział w reakcjach podobnych do reakcji 

Fentona, przez co mogą prowadzić do uszkodzeń DNA, lipidów czy białek.92,94 Jony Zn(II) nie 

wykazują takich właściwości, co sprawia że są mniej toksycznymi dla komórek jonami. 

Dodatkowo, jony Cu(I)/Cu(II) wiązane są przez znacznie mniejszą ilości białek niż jony Zn(II). 

Miedź swoje funkcje pełni głównie w białkach enzymatycznych, a Zn(II) pełni zarówno rolę 

kofaktora, jak i stabilizatora wielu białek cynkowo-zależnych, nie tylko w enzymach. Wolny 

cynk działa także jako aktywator wielu ścieżek sygnałowych, przez co jego stężenie musi być 

wyższe, ale wciąż ściśle kontrolowane. 

  Za kontrolę wolnych stężeń metali odpowiada szereg białek transporterowych oraz 

białka buforujące- metalotioneiny. Kontrola ta jest podobna do buforowania stężenia jonów  

H+ w koncepcji pH (Henderson-Hasselbalch), zgodnie z którą pH zależy od stosunku formy 

kwasowej (sprotonowanej) do zasadowej (zdeprotonowanej). Przekładając ten koncept na 

labilną pulę metali, pZn lub pCu, czyli ujemny logaryt ze stężenia labilnego Zn(II) lub 

Cu(I)/Cu(II), odpowiada relacji pomiędzy stężeniami form apo oraz holometalobiałek.95 

Dodatkowo, za utrzymanie odpowiednich stężeń labilnych jonów metali odpowiadają 

powinowactwa metali do białek- im wyższe powinowactwo, tym niższe stężenie wolnych 

jonów, co tłumaczy również znacznie niższą dostępność jonów Cu(I)/Cu(II) względem Zn(II). 

 

1.4 Miejsca wiążące Cu(I)/Cu(II) oraz Zn(II) w białkach 

Jak wspomniano wcześniej, jony cynku występują na drugim stopniu utlenienia, podczas gdy 

jony miedzi w zależności od środowiska występują na pierwszym lub drugim stopniu. Zarówno 

Zn(II), jak i Cu(II) według teorii twardych i miękkich kwasów i zasad Pearsona HSAB (ang. 

hard and soft acids and bases) są pośrednimi kwasami, a jony Cu(I) miękkimi kwasami.96 

Zn(II) jest jednak twardszym jonem niż Cu(II), zatem preferuje twardsze zasady i w białkach 

jest koordynowany przeważnie przez atomy tlenu lub azotu reszt histydynowych, kwasu 

glutaminowego, czy kwasu asparaginowego. Jony Cu(II) natomiast, będące pośrednim kwasem 

posiadającym bardziej miękki charakter, wykazują preferencję względem miękkich ligandów, 
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takich jak atomy siarki lub azotu reszt cysteinowych, histydynowych, czy metioninowych. Jony 

Cu(I) są koordynowane natomiast przez atomy siarki, reszt cysteinowych lub metioninowych, 

które są najbardziej miękkimi zasadami.96-98 

Mimo pośredniego charakteru Zn(II), jony te często koordynowane są także przez 

atomy siarki, co obserwuje się np. w palcach cynkowych, w których Zn(II) koordynowany jest 

przez dwie reszty cysteinowe i dwie reszty histydynowe- ZnCys2His2.
12 Koordynację Zn(II) 

przez atomy siarki obserwuje się również w metalotioneinach, w których siedem jonów metalu 

wiązanych jest przez 20 reszt cysteinowych.99,100 Powinowactwo jonów miedzi, zwłaszcza 

Cu(I), do tych miękkich zasad jest jednak znacznie wyższe, zatem Zn(II) może być wypierany 

z miejsc wiązania i zastępowany jonami Cu(I)/Cu(II). Taką konkurencję obserwuje się m.in.  

w metalotioneinach, co zostanie dokładniej opisane w części wynikowej pracy. 

Jony te oprócz charakteru różnią się także geometrią tworzonych kompleksów. Jony 

Zn(II) tworzą przeważnie kompleksy o geometrii tetraedrycznej, z liczbą koordynacji równą 4. 

Jednakże ze względu na niski koszt energetyczny przejść pomiędzy różnymi geometriami, 

Zn(II) może także przyjmować liczbę koordynacji równą 5 (bipiramida trygonalna) czy  

6 (oktaedr).101 Jony Cu(II), tworzą zróżnicowane formy- od kompleksów płasko-kwadratowych 

po zdeformowany oktaedr o liczbach koordynacyjnych 4-6. Deformacja ta polegająca na 

wydłużeniu osiowym, wynika z silnego efektu Jahna-Tellera, gdyż jon Cu(II) posiada jeden 

niesparowany elektron na orbitalu d. Jony Cu(I) tworzą natomiast kompleksy dygonalne lub 

trygonalne o liczbach 2 i 3.98,102 Ta różna geometria kompleksów białkowych warunkuje ich 

różne funkcje.103 Zatem, gdy jony Zn(II) zostaną zastąpione jonami Cu(I)/Cu(II) w miejscu 

wiązania, ułożenie w przestrzeni łańcucha polipeptydowego może ulec zmianie, przez co białko 

może tracić swoje funkcje lub działając np. jako enzym nie uzyskiwać pełnej aktywności, co  

w niniejszej pracy zostało zaobserwowane dla dehydrogenazy sorbitolowej.  

 

1.5 Metalotioneiny 

1.5.1 Rys historyczny 

Podczas poszukiwań białek wiążących jony kadmu w latach 60. XX wieku odkryto 

metalotioneinę (MT). To małe białko, związane z jonami Cd(II), wyizolowano z nerek 

końskich.104 Kolejne lata, wraz z rozwojem technik izolacji i oczyszczania białek, zaowocowały 

pozyskaniem metalotionein z innych zwierząt, a także roślin czy mikroorganizmów,105-110  

a w roku 1974 wyizolowano pierwszą ludzką metalotioneinę.111 Podczas oczyszczania, za 

pomocą chromatografii jonowymiennej, metalotioneiny wyizolowanej z wątroby ludzkiej, 
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zaobserwowano dwa piki świadczące o obecności dwóch białek, nazywanych obecnie 

metalotioneiną 1 i metalotioneiną 2. Analiza tychże białek pozwoliła stwierdzić, że różnią się 

one nieznacznie, a inne czasy elucji powodowane były obecnością dodatkowej reszty kwasu 

asparaginowego w sekwencji MT2. Wykorzystanie wysokosprawnej chromatografii cieczowej 

odwróconych faz HPLC (ang. high-performance liquid chromatography), umożliwiło jeszcze 

dokładniejszy rozdział frakcji MT1 i identyfikację sześciu różnych form, dziś nazywanych 

subizoformami MT1,112 a w późniejszym czasie odkryto dwie dodatkowe subizoformy MT1. 

Kolejną izoformę- metalotioneinę 3 odkryto w 1991 roku. Białko to, bogate w jony cynku  

i miedzi wyizolowano z mózgu szczura, a ze względu na jego właściwości hamujące wzrost 

neuronów zostało nazwane czynnikiem hamującym wzrost (GIF, ang. growth inhibitory 

factor).113,114 Dalszy rozwój wiedzy na temat metalotionein pozwolił zaklasyfikować to białko 

jako kolejną izoformę. Analiza genomu w 1994 roku wykazała, że istnieje jeszcze jedna 

izoforma, którą na podstawie homologii określono jako MT4.115 

1.5.2 Podział metalotionein 

Ludzkie metalotioneiny to stosunkowo małe białka o masie 6 000 / 7 000 Da, zawierające  

w swojej sekwencji około 60-70 reszt aminokwasowych, wśród których aż 20 to reszty 

cysteinowe (z wyjątkiem MT1B, która zawiera 21 Cys). Istotną cechą metalotionein, jest 

również to, że w ich sekwencji reszty aromatyczne nie są obecne, co znacznie utrudnia ich 

badanie.100 Jak opisano powyżej, wyróżnia się cztery izoformy metalotionein oraz osiem 

subizoform MT1 (MT1A, MT1B, MT1E, MT1F, MT1G, MT1H, MT1M, MT1X). Izoformy te 

różnią się lokalizacją oraz właściwościami, jednak ich sekwencja jest silnie konserwowana, co 

przedstawiono na Rycinie 5. MT1 i MT2, wydają się być do siebie podobne i są najbardziej 

rozpowszechnione. Izoformy te zawierają 61 reszt aminokwasowych (z wyjątkiem MT1G, 

która zawiera 62 reszty) i nie są białkami tkankowo-specyficznymi, lecz występują we 

wszystkich tkankach i narządach, głównie w wątrobie i nerkach.116 Dodatkowo, regulacja 

ekspresji obu tych izoform może być regulowana przez zmieniające się stężenia jonów metali, 

takich jak Zn(II), czy Cd(II).117 Indukcji ekspresji przez jony metali nie obserwuje się dla dwóch 

pozostałych izoform- MT3 i MT4.118 Oba te białka nie występują też tak powszechnie, lecz 

lokalizują się w konkretnych tkankach. MT3 występuje głównie w ośrodkowym układzie 

nerwowym, a MT4 w nabłonku płaskim skóry i błon śluzowych.100 MT3 ma najdłuższą 

sekwencję wśród metalotionein, bo składa się z 68 reszt aminokwasowych, wśród których 

wyróżnia się dwa charakterystyczne rejony.119 Od strony N-końca znajduje się rejon bogaty  

w reszty proliny- CPCP, który jest kluczowy dla zachowania aktywności hamującej wzrost 
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neuronów,114,120 a od strony C-końca znajduje się kwaśna wstawka EAAEAE, która obniża 

stabilność klastrów metalicznych w domenie α, poprzez zwiększenie ich dostępności dla 

rozpuszczalnika.121 Te ujemnie naładowane reszty wpływają też na znaczne obniżenie punktu 

izoelektrycznego do wartości 4,79, podczas gdy dla innych izoform punkt ten jest powyżej 8,0. 

MT4 jest najmniej zbadaną izoformą i składa się z 62 reszt aminokwasowych. Izoforma ta, 

wydaje się być najbardziej zbliżona sekwencyjnie do MT1, jednak w pozycji 5 ma dodatkową 

resztę kwasu glutaminowego.115 Wszystkie izoformy różnią się także zdolnościami do wiązania 

jonów metali i wartościami Kd tworzonych kompleksów. W niniejszej pracy scharakteryzowane 

zostaną dwie izoformy metalotionein- MT2 i MT3, gdyż zgodnie z obecnymi doniesieniami ich 

kompleksy miedziowe różnią się najbardziej i podczas gdy MT3 określana jest jako białko 

miedziowe, MT2 ma charakter cynkowy.119 

 

Rycina 5. Sekwencje izoform i subizoform ludzkich MT. Kolorem oznaczono reszty cysteinowe, 

konserwowane we wszystkich białkach oraz dodatkową resztę cysteinową w sekwencji MT1B. 

Dopasowanie wygenerowano używając oprogramowania MAFT i zwizualizowano dzięki programowi 

Jalview.2.11.4.1. 

1.5.3 Struktura metalotionein 

Metalotioneiny posiadają znaczną ilość reszt cysteinowych, które stanowią około 30% całej 

sekwencji, co widoczne jest na Rycinie 5. Ze względu na dużą zawartość tych reszt, będących 

miękkimi zasadami, metalotioneiny stanowią idealny ligand dla miękkich jonów metali, takich 

jak Cu(I), Ag(I), czy Cd(II) oraz dla jonów o pośrednim charakterze, jak np. Zn(II).96 Jony 

metali w metalotioneinach koordynowane są w dwóch domenach: β oraz α, w których tworzone 

są klastry metalo-siarkowe.100 Od strony N-końca znajduje się mniejsza domena β, która  

z jonami dwuwartościowymi tworzy klaster M(II)3Cys9, natomiast od strony C-końca znajduje 

się domena α tworząca klaster M(II)4Cys11.
99,116,122 Domeny połączone są krótkim łącznikiem 

KKS, który występuje we wszystkich izoformach, z wyjątkiem MT1B, w której reszta 

serynowa zamieniona jest na resztę cesteinową oraz MT4, w której pierwsza reszta lizynowa 
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zamieniona jest na resztę argininową.123 Łącznik ten jest kluczowy dla zachowania stabilności 

kompleksów, co udowodniono dla MT2, której izolowane domeny w kompleksach z jonami 

Zn(II) nie odzwierciedlają powinowactw obserwowanych dla kompleksów całego białka.124 

Mutacje MT3 w obrębie tego trzyaminokwasowego linkera powodowały obniżenie stabilności 

kompleksów cynkowych oraz miedziowych, poprzez rozluźnianie klastra w domenie β. 

Całkowita zmiana sekwencji na dwuaminokwasowy fragment SP, prowadziła nawet do utraty 

poprawnej geometrii wiązań, zaburzając konformację.125 Co ciekawe, wykazano również 

kluczowość tego fragmentu dla zachowania właściwości MT3 do hamowania wzrostu 

neuronów, podobnie jak zaobserwowano dla fragmentu bogatego w reszty proliny.125 

 Struktura domenowa nie jest widoczna dla tionein, czyli metalotionein niewysyconych 

metalem. Apobiałka są silnie nieuporządkowane, elastyczne i dynamiczne. Ze względu na dużą 

zawartość reszt cysteinowych oraz brak reszt aromatycznych i niewielką ilość reszt 

hydrofobowych białka te pozbawiane są elementów stabilizujących strukturę. Wyodrębnianie 

dwóch domen oraz strukturyzowanie metalotionein następuje dopiero po związaniu jonów 

metali. Strukturyzacja ta polega na organizowaniu się szkieletu polipeptydowego wokół 

klastrów metalo-siarkowych, stabilizowanych przez jony Zn(II), Cd(II), czy Cu(I), a nie na 

tworzeniu klasycznych elementów struktury drugorzędowej, jak np. α-helis, czy β-kartek.100  

 

Rycina 6. Struktura krystaliczna kompleksu szczurzej MT z jonami Zn(II) i Cd(II) (4MT2) oraz 

drożdżowej Saccharomyces cerevisiae metalotioneiny z jonami Cu(I) (1RJU). Do wizualizacji struktur 

wykorzystano oproframowanie Chimera 1.19. 

Brak tych elementów sprawia, że metalotioneiny są białkami dynamicznymi, czyniąc je 

trudnymi do krystalizacji. Otrzymywanie kryształów jest dodatkowo utrudnione przez mały 

rozmiar tych białek. Z tego względu w bazie PDB znaleźć można jedynie dwie struktury 

krystaliczne metalotionein. Pierwsza z nich to izolowany kompleks mieszany szczurzej MT2, 

zawierający jony Zn(II) i Cd(II) (Ryc. 6A). Kompleks ten otrzymano poprzez indukcję ekspresji 

MT za pomocą dożylnych iniekcji soli CdSO4. Pomimo wysokiego stężenia Cd(II) otrzymane 

31:43662



32 

 

białko nie było homometalicznym kompleksem kadmowym, lecz oprócz pięciu jonów Cd(II) 

zawierało także dwa jony Zn(II).122 Druga struktura krystaliczna to drożdżowa, skrócona 

metalotioneina z Saccharomyces cerevisiae, związana z jonami Cu(I) (Ryc. 6B). Do jej 

krystalizacji wykorzystano białko otrzymane przy użyciu mikrofalowego syntezatora 

peptydów, które wysycane było jonami Cu(I), pochodzącymi z redukcji Cu(II) w obecności  

2-merkaptoetanolu jako reduktora.126 

 Jony dwuwartościowe, jak Zn(II) czy Cd(II), koordynowane są w geometrii 

tetraedrycznej, a ich liczba koordynacyjna to 4. Biorąc pod uwagę fakt, iż metalotioneiny mogą 

związać do siedmiu takich jonów,100,127 wymagane byłoby 28 reszt cysteinowych na utworzenie 

pojedynczych wiązań donor-akceptor. Metalotioneiny posiadają jednak 20 reszt, w związku  

z czym w koordynację jonów metali, oprócz wiązań pojedynczych zaangażowane są również 

wiązania mostkujące, w których atom siarki koordynuje dwa jony metali równocześnie. Uważa 

się, że w domenie β, podczas wiązania trzech jonów dwuwartościowych, trzy atomy siarki reszt 

cysteinowych tworzą wiązania mostkujące, a pozostałe sześć tworzy pojedyncze wiązania 

donor-akceptor. W domenie α, która może związać do czterech jonów dwuwartościowych, pięć 

reszt tworzy wiązania mostkujące, a kolejne sześć domyka centrum koordynacyjne.116 Takie 

wiązanie umożliwia większe upakowanie klastrów, utrzymanie odpowiedniej struktury oraz 

pozwala na różnicowanie powinowactw miejsc wiązania. Pomimo podobnych właściwości 

koordynacyjnych jonów Zn(II) i Cd(II), sposób metalacji MT2 różni się, co udowodniono  

w Zakładzie Chemii Biologicznej.128 Wykorzystując spektrometrię mas i symulacje dynamiki 

molekularnej, Peris-Díaz i inni wykazali, że pierwsze cztery jony Zn(II) nie wykazują 

preferencji względem, którejś z domen i wiążą się do obu z nich koordynując do jak największej 

liczby reszt cysteinowych, a jony Cd(II) tworzą najpierw klaster Cd4Cys11 w domenie α,  

a dopiero kolejne jony wysycają domenę β.128 Jony Cu(I) posiadają inną geometrię i liczby 

koordynacyjne, zatem zarówno stechiometria, jak i koordynacja metalotionein z tymi 

jednowartościowymi jonami metali może się różnić. Dlatego też w niniejszej pracy podjęto się 

próby zbadania klastrów miedziowych oraz miedziowo-cynkowych w domenach dwóch 

izoform metalotionein- MT2 i MT3. 

1.5.4 Wyzwania w pracy z metalotioneinami 

Jak wspomniano wcześniej, metalotioneiny są problematycznymi białkami do krystalizacji, ze 

względu na ich dynamiczną strukturę oraz mały rozmiar, przez co w bazie PDB dostępne są 

jedynie dwie struktury krystaliczne. Technika  NMR (spektroskopia magnetycznego rezonansu 

jądrowego, ang. nuclear magnetic resonance), która również pozwala na badanie struktur, 
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umożliwiła poznanie większej ilości struktur metalotionein z różnych organizmów, jednak te 

nie obejmują w większości całej sekwencji białka, lecz jedynie izolowane domeny. Struktury 

te dodatkowo, dotyczą przeważnie kompleksów kadmowych, gdyż kadm posiada dwa stabilne 

izotopy 111Cd i 113Cd o spinie ½, przez co jony Cd(II) da się obserwować na widmach. Uzyskane 

struktury białek kadmowych często przekłada się na kompleksy cynkowe, ponieważ jony 

Cd(II) wykorzystywane są jako sondy izostrukturalne dla jonów Zn(II), które są niewidoczne 

na widmach NMR.129 Oba metale- Cd(II) i Zn(II) posiadają podobne właściwości 

koordynacyjne, przez co tworzone kompleksy mogą być podobne. Jednakże ze względu na 

różnicę w ich rozmiarach, ułożenie łańcucha polipeptydowego może być inne.127,130 

 Analiza kompleksów miedziowych MT, z wykorzystaniem NMR jest trudniejsza niż 

kompleksów kadmowych. Jony Cu(I) są niewidoczne na widmach, przez co ich wiązanie da się 

obserwować jedynie pośrednio, poprzez przesunięcia aminokwasów koordynujących metal. 

Jedyną strukturą NMR miedziowych kompleksów całych metalotionein, jest drożdżowa 

metalotioneina CUP1 z Saccharomyces cerevisiae.131 W białku tym osiem jonów Cu(I) 

wiązanych jest w jednym klastrze, przez dwanaście reszt cysteinowych, z których osiem tworzy 

wiązania mostkujące. Oznacza to, że w kompleksie Cu(I)8CUP1 obserwuje się zarówno 

geometrię dygonalną, jak i trygonalną jonów Cu(I). Peterson i inni, wskazali, że dominuje 

geometria trygonalna, a geometrię dygonalną obserwuje się na brzegach klastra. Analogiczną 

analizę wykonali oni także dla kompleksu z jonami Ag(I).131 Podobnie jak Cd(II) dla jonów 

Zn(II), tak i Ag(I) dla jonów Cu(I) wykorzystywane jest jako sonda izostrukturalna  

i podobnie jak opisywano dla Cd(II) i Zn(II), metale te różnią się rozmiarem.132 Jednak  

w przypadku metalotioneiny CUP1, klastry z Cu(I) i Ag(I) były do siebie podobne, a różnice 

obserwowano jedynie w ułożeniu N-końca łańcucha polipeptydowego.131 

 Brak aminokwasów aromatycznych w sekwencji metalotionein powoduje, że białka te 

nie posiadają chromoforów w swojej strukturze. W związku z tym, nie wykazują one własnej 

absorpcji podczas eksperymentów spektroskopowych. Śledzenie procesu metalacji, czyli 

wiązania jonów metalu przez białko, jest możliwe dzięki absorpcji jonów metalu. Jednakże 

metale o konfiguracji d10, takie jak Zn(II) czy Cu(I), są nieme spektroskopowo. Ich wiązanie 

do metalotionein możliwe jest dzięki obserwacji pasm LMCT (przejście z przeniesieniem 

ładunku z liganda na metal, ang. ligand-to-metal charge transfer). W zależności od jonu metalu 

oraz liganda, pasmo to obserwuje się przy innej długości fali i dla przejść CysS-Zn(II) widoczne 

jest przy 210-220 nm, a dla CysS-Cu(I) przy 240-260 nm.119,133 Brak struktur chromoforowych 

w sekwencji MT powoduje również, że białka te nie wykazują luminescencji. Jednak klastry 

metalo-siarkowe, pomimo braku aminokwasów aromatycznych, mogą działać jako luminofory, 
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co obserwowano dla kompleksów metalotionein z jonami Cu(I) i Ag(I).134-136 W klastrach tych 

jony metali są blisko siebie, przez co ich orbitale mogą nakładać się na siebie, powodując tym 

samym obniżenie energii przejść LMCT, podczas których elektron z orbitalu siarki może 

przejść na pusty orbital jonu metalu. Powrót z tego stanu, do stanu podstawowego może 

powodować emisję światła.137 Luminescencja dla klastrów cynkowych obserwowana jest 

znacznie rzadziej. Jony Zn(II) są mniejszymi jonami niż jony Cu(I) i są bardziej 

elektrostatyczne, a dodatkowo metalotioneina może związać mniej jonów dwuwartościowych 

niż jednowartościowych. Czynniki te powodują, że odległości pomiędzy jonami Zn(II)  

w klastrach są większe, a orbitale nie nakładają się, przez co do wzbudzenia potrzebna jest 

większa energia.138 

Metalotioneiny nie posiadają też klasycznych elementów struktury drugorzędowej, jak 

α-helisy, czy β-kartki, przez co widma CD nie dają informacji o strukturze białka. Jednak ze 

względu na obecność przejść LMCT podczas metalacji białek, widma CD są informatywne  

i pozwalają na badanie sposobu wiązania jonów metali, ich koordynacji oraz procesu 

formowania klastrów.138 

1.5.5 Regulacja ekspresji MT 

Metalotioneiny występują w całym organizmie, a ich stężenie zależy od tkanki, czy 

konkretnego organellum. Białka te mogą występować zarówno w cytozolu, jak  

i w poszczególnych kompartmentach, takich jak jądro komórkowe czy mitochondria.139,140 

Występują również zewnątrzkomórkowo i zależnie od rodzaju komórki mogą być wydzielane 

lub pobierane.127,141 Stężenie tychże białek jest zmienne i regulowane na poziomie ekspresji  

w odpowiedzi na zmieniające się warunki środowiskowe i fizjologiczne. Regulacja ekspresji 

genów metalotionein zależy od izoformy, w związku z tym MT1-4 nie różnią się jedynie 

lokalizacją i sekwencją, ale także sposobem kontroli aktywności genów.142 MT1 i MT2, 

występują powszechnie, we wszystkich tkankach, a ich ekspresja regulowana jest na poziomie 

transkrypcyjnym i indukowana przez metale, takie jak Zn(II), Cd(II), czy Cu(I), 

glukokortykoidy, cytokiny lub różne czynniki stresu oksydacyjnego.123 Czynniki te oddziałując 

z odpowiednimi sekwencjami regulatorowymi obecnymi w regionie promotorowym  

5’ aktywują ekspresję metalotionein. Jony metali nie oddziałują jednak bezpośrednio  

z sekwencją regulatorową MRE (ang. metal response element), lecz wiążą się z czynnikiem 

transkrypcyjnym MTF-1 (ang. metal regulatory transcription factor 1). Dopiero taki czynnik, 

aktywowany jonem metalu, może rozpoznawać sekwencję MRE i indukować ekspresję genów 

MT1 i MT2.123,143 Regulacja ekspresji MT3, która występuje głównie w ośrodkowym układzie 
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nerwowym nie jest tak dobrze poznana, ale wydaje się, że nie jest silnie zależna od jonów 

metali, chociaż jej gen zawiera sekwencję MRE. Udowodniono, że głównym czynnikiem 

regulacyjnym gen MT3 jest HIF-1 (ang. hypoxia-inducible factor 1), który w warunkach 

hipoksji rozpoznaje sekwencję HRE (ang. hypoxia response element). W warunkach 

niedotlenienia, zaobserwowano wzrost poziomu transkryptu MT3, co sugeruje, że białko to 

może chronić neurony przed stresem metabolicznym.113,142 Ekspresja MT4, która występuje 

głównie w nabłonku wielowarstwowym, jest najmniej poznanym procesem, a czynniki ją 

regulujące nie zostały scharakteryzowane. Wydaje się, że ekspresja genu tej izoformy 

powiązana jest z procesami różnicowania komórek.144,145 Jednak brak pełnej charakterystyki, 

zarówno ekspresji, jak i kompleksów z metalami metalotioneiny 4, czynią tą izoformę najmniej 

poznaną. Należy również zaznaczyć, że ekspresja izoform metalotionein może być również 

regulowana epigenetycznie, poprzez metylację promotorów, co zaobserwowano dla niektórych 

nowotworów.146 

1.5.6 Funkcje metalotionein 

Zróżnicowane mechanizmy regulacyjne genów metalotionein ukazują istotę tych białek  

i odzwierciedlają wyspecjalizowane funkcje poszczególnych izoform. Ze względu na odkrycie 

metalotionein jako białek bogatych w jony Cd(II), przez długi czas uważano, że ich główną 

funkcją jest wiązanie jonów metali ciężkich.122 Do metali tych oprócz jonów Cd(II), zaliczają 

się także jony Pb(II), Hg(II), czy Ag(I). Jony te są miękkimi kwasami, zatem wykazują wysokie 

powinowactwo względem donorów siarkowych, a utworzone kompleksy są wysoce stabilne, 

dzięki czemu metal nie reaguje z innymi białkami, czy DNA. W niektórych typach komórek, 

kompleks metalotioneiny z metalem ciężkim może być transportowany do lizosomów,  

w których białko ulega degradacji, a metal zostaje wydalony z komórki.145,147 Dodatkowo, 

dzięki temu że jony Cd(II) indukują ekspresję dwóch izoform MT, wpływają też na zwiększenie 

ochrony przed tymi toksycznymi jonami.123 Jednakże przez to, że jony Cd(II) wiążą się do MT 

z wyższym powinowactwem niż jony Zn(II), mogą wypierać je z miejsc wiązania, przez co MT 

tracą swoje funkcje i nie mogą działać jako bufor metaliczny, co może zaburzać homeostazę 

kluczowych jonów metali.148 

 Buforowanie, które udowodniono dla jonów Zn(II), jest kolejną istotną funkcją MT.149 

Zdolność do buforowania jonów metali, białko to zawdzięcza swojej dużej pojemności  

i możliwości wiązania do siedmiu jonów metali dwuwartościowych i jeszcze większej ilości 

jonów jednowartościowych. Co więcej, jony koordynujące do dwóch domen- α i β, mają różne 

powinowactwa do miejsc wiązania.149 Wykazano, że słabe, umiarkowane i mocne miejsca 
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Zn(II) w MT zależą od sposobu metalacji i wymagają oddziaływań międzydomenowych.124,128 

Powinowactwo słabych i umiarkowanych miejsc wiązania waha się w zakresie piko- do 

nanomolowego, co odpowiada stężeniu wolnych jonów Zn(II) w komórkach. Zatem  

w zależności od stężenia wolnego metalu, MT może zmieniać swój stopień wysycenia  

i występować jako kompleks nie w pełni wysycony, lecz tworzyć formy Zn4MT, Zn5MT lub 

Zn6MT. Dzięki temu białko to ma wciąż wolne miejsce do wiązania jonów i może działać jako 

akceptor, ale także jako donor jonów, gdyż może oddać związane jony metalu do odpowiednich 

cynkowo-zależnych białek.90,100,149 Z funkcją tą powiązane jest działanie metalotionein jako 

rezerwuaru niezbędnych jonów metali- Zn(II) i Cu(I). Białka te mogą wykazywać cechy białek 

chaperonowych (białek opiekuńczych) i działać również jako transportery tychże jonów do 

nowo zsyntezowanych białek, czy enzymów, a także do odpowiednich kompartmentów 

komórkowych.142 

 Dzięki funkcji transportującej, metalotioneiny mogą brać również udział w ochronie 

przed stresem oksydacyjnym. Jednym z enzymów neutralizujących reaktywne formy tlenu 

(RFT) jest dysmutaza ponadtlenkowa, która jest enzymem zależnym od cynku i miedzi. 

Metalotioneina może więc pośrednio wpływać na ochronę przed stresem oksydacyjnym, 

poprzez transport tychże jonów do apoenzymu.142 Jednak rola metalotionein w zapobieganiu 

uszkodzeń oksydacyjnych nie jest jedynie pośrednia. Białka te zawierają znaczną ilość reszt 

cysteinowych, których grupy tiolowe mogą bezpośrednio reagować z wolnymi rodnikami, 

działając jako zmiatacz reaktywnych form tlenu, azotu, czy siarki. W efekcie, reszty cysteinowe 

ulegają utlenieniu, a powstające mostki disulfidowe, powodują uwolnienie jonów 

metali.100,143,150 Jony te mogą następnie aktywować ekspresję genów MT, co będzie wzmagać 

ochronę.123 Dodatkowo, metalotioneiny tworzą stabilne kompleksy z jonami Cu(I), 

zapobiegając tym samym ich aktywności redoksowej. Jony Cu(I) związane w kompleksie, nie 

mogą generować RFT na drodze reakcji podobnych do reakcji Fentona.151 

 MT3 jest szczególną izoformą, gdyż oprócz funkcji wymienionych powyżej, pełni 

unikalną rolę w układzie nerwowym, gdzie hamuje wzrost aksonów i dendrytów.113,114 Badania 

na modelach mysich z nadekspresją tego białka potwierdziły zdolność MT3 do hamowania 

regeneracji włókien nerwowych, co wskazuje na ich istotny wpływ na plastyczność 

neuronów.152 Z kolei myszy pozbawione genu MT3 wykazywały zwiększoną podatność na 

uszkodzenia oksydacyjne, co podkreśla ochronną rolę tej izoformy w warunkach stresu.153 Co 

istotne, w przebiegu choroby Alzheimera stwierdzono obniżony poziom MT3, co może 

prowadzić do nasilenia stresu oksydacyjnego, zaburzeń homeostazy cynku i miedzi  

w neuronach oraz sprzyjać agregacji peptydów β-amyloidu poprzez wzrost stężenia wolnych 
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jonów Cu(I).113 Powiązanie obniżonego poziomu MT3 ze wzrostem poziomu Cu(I) wydaje się 

więc istotne. 

Udowodniono powstawanie kompleksów mieszanych- miedziowo-cynkowych MT3, 

takich jak, Cu(I)4Zn3-4MT3ox (indeks „ox” oznacza utlenione białko) i Cu(I)6Zn4MT3,116,154  

a sama MT3 nazywana jest białkiem miedziowym. Wydaje się więc, że izoforma ta jest 

szczególnie ważna w regulacji gospodarki Cu(I)/Cu(II) w mózgu. 

1.5.7 Metalotioneiny miedziowo-cynkowe 

Dwie wspomniane powyżej formy kompleksów mieszanych- Cu(I)4Zn3-4MT3ox  

i Cu(I)6Zn4MT3, nie są jedynymi miedziowo-cynkowymi kompleksami izolowanymi  

z organizmów. W pierwszej wyizolowanej metalotioneinie, która pochodziła z nerek końskich 

i była bogata w jony kadmu, wykryto niewielką ilość miedzi.104 W oku określono stechiometrię 

metalotionein jako Cu(I)1Zn6MT,155 a analiza białka z wątroby ludzkiej, pozwoliła wykryć 

śladowe ilości miedzi, bo około 0,1 równoważnika molowego Cu(I) na cząsteczkę 

metalotioneiny.111 Nie jest jasne, czy ilość miedzi w kompleksach jest determinowana przez 

specyfikę metabolizmu miedzi w danej tkance, czy wynika z różnic metabolizmu  

w poszczególnych przedziałach komórkowych.100 Wykazano, że w wątrobie szybko rosnącej 

nornicy rudej stężenie cytozolowego kompleksu cynkowego maleje, a rośnie stężenie 

jądrowego kompleksu miedziowego, co może sugerować transport metalotioneiny w komórce 

i zastąpienie jonów Zn(II) przez jony Cu(I).156 Wypieranie jonów Zn(II) z kompleksów MT, 

przez wiążące się jony Cu(I), powodowane jest powinowactwem. Jony Cu(I), jako bardziej 

miękkie kwasy, cechują się wyższym powinowactwem względem ugrupowań tiolowych, 

będących miękkimi zasadami. Obecne badania wskazują, że jony Cu(I), podobnie jak jony 

Zn(II), wykazują zróżnicowane powinowactwa względem miejsc wiązania w metalotioneinach. 

Możliwe jest więc, że kompleksy takie mogą funkcjonować jako bufor metaliczny zarówno dla 

jonów Zn(II), jak i Cu(I). Jednakże wartości Kd zostały oszacowane za pomocą spektrometrii 

mas, więc mogą być obarczone błędem.157-160 W niniejszej pracy wyznaczono dokładnie 

wartości tych stałych i podjęto się próby określenia roli miedziowych kompleksów 

metalotionein. 

 Warto zaznaczyć także, że pomiędzy izoformami zauważa się różnice w preferencji do 

tworzenia mieszanych kompleksów miedziowo-cynkowych.161 Izolowane z wątroby ssaczej 

MT1 i MT2 posiadały zazwyczaj siedem jonów Zn(II).162 Natomiast kompleksy MT3 i MT4 

izolowane odpowiednio z mózgu i nabłonka, były kompleksami heterometalicznymi  

i zawierały jony Zn(II) i Cu(I). Gdy poziom jonów Cu(I) był podwyższony, jak np. podczas 
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choroby Wilsona, metalotioneiny odgrywały istotną rolę w wiązaniu i detoksykacji Cu(I). 

Podczas takich zaburzeń homeostazy nawet MT1 i MT2, izolowane były jako białka bogate  

w jony Cu(I).163 

Co ciekawe, nie wyizolowano do tej pory metalotioneiny zawierającej tylko jony Cu(I), 

a jedynie kompleksy mieszane- Cu(I)xZnyMT. Należy wspomnieć, że kompleksy kadmowe 

również nie są homometaliczne, a metalotioneina wraz z jonami Cd(II), koordynuje jony Zn(II). 

Nawet przy indukcji ekspresji jonami Cd(II), powstaje forma zawierająca pięć jonów Cd(II) 

oraz dwa jony Zn(II), co przedstawiono na Rycinie 6A.122 Można więc przypuszczać, że 

działanie MT jako rezerwuar jonów Zn(II) jest nadrzędną funkcją tych białek. Obecność jonów 

Zn(II) w kompleksach mieszanych może być tłumaczona także faktem, że MT zaraz  

po translacji białka (tioneiny) wiąże jony Zn(II), a inne jony, takie jak Cu(I) czy Cd(II) wiążą 

się do formy częściowo, lub w pełni wysyconej Zn(II), co schematycznie przedstawiono na 

Rycinie 7. 

 

Rycina 7. Szlaki powstawania mieszanych kompleksów w formie zredukowanej CuxZn7-yMT 

i utlenionej CuxZn7-zMTox (indeks „ox” oznacza utleniony kompleks). Rycina stworzona na podstawie 

Krężel A, Maret W. Chem Rev. 2021.100 

 Maksymalna liczba jonów związanych w kompleksie mieszanym, nie musi wynosić 7, 

gdyż wymiana Zn(II) na Cu(I) nie zachodzi w stosunku 1:1. Ze względu na inną liczbę 

koordynacji i geometrię tych jonów maksymalne wysycenie jonami Cu(I), następuje po 

związaniu innej liczby jonów. Obecnie sugeruje się, że metalotioneina może związać do 

dwunastu jonów Cu(I), tworząc dwa domenowe klastry Cu(I)6Cys9 w domenie β oraz 

Cu(I)6Cys11 w domenie α.136,161,164,165 Ze pomocą spektrometrii mas wykazano, że białka te 

mogą związać do trzynastu jonów Cu(I), a przy dużym nadmiarze metalu, nawet 

dwadzieścia.158,159,166 Stechiometria Cu(I)20MT, sugeruje liniową geometrię jonu metalu oraz 

wiązania mostkujące wszystkich atomów siarki reszt cysteinowych. 

 Metalotioneiny występują również zewnątrzkomórkowo,127 gdzie potencjał 

oksydoredukcyjny jest wyższy. W środowisku takim powstawać będą kompleksy utlenione, 
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ponieważ dominującą formą miedzi w warunkach nieredukujących jest Cu(II).167,168 Podczas 

oddziaływania MT z jonami Cu(II), jony metalu są redukowane do Cu(I) z równoczesnym 

utlenianiem reszt cysteinowych, co skutkuje powstaniem mostków disulfidowych. Redukcja 

metalu jest reakcją jednoelektronową, podczas gdy powstawanie mostków jest 

dwuelektronowe. Oznacza to, że podczas tworzenia jednego wiązania S˗S, redukcji ulegają dwa 

jony metalu. Mechanizm tej reakcji obejmuje tworzenie pośredniego anionorodnika 

disiarczkowego (DRA, ang. disulfide radical anion) po redukcji pierwszego jonu Cu(II),  

a redukcja kolejnego jonu skutkuje powstaniem mostka disulfidowego, co przedstawiono na 

Rycinie 8.169 Calvo i współpracownicy wykazali, że podczas tworzenia kompleksu 

Cu(I)4Zn4MT3ox, rodnik ten jest stabilny na powietrzu, a jego czas życia mierzony jest  

w sekundach. Wyjątkowe właściwości DRA tłumaczą oni bliskim sąsiedztwem i sprzężeniem 

z jonem metalu.169 Powstały kompleks Cu(I)4Zn4MT3ox, ma również niespotykane dla 

białkowych kompleksów miedziowych właściwości, i podobnie jak anionorodnik disiarczkowy 

jest niewrażliwy na utlenianie i nie wymaga pracy w warunkach anaerobowych. Jego 

stabilność, podobnie jak stabilność DRA, tłumaczy się nakładaniem się orbitali d10-d10 jonów 

Cu(I). Izolacja takiej formy kompleksowej z mózgu czyni go jeszcze ciekawszym, przez co 

forma ta była intensywnie badana.119,169 

 

Rycina 8. Schemat wiązania jonów Cu(I), pochodzących z redukcji Cu(II) do domeny β-MT3,  

z uwzględnieniem produktu pośredniego. Zaadaptowano z Calvo JS, et al. J Am Chem Soc. 2022.169 

 Jak wspomniano wcześniej, MT3 nazywana jest białkiem miedziowym. Udowodniono, 

że na ten charakter wpływają niekoordynujące reszty aminokwasowe, takie jak fragment bogaty 

w reszty proliny na N-końcu oraz kwasowa wstawka na C-końcu. Mutacje w resztach tych, do 

odpowiednich reszt aminokwasowych obecnych w sekwencji MT2, powodowały znaczne 

obniżenie powinowactw jonów Cu(I) w kompleksie Cu(I)4Zn4MT3ox.
119 Fragment bogaty  

w reszty proliny zapewnia większą elastyczność łańcucha polipeptydowego, a dodatkowo 

obecność pięcioczłonowych pierścieni wymusza ułożenie w przestrzeni, które może być 

bardziej korzystne dla jonów o geometrii dygonalnej lub trygonalnej. Z kolei kwasowa wstawka 
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umożliwia powstawanie wiązań wodorowych i oddziaływań międzydomenowych.119 MT2 

opisywana jest jako białko o najbardziej cynkowym charakterze i zgodnie z obecnym stanem 

wiedzy, tworzy najsłabsze kompleksy z Cu(I). Dlatego też do charakterystyki kompleksów 

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

Wiele lat badań nad metalotioneinami (MT) pozwoliło opisać zdolności tych białek do wiązania 

jonów Zn(II) i Cd(II), co przyczyniło się do określenia ich funkcji t.j. buforowania jonów Zn(II) 

oraz detoksyfikacji z jonów metali ciężkich, takich jak Cd(II). Jednak wiedza na temat 

miedziowych oraz miedziowo-cynkowych kompleksów MT jest wciąż uboga, a wyniki 

uzyskiwane przez różne grupy badawcze są często sprzeczne. Dodatkowo, charakterystyka tych 

kompleksów opiera się w dużej mierze na badaniach z wykorzystaniem spektrometrii mas lub 

na analizie wybranych form o określonej stechiometrii, jak np. intensywnie badany kompleks 

Cu(I)4Zn4MT3ox (główne za sprawą jego odpowrności na utlenianie). Brakuje zatem pełnego 

opisu wszystkich tworzonych kompleksów częściowo oraz całkowicie wysyconych, a wiedza 

ta mogłaby przynieść wiele korzyści. Analiza sposobu wiązania i preferencyjności tworzenia 

kompleksów miedziowych oraz miedziowo-cynkowych MT2 i MT3 pozwoli na określenie 

różnic pomiędzy izoformami, które obecnie postrzegane są jako białka o odmiennym 

charakterze, a także na uzupełnienie luk w wiedzy na temat chemii koordynacyjnej 

metalotionein. Charakterystyka termodynamiczna tych kompleksów pozwoli natomiast na 

wskazanie potencjalnych ról metalotionein w szlaku transportu/magazynowania miedzi  

i określenie, czy białko to może działać jako bufor miedziowy, pełniąc funkcje zarówno donora, 

jak i akceptora jonów Cu(I)/Cu(II). W związku z tym, najważniejszymi celami pracy było: 

 

1. Opracowanie procesu metalacji (wysycania) MT2 i MT3 jonami Cu(I)/Cu(II) wraz  

z określeniem stabilnych form przejściowych i maksymalnie wysyconych kompleksów  

w postaci utlenionej i zredukowanej; 

2. Wyznaczenie wartości stałych dysocjacji Kd
Cu(I) i Kd

Zn(II) wszystkich tworzonych 

kompleksów (homo- i heterometalicznych) w utlenionych i zredukowanych białkach MT2  

i MT3.  

3. Zbadanie funkcji buforującej jony Zn(II) mieszanych kompleksów MT; 

4. Lokalizacja miejsc wiązania Cu(I) i Zn(II) oraz mostków disulfidowych w stabilnym 

kompleksie Cu(I)4Zn4MT3ox; 

5. Ustalenie wpływu niekowalencyjnych oddziaływań międzydomenowych na pojemność 

buforową białka z wykorzystaniem izolowanych domen; 

6. Analiza wpływu linkera KKS na stabilność miedziowych i miedziowo-cynkowych 

kompleksów MT3. 
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Aby zapewnić przejrzystość pracy, podzielono ją na trzy główne części, skupiające się na 

różnych obiektach badawczych: homo- i heterometaliczne kompleksy MT2 i MT3 (Rozdziały 

4.1, 4.2 oraz 5.1 do 5.8), kompleks Cu4Zn4MT3ox (Rozdziały 4.3 i 5.9) oraz kompleksy 

miedziowe i mieszane izolowanych domen MT3 (Rozdziały 4.4, 5.10 i 5.11). 
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3. Materiały i metody 

3.1 Materiały 

Odczynniki zastosowane do eksperymentów zostały wymienione wraz z ich pochodzeniem  

w dalszej części pracy, przy opisie metod. Do przygotowywania wszystkich roztworów 

wodnych wykorzystywano wodę Milli-Q (MQ, Merck Milipore System). Wszystkie 

sporządzone bufory były inkubowane ze złożem Chelex 100 (Bio-Rad) przez minimum dobę 

w celu pozbycia się nieczyszczeń metalicznych i przed użyciem filtrowane oraz 

odgazowywane, po czym pH było ponownie korygowane. 

 

3.2 Sprzęt laboratoryjny i aparatura 

Podczas badań wykorzystywano następujące sprzęty i aparaturę: 

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

- Waga techniczna (Kern, USA),  

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

- Inkubator z wytrząsaniem i kontrolą temperatury Ecotron (Infors HT, Niemcy), 

- Mieszadło roller SRT6D (Stuart, Wielka Brytania), 

- Mieszadła magnetyczne IKA C-MAG HS7 (Sigma-Aldrich) i MS-3000 Biosan (Polska), 

- pH-metry SevenMulti i Seven Compact (Mettler Toledo, USA), 

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

- Wirówki 5424 i 5804R (Eppendorf, Niemcy), 

- Mikrofalowy syntezator peptydów Liberty Blue (Cemis Tech), 

- Niskociśnieniowy chromatograf cieczowy FPLC - NGC (Bio-Rad, USA),  

- Niskociśnieniowy chromatograf cieczowy FPLC - Äkta Pure 25 (GE Healthcare),  

- Chromatograf cieczowy HPLC - Waters Acquity NanoUPLC M-Class,  

- Beztlenowa komora rękawicowa (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). 
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3.3 Metody 

W niniejszej pracy zastosowano następujące nazewnictwo: 

˗ apobiałko lub tioneina- białko niezwiązane z jonami metali; 

˗ holobiałko lub metalotioneina- białko wysycone jonami metali; 

˗ kompleks miedziowy- zredukowana lub utleniona metalotioneina wysycona jonami 

Cu(I), nazywany też metalotioneiną homometaliczną 

˗ kompleks miedziowo-cynkowy- zredukowany lub utleniony, mieszany kompleks 

metalotioneiny wysyconej jonami Cu(I) i Zn(II), nazywany też metalotioneiną 

heterometaliczną. 

3.3.1 Plazmidy kodujące metalotioneiny oraz sekwencje aminokwasowe 

białek 

W Tabeli 1 zabrano sekwencje aminokwasowe białek analizowanych w poniższej pracy. Do 

nadprodukcji MT2 i MT3 wykorzystano plazmidy pTYB21, zaprojektowane przez  

dr Agnieszkę Drozd,99 a plazmid kodujący α-domenę MT3 zaprojektował dr Bartosz Bednarz. 

Plazmidy kodujące całe białka zdeponowane zostały w repozytorium plazmidów Addgene,  

a ich identyfikatory to 105693 dla plazmidu kodującego MT2 i 105710 dla plazmidu 

kodującego MT3. Plazmid kodujący α-domenę MT3 nie został jeszcze zdeponowany.  

β-domena MT3 została natomiast zsyntezowana za pomocą mikrofalowego syntezatora 

peptydów CEM. 

 

Tabela 1. Sekwencje metalotionein i domen, analizowanych w pracy doktorskiej. Do C-końca  

β-domeny została dodatkowo przyłączona grupa amidowa (-NH2), aby zablokować wolny koniec 

peptydu. 

Białko Sekwencja aminokwasowa 

MT3 
MDPNCSCAAG DSCTCAGSCK CKECKCTSCK KSCCSCCPVG CAKCAQGCIC  
KGASDKCSCC A 

MT2 
MDPETCPCPS GGSCTCADSC KCEGCKCTSC KKSCCSCCPA ECEKCAKDCV     
CKGGEAAEAE AEKCSCCQ 

β-domena 

MT3 
MDPETCPCPS GGSCTCADSC KCEGCKCTSC KKS-NH2 

α-domena 

MT3 
KKSCCSCCPA ECEKCAKDCV CKGGEAAEAE AEKCSCCQ 
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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 µl roztworu komórek kompetentnych E. coli BL21(DE3)pLysS (Thermo Fisher 

Scientific) dodano 1 µl roztworu plazmidu pTYB21 kodującego odpowiednią metalotioneinę  

i inkubowano na lodzie przez 20 min. Następnie mieszaninę umieszczano w 42°C na 1 min  

i ponownie przenoszono na lód. Po zastosowaniu szoku cieplnego, do komórek dodawano 1 ml 

pożywki SOC (2% trypton (Lab Empire), 0,5% ekstrakt drożdżowy (Lab Empire), 10 mM NaCl 

(VWR Chemicals), 2,5 mM KCl (VWR Chemicals), 10 mM MgCl2 (VWR Chemicals), 10 mM 

MgSO4 (VWR Chemicals), 20 mM glukoza (Sigma Aldrich)) i wytrząsano przez  

1 h w temperaturze 37°C. Po inkubacji bakterie wirowano (5 000 × g przez 2 min.), a osad 

zawieszono w 100 μl podłoża SOC. Następnie bakterie wysiewano na płytce agarowej LB (Lab 

Empire) zawierającej 100 μg/ml ampicyliny (Carl Roth). Płytkę inkubowano w temperaturze 

37°C przez noc w cieplarce w celu wzrostu kolonii bakteryjnych. Pojedynczą kolonię zbierano 

i zawieszano w 2 ml LB z ampicyliną i hodowano w 37°C przez 6 h. Tak przygotowaną 

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

3.3.2.2 Nadprodukcja metalotionein 

Przygotowaną hodowlą nocną zaszczepiano 4 l pożywki TB z ampicyliną o stężeniu 100 μg/ml 

(1,1% trypton, 2,2% ekstrakt drożdżowy, 0,45% glicerol (POCH)) wzbogaconej o sole (1,3% 

K2HPO4, 0,38% KH2PO4 (POCH)) i środek przeciwpieniący Antifoam 204 (Sigma-Aldrich). 

Hodowlę prowadzono w 37°C, aż do uzyskania OD600 = 0,7-0,8. Następnie indukowano 

nadprodukcję białek poprzez dodanie 0,1 mM IPTG (Lab Empire) oraz 0,3 mM ZnCl2 (Sigma-

Aldrich) i wytrząsano w inkubatorze w temperaturze 20°C przez noc. Pelet bakteryjny 

uzyskany poprzez wirowanie hodowli w 4°C, 4 000 × g przez 15 min, przechowywano  

w -80°C. 

3.3.2.3 Oczyszczanie i rekonstytucja metalotionein 

Pelet bakteryjny rozpuszczano w 100 ml schłodzonego buforu A (20 mM Na+-HEPES (VWR 

Chemicals), 500 mM NaCl, 1 mM TCEP (Iris Biotech), pH 8) i sonikowano przez 45 min  

z amplitudą 30% (5 s puls, 10 s przerwa), a następnie wirowano z prędkością 16 000 × g przez 

45 min. Pierwszym etapem oczyszczania była chromatografia powinowactwa,  

z wykorzystaniem systemu IMPACTTM. W tym celu uzyskany supernatant inkubowano przez 

noc z 30 ml złoża chitynowego (New England BioLabs), z delikatnym mieszaniem, aby 

metalotioneina, połączona z inteiną i domeną wiążącą chitynę związała się do złoża, a następnie 
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przemywano 1 l buforu A. Wszystkie powyższe kroki przeprowadzane były w 4°C. Dodatek  

30 ml 100 mM DTT (Carl Roth) w buforze (20 mM Na+-HEPES, pH 8,0, 500 mM NaCl), 

rozszczepiał inteinę, co skutkowało odcięciem metalotioneiny od metki, która pozostawała 

związana ze złożem. 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 stanowią heterogenną mieszaninę białek, które 

różnić mogą się stopniem utlenienia, czy wysyceniem jonami metali. Dlatego też podczas 

oczyszczania stosuje się odczynniki redukujące (DTT (ditiotreitol) i TCEP (chlorowodorek 

tris(2-karboksyetylo)fosfiny)), a białko początkowo przeprowadza się do tioneiny, czyli formy 

niewysyconej jonami metali- apobiałka, a następnie na nowo, do w pełni wysyconej 

metalotioneiny. Otrzymywanie tionein rozpoczęto od zagęszczenia, do około 5 ml, eluentu 

zebranego po inkubacji z DTT używając Amicon® Ultra-4 Centrifugal Filter Units o odcięciu  

3 kDa (Merck Millipore). Za pomocą stężonego HCl (Sigma-Aldrich), doprowadzano pH do 2, 

ponieważ w takich warunkach reszty cysteinowe są sprotonowane i przez wzgląd na brak 

wolnej pary elektronowej niezdolne do wiązania jonów metali. Następnie uzyskany preparat 

wirowano z prędkością 15 000 × g, przez 10 min, w 4°C i nastrzykiwano na kolumnę HiLoad® 

16/600 Superdex 75 pg (Cytiva), prowadząc rozdział w 10 mM HCl. Sprawdzano stężenie 

białka za pomocą testu Ellmana (Rozdział 3.3.4.1) oraz poprawność oczyszczonych apoMT za 

pomocą ESI-MS (Rozdział 3.3.7.1).  

3.3.2.3.2 Otrzymywanie metalotionein- rekonstytucja Zn(II) 

Metalotioneiny pozbawione jonów metali są niestabilne i łatwo ulegają utlenianiu stając się 

heterogenne, dlatego też zaraz po uzyskaniu tionein, konieczne było przeprowadzenie 

rekonstytucji jonami Zn(II). W tym celu, do tioneiny dodawano 1 mM TCEP oraz nadmiar 

ZnSO4 (Sigma-Aldrich). Był to ośmiokrotny molowy nadmiar ZnSO4 nad MT2 i MT3 oraz 

pięciokrotny nad α-domeną MT3. Następnie za pomocą 1 M zasady Tris (VWR Chemicals), 

doprowadzano pH do 8,7 i inkubowano białko w 4°C. Po upływie minimum 3 h, białko 

ponownie zagęszczano do około 5 ml i oczyszczano na kolumnie HiLoad® 16/600 Superdex 

75 pg (Cytiva), zrównoważonej 20 mM buforem Tris-HCl (VWR Chemicals), pH 8,6. 

Oczyszczone za pomocą chromatografii wykluczenia molekularnego białka, ponownie 

zagęszczano do pożądanej objętości i sprawdzano stężenie (Rozdział 3.3.4.1), stopień 

wysycenia jonami Zn(II) (Rozdział 3.3.4.2) oraz masy (Rozdział 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 β-domeny 

β-domena metalotioneiny 3, z grupą amidową na C-końcu, została zsyntezowana za pomocą 

automatycznego syntezatora peptydów zaopatrzonego w reaktor mikrofalowy (dostawca CEM) 

wedle strategii Fmoc (grupa 9-fluorenylometoksykarbonylowa), zgodnie z którą grupy  

α-aminowe aminokwasów chronione są grupą Fmoc, zapobiegając tym samym ich 

niepożądanym reakcjom. Syntezę prowadzono na podłożu stałym wykorzystując żywicę 

TentaGel™ S RAM (Iris Biotech), którą początkowo inkubowano z DCM (dichlorometan) 

przez 40 min, a następnie trzykrotnie przemyto DMF (N,N’-dimetyloformamid) w celu 

spęcznienia. Podczas syntezy użyto DIC (N,N′-diizopropylokarbodiimid) i Oxyma® (kwas 

etylo(2-cyjano-2-(hydroksyimino)octanowy)) do aktywacji grup karboksylowych oraz 20% 

roztwór piperydyny do usunięcia grup Fmoc z grup aminowych reszt aminokwasowych. W celu 

odcięcia peptydu, do złoża dodano mieszaninę TFA (kwas trifluorooctowy), wody, anizolu, 

TIPS (triizopropylosilan), tiofenolu, EDT (1,2-etanoditiol) i tioimidazolu w stosunku 

objętościowym 90:2:2:2:2:1:1 i mieszano 2 h. Użyte blokowane Fmoc-L-aminokwasy 

pochodziły z firmy Iris Biotech, a rozpuszczalniki organiczne z VWR Chemicals. Uzyskany 

produkt przedmuchiwano strumieniem azotu, w celu odparowania lotnych reagentów. Peptyd 

strącano następnie zmrożonym eterem dietylowym, sonikowano oraz wirowano z szybkością  

4 000 × g w 4°C przez 10 min. Powyższe kroki, dla odciętego peptydu powtórzono trzykrotnie, 

a następnie peptyd odparowano do sucha. Uzyskany produkt oczyszczono za pomocą HPLC, 

wykorzystując kolumnę C18 (Phenomenex) i gradient 0-80% ACN (acetonitryl, czystość do 

HPLC) w 0,1% wodnym roztworze TFA. Zebrane frakcje zliofilizowano, a tożsamość 

uzyskanego peptydu sprawdzono z użyciem 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 użyciem dwóch 

spektrofotometrów firmy Jasco V-750 oraz V-650. Eksperymenty, dla których wykorzystywano 

fale w zakresie UV wykonywano w kuwetach kwarcowych, a dla eksperymentów z użyciem 

tylko światła widzialnego w jednorazowych kuwetach polistyrenowych, o długości drogi 

optycznej 10 mm. W poniższych rozdziałach określenie metalotioneina lub MT odnosić będzie 

się do obu izoform- MT2 i MT3, natomiast konkretna izoforma będzie oznaczana jako MT2 

lub MT3.  
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3.3.4.1 Pomiar stężenia tionein oraz metalotionein 

Stężenia molowe świeżo przygotowanych metalotionein mierzone były za pomocą testu 

Ellmana z wykorzystaniem odczynnika DTNB (5,5ʹ-ditiobis(kwas 2-nitrobenzoesowy, 

odczynnik Ellmana) (Tokyo Chemical Industry).170 Odczynnik ten wchodząc w reakcję  

z grupami tiolowymi (R-SH) lub ugrupowaniem tiolanowym (R-S-) białek, ulega redukcji  

z wytworzeniem barwnego produktu TNB-. Maksimum absorpcji powstałej substancji barwnej 

położone jest przy 412 nm, a molowy współczynnik absorpcji wynosi 14 150 M-1·cm-1.170 

Monitorując wzrost absorbancji przy tej długości fali i korzystając z prawa Lamberta-Beera, 

wyznaczyć można stężenie wolnych grup tiolowych lub tiolanowych w próbce. Jednakże  

w wysyconych jonami metali metalotioneinach, grupy tiolowe są zdeprotonowane  

i skoordynowane z jonami metali, dlatego też aby móc zmierzyć stężenie takiej formy białka, 

konieczne jest zastosowanie chelatora. EDTA (kwas etylenodinitrylotetraoctowy), który wiążąc 

jony Zn(II), przyspiesza znacznie reakcję modyfikacji, pozwala na wyznaczenie precyzyjnych 

stężeń. Aby określić stężenie tioneiny lub metalotioneiny, 3 µl białka 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, aż do uzyskania 

plateau. Stosując molowy współczynnik absorpcji wyznaczano stężenie grup tiolowych  

w próbce, a dzieląc ten wynik przez ilość reszt cysteinowych w białku wyznaczano stężenie 

tioneiny lub metalotioneiny. Pomiary wykonywano minimum dwukrotnie, a za końcowy wynik 

przyjmowano wartość średnią. 

3.3.4.2 Ustalanie stopnia wysycenia metalotionein jonami Zn(II) 

Do pomiaru zawartości Zn(II) w metalotioneinach wykorzystywano PAR  

(4-(2-pyridylazo)rezorcynę) (Merk Milipore) (Ryc. 9). Ten chromoforowy chelator tworzy  

z jonami Zn(II) barwne kompleksy o dwóch stechiometriach ZnPAR i Zn(PAR)2. Zastosowanie 

go w odpowiednim nadmiarze względem metalu, pozwala przesunąć równowagę w stronę 

tworzenia kompleksu Zn(PAR)2, dla którego współczynnik molowy przy 492 nm wynosi  

71 500 M-1·cm-1.171 Ujemny logarytm ze stałej dysocjacji Kd12 takiego kompleksu wynosi 

12,15.171 Taka wartość stałej dysocjacji powoduje, że nie wszystkie jony Zn(II) związane  

w białkowym kompleksie będą chelatowane przez PAR, gdyż część z nich ma wyższe 

powinowactwo względem białka niż względem chromoforowego chelatora.172 By ustalić 

stężenie wszystkich jonów Zn(II) w kompleksie stosuje się  dodatek DTNB, który utlenia reszty 

cysteinowe, zmniejszając znacząco powinowactwo jonów Zn(II) do utlenionych metalotionein 

i umożliwiając całkowity transfer do PAR,171 a ze względu na inną długość fali przy maksimum 
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emisji- 492 nm dla kompleksu chromoforowego chelatora i 412 nm dla TNB- pasma nie 

nakładają się. Pomiar zawartości cynku w metalotioneinach wykonywano poprzez dodanie do 

kuwet 100 µM PAR (20 mM roztwór wyjściowy w DMSO) oraz 1 mM DTNB w 50 mM 

buforze Na+-HEPES (pH 7,4, 100 mM NaCl). Następnie rozpoczynano pomiar absorbancji przy 

492 nm w trybie kinetycznym i po upływie 10 s, dodawano 3 µl białka. Wartość absorbancji, 

po uzyskaniu plateau, wraz z molowym współczynnikiem absorpcji pozwalała wyznaczyć 

stężenie Zn(II) w próbce. Korzystając dodatkowo z uprzednio zmierzonego stężenia białka 

obliczano ilość równoważników molowych Zn(II) związanych do metalotioneiny. Pomiar 

wykonywano dwukrotnie. 

 

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(II) przeprowadzane były w warunkach beztlenowych, w komorze rękawicowej, 

aby zapobiec utlenianiu białek oraz jonów Cu(I). Aby ustalić maksymalną ilość jonów Cu(I)  

i Cu(II), które mogą zostać związane przez MT, 5 µM białko dodawano do 50 mM buforu 

sodowo-boranowego (H3BO3, Na2B4O7·10 H2O, VWR Chemicals) (pH 7,4, 100 mM NaF 

(VWR Chemicals)), a następnie miareczkowano 5 mM solami metali: [Cu(CH3CN)4]PF6 

(źródło jonów Cu(I), Sigma Aldrich) lub CuCl2 (źródło jonów Cu(II), Sigma Aldrich). Po 

dodaniu każdego molowego ekwiwalentu jonu metalu, próbki równoważono przez 1,5 min, 

przed rozpoczęciem pomiaru widma. Widma rejestrowano w zakresie długości fal 200–450 nm, 

z krokiem 0,2 nm oraz szybkością skanu 200 nm/min. 
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3.3.4.4 Wyznaczanie molowych współczynników absorpcji mieszanych 

kompleksów CuxZnyMT 

W celu wyznaczenia molowych współczynników absorpcji dla zredukowanych i utlenionych, 

miedziowo-cynkowych kompleksów metalotionein (CuxZnyMT oraz CuxZnyMTox) oraz ich 

domen, do kuwet dodano 50 mM bufor sodowo-boranowy (pH 7,4, 100 mM NaF) oraz w pełni 

wysyconą jonami Zn(II) metalotioneinę o różnym stężeniu: 1 µM, 2,5 µM oraz 5 µM,  

a następnie miareczkowano dwukrotnie, tak jak opisano powyżej (Rozdział 3.3.4.3). Dla 

każdego widma odczytywano wartość absorbancji przy 252 nm oraz przy 255 nm, dla 

miareczkowań odpowiednio jonami Cu(I) oraz Cu(II). Następnie korzystając z prawa 

Lamberta-Beera, wyznaczono molowe współczynniki absorpcji dla kompleksów CuxZnyMT  

i CuxZnyMTox (εCuxZnyMT). 

3.3.4.5 Wyznaczanie powinowactwa jonów Cu(I) do tioneiny i Zn7MT  

w kompleksach zredukowanych i utlenionych 

Aby wyznaczyć średnie powinowactwa jonów Cu(I) w zredukowanych i utlenionych 

kompleksach homometalicznych i heterometalicznych, przygotowano serię różnie wysyconych 

metalotionein. W tym celu 250 µM tioneinę, metalotioneinę w pełni wysyconą jonami Zn(II) 

(Zn7MT) lub zmieszane domeny α oraz β w stosunku molowym 1:1, inkubowano przez 10 min 

ze wzrastającą ilością równoważników molowych Cu(I) lub Cu(II). Ilość dodawanych 

molowych ekwiwalentów Cu(I) wynosiła od 1 do 13, a Cu(II) od 1 do 8. Tak przygotowane 

kompleksy dodawane były w stężeniach końcowych 5 µM do polistyrenowych kuwet,  

w których znajdowała się 750 µM sól disodowa kwasu batokuproinodisulfonowego (BCS) 

(Sigma Aldrich) w 50 mM buforze sodowo-boranowym (pH 7,4, 100 mM NaF) i rejestrowano 

widma. Pomiary wykonywano po upływie określonego czasu w zakresie 400-600 nm, co  

0,2 nm, z szybkością skanu 200 nm/min. Próbki inkubowano przez ponad 50 h i mierzono 

absorbancję, aż do momentu uzyskania plateau przy 483 nm.  

BCS jest chelatorem miedziowym, który tworzy barwne kompleksy zarówno z jonami 

Cu(I) jak i Cu(II) (Ryc. 10A). Stechiometria obu kompleksów jest taka sama- 1:2, ale różnią 

się one ładunkami- kompleks zredukowany ma ładunek -3, a utleniony -2. Dodatkowo 

kompleks Cu(II)(BCS)2 ma znacznie słabsze właściwości spektroskopowe oraz cechuje się 

niższym powinowactwem.173,174 Molowy współczynnik absorpcji kompleksu zredukowanego- 

Cu(I)(BCS)2 przy długości fali 483 nm wynosi 10 561 M-1·cm-1.174 Ilość molowych 

równoważników jonów miedzi przetransferowanych z metalotioneiny do chelatora BCS 

obliczana była ze współczynnika molowego, a znajomość kumulatywnej stałej dysocjacji,  
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-logKd12 = 20,81,174 pozwoliła na wyznaczenie średnich stałych dysocjacji Kd
Cu(I) kolejnych 

jonów Cu(I) i Cu(II) w kompleksach metalotionein, zgodnie z Równaniem 1,119 

𝐾𝑑
𝐶𝑢(𝐼)

𝐾𝑑12
𝐵𝐶𝑆 =

𝑀𝑇𝑐𝑎ł𝑘𝑜𝑤𝑖𝑡𝑒
[𝐶𝑢−𝑀𝑇]

−1

(
𝐵𝐶𝑆𝑐𝑎ł𝑘𝑜𝑤𝑖𝑡𝑒
[𝐶𝑢(𝐵𝐶𝑆)2]

−2)2[𝐶𝑢(𝐵𝐶𝑆)2]
   Równanie 1 

 

w którym MTcałkowite, to stężenie białka użyte w eksperymencie (5 µM), [Cu−MT] to stężenie 

kompleksu metalotioneiny z jonami Cu(I) po ustaleniu równowagi, BCScałkowite to stężenie 

chelatora użyte w eksperymencie (750 µM), a [Cu(BCS)2] to stężenie kompleksu Cu(BCS)2 po 

ustaleniu równowagi. 

 

Rycina 10. Wzory strukturalne miedziowych chelatorów chromoforowych i ich miedziowych 

kompleksów: BCS (A) i BCA (B). 

Do wyznaczenia powinowactwa jonów Cu(I) do domen metalotionein wykorzystano 

analogiczne podejście, jednak ze względu na niższe powinowactwa jonów Cu(I) do 

zredukowanych oraz utlenionych domen, wykorzystano słabszy chelator- kwas  

2,2’-bicynchoninowy (BCA) (Sigma Aldrich). Podobnie jak BCS, BCA tworzy z Cu(I) 

kompleksy o stechiometrii Cu(I)(BCA)2, a jego maksimum absorpcji położone jest przy  

562 nm (Ryc. 10B).174 Apodomeny oraz domeny wysycone jonami Zn(II) o stężeniu 250 µM 

inkubowano ze wzrastającym stężeniem jonów Cu(I) lub Cu(II). Ilość dodawanych 

równoważników molowych Cu(I) wynosiła 1-7 (α-domena) lub 1-6 (β-domena) oraz 1-4 

ekwiwalentów Cu(II). Tak przygotowane kompleksy dodawane były do kuwet do stężenia 

końcowego 5 µM, w których znajdował się 750 µM BCA w 50 mM buforze sodowo-
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boranowym (pH 7,4, 100 mM NaF). Widma rejestrowano po upływie określonego czasu  

w zakresie 450-750 nm, co 0,2 nm, z szybkością skanu 200 nm/min. Do obliczeń ilości 

przetransferowanych równoważników molowych jonów Cu(I) oraz powinowactwa jonów 

Cu(I) do domen, wykorzystano współczynnik molowy kompleksu Cu(I)(BCA)2 równy  

7 257 M-1·cm-1, średnią wartość stałej dysocjacji -logKd12 równą 17,66 oraz Równanie 1.174 

Wszystkie eksperymenty pozwalające wyznaczyć powinowactwa Cu(I) do tioneiny i Zn7MT  

w kompleksach zredukowanych i utlenionych wykonywano minimum trzykrotnie w komorze 

rękawicowej, w warunkach beztlenowych. 

3.3.4.6 Ustalanie stechiometrii mieszanych metalotionein 

W komorze rękawicowej przygotowano serię różnie wysyconych mieszanych kompleksów 

metalotionein. Do 250 µM Zn7MT2, Zn7MT3, Zn4α-MT3, Zn3β-MT3 lub zmieszanych domen 

dodawano wzrastającą ilości równoważników molowych Cu(I) lub Cu(II) i inkubowano  

10 min, w celu związania się jonów miedzi do metalotioneiny. Wyparte z kompleksu jony Zn(II) 

zostały oznaczone ilościowo poprzez wykonanie testu z chromoforem PAR. Do kuwety 

kwarcowej dodawany był 50 mM bufor Na+-HEPES (pH 7,4, 100 mM NaF) oraz 100 µM PAR, 

a absorbancja była zerowana. Rozpoczynano pomiar w trybie kinetycznym przy 492 nm, a po 

upływie 10 s dodano mieszany kompleks metalotioneiny o stężeniu 2 µM. Absorbancję 

mierzono przez 5 min, a jej wartość wraz z molowym współczynnikiem absorpcji równym  

71 500 M-1·cm-1, wykorzystano do obliczenia ilości molowych równoważników Zn(II) 

związanych przez chromofor.171 Odejmując tę wartość od ilości jonów Zn(II) początkowo 

związanych do metalotioneiny, ustalano stechiometrię kompleksów mieszanych. Wykonano 

dwa powtórzenia. 

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 wątroby 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, będący chelatorem cynkowym, zastosowano w celu usunięcia kofaktora Zn(II)  

z enzymu. Następnie stosując wirowanie z Amicon® Ultra-4 (Merck Millipore), czterokrotnie 

wymieniono bufor na czysty, bez dodatku chelatora, aby pozbyć się kwasu dipikolinowego oraz 

uwolnionego Zn(II) z roztworu.175 Stężenie apoSDH, czyli formy pozbawionej aktywności 
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enzymatycznej, wyznaczono poprzez miareczkowanie ZnSO4 z równoczesnym 

monitorowaniem aktywności enzymatycznej, jak opisano poniżej.  

3.3.4.7.2 Pomiar stężenia apoSDH 

W celu dokładnego wyznaczenia stężenia apoSDH, przywracano aktywność enzymatyczną 

białka poprzez dodatek jonów Zn(II). W tym celu do kuwety kwarcowej zawierającej 10 mM 

bufor Na+-HEPES pH 7,2  dodano apoSDH do końcowego stężenia 150 nM i inkubowano przez 

5 min ze wzrastającym stężeniem ZnSO4 wahającym się w przedziale 20-300 nM. Następnie 

dodano D-fruktozę (Sigma Aldrich) do końcowego stężenia 0,1 M i zerowano absorbancję przy 

340 nm. Po rozpoczęciu pomiaru, do kuwety dodano 20 µM NADH (zredukowany dinukleotyd 

nikotynoamido-adeninowy, Sigma Aldrich) i w trybie kinetycznym śledzono spadek 

absorbancji, odpowiadający utlenianiu NADH, na skutek konwersji D-fruktozy do D-sorbitolu. 

Nachylenie krzywej (tgα), a co za tym idzie szybkość reakcji [s-1] wyznaczano w programie 

Spectra Analysis (Jasco), zakładając pierwszorzędowość reakcji.175,176 Stężenie funkcjonalnego 

enzymu, zdolnego do konwersji D-fruktozy odpowiadało stężeniu jonów Zn(II), w punkcie 

równoważnikowym, ponad którym nie obserwowano zmian nachylenia krzywej.  

3.3.4.7.3 Badanie transferu jonów metalu z metalotioneiny do enzymu 

Aby przygotować kompleksy Cu(I) z metalotioneiną 3, 100 µM apoMT3 inkubowano  

z odpowiednimi molowymi równoważnikami Cu(I). Przygotowanie kompleksów mieszanych 

(Cu(I)xZnyMT3), polegało natomiast na inkubacji 100 µM Zn7MT3 z odpowiednią ilością 

molowych równoważników Cu(I), a następnie odsoleniu przygotowanych kompleksów na 

Amicon® Ultra Centrifugal Filter (Merck Millipore), w celu pozbycia się uwolnionych do 

roztworu jonów Zn(II). Po czterokrotnej wymianie buforu, stężenia kompleksów mieszanych 

wyznaczane były za pomocą molowych współczynników absorpcji przedstawionych w Tabeli 

4 i opisanych w Rozdziale 3.3.4.4. W zależności od ilości dodanych równoważników 

molowych Cu(I), korzystano z odpowiedniej wartości współczynnika.  

W celu zbadania transferu jonu metalu- Cu(I) lub Zn(II) do dehydrogenazy sorbitolowej 

zastosowano analogiczne podejście jak opisano powyżej (Rozdział 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 końcowych stężeń 150 nM 

apoSDH oraz 150 nM kompleks metalotioneinowy. Po 30 min inkubacji, dodano  

0,1 M D-fruktozę, zerowano absorbancję i wraz z dodatkiem 20 µM NADH rozpoczynano 

reakcję, której przebieg monitorowano w trybie kinetycznym przy 340 nm. Porównywano 

nachylenie krzywej pomiędzy różnymi formami kompleksowymi, a za 100% aktywność 
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dehydrogenazy sorbitolowej uznawano wartość tgα przy stosunku 1:1, apoSDH:Zn(II). 

Eksperyment wykonano w dwóch powtórzeniach w warunkach beztlenowych, w komorze 

rękawicowej. 

3.3.4.7.4 Wyznaczanie powinowactwa Cu(I) do dehydrogenazy sorbitolowej 

W celu oszacowania powinowactwa jonów Cu(I) do apoSDH, wykonano eksperyment 

analogiczny do opisanego w Rozdziale 3.3.4.5. ApoSDH wysycono jednym równoważnikiem 

molowym Cu(I) i odczekano 10 min, w celu ustalenia równowagi i związania metalu. 

Następnie, powstały kompleks dodano do kuwety zawierającej 750 µM BCA lub 750 µM BCS 

w 50 mM buforze sodowo-boranowym o pH 7,4 (100 mM NaF), aby stężenie Cu(I)1SDH 

wynosiło 5 µM lub 10 µM. Widma rejestrowano co 15 min w zakresie 450-750 nm dla próbek 

zawierających BCA lub 400-600 nm dla próbek zawierających BCS, z prędkością skanu 200 

nm/min, co 0,2 mm. Po ustaleniu równowagi, wartość absorbancji przy długości fali 562 nm 

lub 483 nm, pozwalała na wyznaczenie powinowactwa Cu(I) do apoSDH, zgodnie  

z Równaniem 1. 

 

3.3.5 Spektroskopia dichroizmu kołowego (CD) 

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

Widma CD metalotionein miareczkowanych Cu(I) lub Cu(II) rejestrowano w temperaturze 

25°C w szczelnie zakręcanej kuwecie kwarcowej, przy stałym przepływie azotu, w zakresie 

190–350 nm, z prędkością skanowania 200 nm/min i szerokością pasma 2 nm. Przedstawione 

widma uśredniono z dwóch skanów. Stężenia białek użytych do pomiarów CD wynosiły: 5 µM 

w przypadku całych metalotionein, 10 µM dla domen oraz 5 µM dla zmieszanych dwóch 

domen. Eksperymenty przeprowadzano w 10 mM Tris-HCl, 100 mM NaF, pH 7,4. Wszystkie 

próbki przygotowano w atmosferze azotu, w komorze rękawicowej, a na czas pomiaru 

wyciągane były w szczelnie zamkniętej kuwecie, aby zapobiec utlenianiu zarówno białka, jak 

i metalu. 

 

3.3.6 Fotoluminescencja 

3.3.6.1 Luminescencja niskotemperaturowa 

Pomiary luminescencji niskotemperaturowej wykonywano wraz z prof. Borysem 

Ośmiałowskim na Wydziale Chemii UMK w Toruniu. Kompleksy Cu(I)xZnyMT3 

przygotowano poprzez dodanie do 250 µM Zn7MT3 różnej ilości równoważników molowych 

54:11971



55 

 

10 mM [Cu(CH3CN)4]PF6 (bez etapu odsalania). Następnie rozcieńczono je do stężenia 10 µM 

w 10 mM buforze Tris-HCl o pH 7,4 (100 mM NaF) i umieszczono w 5 mm rurkach 

kwarcowych o długości 250 mm (Wilmad). Przed rozpoczęciem pomiarów próbki zamrażano 

w ciekłym azocie. Do pomiaru widm fosforescencji w temperaturze 77 K, próbki umieszczano 

w naczyniu Dewara wypełnionym ciekłym azotem, a następnie mierzono w zakresie 400-800 

nm stosując spektrofluorymetr FS5 (Edinburgh Instruments). Zastosowano wzbudzenie 316 nm 

i opóźnienie 200 µs, z rozdzielczością 2 nm. Tę samą długość fali wzbudzenia– 316 nm – 

zastosowano do pomiarów czasów życia fosforescencji. Czasy życia obliczono przy użyciu 

oprogramowania FAST (ang. fluorescence analysis software technology, Edinburgh 

Instruments). 

3.3.6.2 Transfer Zn(II) z Cu(I)xZnyMT i Cu(I)xZnyMTox do ZnAF-2F 

Mieszane kompleksy metalotionein zarówno zredukowane, jak i utlenione (w dalszych 

częściach pracy oznaczenie „ox” będzie odnosić się do utlenionej formy kompleksowej) 

przygotowano w taki sam sposób jak opisano w Rozdziale 3.3.4.7.3. Do Zn7MT3 i Zn7MT2, 

dodano molowe równoważniki Cu(I) lub Cu(II), a po 15 minutowej inkubacji, uwolnione do 

roztworu jony Zn(II) usunięto za pomocą Amicon® Ultra Centrifugal Filter (Merck Millipore). 

Stężenia przygotowanych w warunkach beztlenowych kompleksów, wyznaczono za pomocą 

molowych współczynników absorpcji kompleksów 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}-

2ʹ,7'-difluorofluoresceina), wiążący jony Zn(II) ze stałą Kd wynoszącą 5,5 nM w pH 7,4, został 

zastosowany do określenia wpływu jonów Cu(I) i Cu(II) na powinowactwo jonów Zn(II)  

w mieszanych kompleksach metalotionein (Ryc. 11).177 Ta fluorescencyjna sonda, po 

wzbudzeniu światłem o długości fali 492 nm, wykazuje emisję przy 516 nm, a intensywność 

sygnału jest znacznie wyższa po związaniu jonów Zn(II). Pomiar fluorescencji rejestrowano  

w szczelnie zakręcanych kuwetach kwarcowych o długości drogi optycznej 10 mm, do których 

dodawano 50 mM bufor Na+-HEPES o pH 7,4 (100mM NaF) oraz ZnAF-2F (Sigma Aldrich)  

i kompleks mieszany do końcowych stężeń wynoszących odpowiednio 4 µM i 0,5 µM. Przed 

dodaniem białka mierzono wartość F0, będącą bazową intensywnością fluorescencji chelatora. 

Następnie do kuwet dodawano metalotioneinę i inkubowano przez 90 min bez dostępu do 

światła. Po tym czasie ponownie wykonywano pomiar fluorescencji- F90. Jako kontrolę 

zawartości Zn(II) w kompleksach w pełni wysyconych Zn(II), do próbek dodano 50 µM NPSC 

(2-nitrofenylosenocyjanian) (Sigma Aldrich). Związek ten, ułatwiał tworzenie kompleksu  
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Zn(ZnAF-2F), poprzez utlenianie ugrupowań tiolanowych białek. Utlenianie to prowadziło do 

dysocjacji jonów Zn(II), przez co możliwe było ustalenie wartości fluorescencji dla wszystkich 

jonów Zn(II) w kompleksie. Wiedząc ile jonów Zn(II) związanych jest do metalotioneiny 

wyznaczano wartość fluorescencji dla jednego równoważnika molowego Zn(II). 

 

Rycina 11. Wzory strukturalne cynkowej sondy fluorescencyjnej ZnAF-2F (A) i kompleksu  

z Zn(II) (B).178 

Wiedząc, że równowaga reakcji ustala się zgodnie z Równaniem 2: 

Cu(I)xZnyMT + ZnAF-2F ⇄ a Zn(ZnAF-2F) + Cu(I)xZny-aMT3       Równanie 2 

obliczono równowagowe stężenia wszystkich reagentów, a znając stechiometrię mieszanych 

kompleksów metalotionein (Rozdział 3.3.4.6) określono uśrednione wartości Kd
Zn dla jonów 

Zn(II) w poszczególnych kompleksach heterometalicznych, stosując Równanie 3. 

𝐾𝑑
𝑍𝑛 = √

[𝐶𝑢𝑥𝑍𝑛𝑦−𝑎𝑀𝑇]∙[𝑍𝑛]𝑎

[𝐶𝑢𝑥𝑍𝑛𝑦𝑀𝑇]

𝑎
   Równanie 3 

W analogiczny sposób wyznaczono średnie wartości stałych dysocjacji jonów Zn(II)  

w homometalicznych kompleksach w pełni wysyconych Zn(II). 

 

3.3.7 Spektrometria mas 

Do eksperymentów z wykorzystaniem spektrometrii mas stosowano dedykowane 

rozpuszczalniki (MS-grade) z firmy Sigma Aldrich. Przed pomiarami spektrometr kalibrowano 

za pomocą Tuning Mix (Agilent) lub GluFib B (ang. [Glu1]Fibrynopeptide B human) (Protea 

Bioscience). 

3.3.7.1 Pomiar mas tionein i metalotionein 

Tożsamość oczyszczonych poprzez sączenie molekularne białek sprawdzana była za pomocą 

spektrometrii mas, w trybie jonów dodatnich przy użyciu spektrometru ESI–MS Compact  

Q-TOF (Bruker Daltonik, GmbH). Do pomiarów mas tionein, próbki o stężeniu 10 µM 

przygotowywano w mieszaninie protycznej, składającej się z metanolu, wody oraz kwasu 
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mrówkowego, w stosunku objętościowym 50:49,9:0,1. Metalotioneiny wysycone jonami Zn(II) 

przygotowywano natomiast w stężeniu 30 µM w 100 mM octanie amonu o pH 7,4. Aby pozbyć 

się buforu Tris-HCl, w którym rozpuszczone były kompleksy białkowe, wykorzystano 

kolumienki do odsalania PD-Spin Trap 0,5 ml (Cytiva) lub ZebaTM Spin Desalting Columns 7K 

MWCO (Thermo Fischer Scientific). Próbki nastrzykiwane były bezpośrednio z prędkością 

przepływu 3 µl/min. Zastosowano następujące parametry źródła jonów: różnica potencjałów 

płyty końcowej (end plate offset)- 500 V, napięcie kapilary- 4500 V oraz dwa gazy- gaz 

rozpylający o ciśnieniu 0,2 Bara i gaz suszący o przepływie 4 l/min i temperaturze 180°C. Dane 

analizowano w programie DataAnalysis Bruker, a masę eksperymentalną obliczano 

wykorzystując algorytm dekonwolucji Maximum Entropy (Bruker Daltonik, GmbH).179 

3.3.7.2 Analiza kompleksu Cu(I)4Zn4MT3ox 

Kompleksy Cu(I)4Zn4MT3ox oraz formy niżej zmetalizowane przygotowywane były poprzez 

dodanie 4 lub mniej (1-3) równoważników molowych Cu(II) (sól CuCl2) do Zn7MT3 

(produkcja i oczyszczanie zgodnie z protokołem opisanym w Rozdziale 3.3.2) w 200 mM 

octanie amonu (pH 6,8). Następnie, po 10 minutowej inkubacji, 100 µM kompleksy odsalane 

były na kolumienkach ZebaTM Spin Desalting Columns o odcięciu mas 7 kDa (Thermo Fisher 

Scientific) zrównoważonych octanem amonu. Tak przygotowany kompleks rozcieńczany był 

do stężenia 10 µM i nakładany do kapilar ze szkła borokrzemowego, w których umieszczano 

platynowy drucik, do którego przykładano napięcie 0,9–1,4 kV, aby umożliwić tworzenie się 

jonów. Eksperymenty MS przeprowadzane były razem z dr. Manuelem Peris-Díaz  

z wykorzystaniem spektrometru Synapt XS HDMS wyposażonego w moduł jonizacji typu 

nanoelektrospray (Waters Corporation). Dane analizowane były za pomocą MassLynx v4.2 

(Waters Corp.) i skryptów w Pythonie 3.5 (dostępnych w bazie github.com) i zdeponowanych 

przez dr. Peris-Díaz.180 

Do eksperymentu służącego określeniu ilości mostków disulfidowych, kompleksy 

denaturowano poprzez zakwaszenie kwasem octowym, a próbki nastrzykiwane były  

w mieszaninie woda : acetonitryl w stosunku objętościowym 1:1, z 0,1% kwasem octowym.  

 Próbki do eksperymentów mapowania miejsc wiązania Cu(I) i Zn(II) przygotowywano 

analogicznie jak opisano powyżej, jednak w wyższym stężeniu- 1000 µM. Następnie dodawano 

różne stężenia odczynnika alkilującego NEM (N-etylomaleimid) (Sigma Aldrich): 10, 25, 50  

i 100 mM i rozcieńczane buforem do stężenia białka wynoszącego 45 µM. Po 10 minutowej 

inkubacji bez dostępu do światła, próbki były ponownie odsalane, rozcieńczane do stężenia  

10 µM, umieszczane w kapilarach i mierzone w warunkach natywnych. Następnie, poprzez 
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przyłożenie 20-60 V pułapki energii zderzenia (ang. trap collision energies) w argonie, jako 

gazie kolizyjnym, kwadrupolowo-wybrany jon ulegał dysocjacji indukowanej kolizją (CID, 

ang. collision-induced dissociation). Uzyskane fragmenty były następnie analizowane przez dr. 

Peris-Díaz w stworzonym przez niego skrypcie Python 3.5.180 

 W projekcie tym, mój udział polegał na produkcji białka, przygotowywaniu próbek do 

pomiarów oraz razem z dr. Peris-Díaz mierzyłam widma masowe opisane poniżej. Analizę 

uzyskanych danych w programie MassLynx v4.2 (Waters Corp.) i w skryptach w Pythonie 3.5 

przeprowadzał dr. Peris-Díaz.180 

3.3.7.3 Miareczkowania domen metalotionein jonami Cu(I) 

W celu określenia mechanizmu wiązania jonów Cu(I) do domen metalotionein do 30 µM 

apodomen metalotionein w 100 mM octanie amonu, pH 7,4, dodawane były równoważniki 

molowe Cu(I) 1-7 dla α-domeny oraz 1-6 dla β-domeny. Aby zapobiec utlenianiu kompleksów 

podczas jonizacji, do każdej próbki dodawano trzykrotny molowy nadmiar zredukowanego 

glutationu (GSH) nad Cu(I). Przygotowane w komorze rękawicowej kompleksy, były następnie 

wyciągane przez śluzę w szczelnie zamkniętych fiolkach. Próbki pobierano za pomocą 

strzykawki i nastrzykiwano bezpośrednio do spektrometru mas ESI–MS qTOF Compact  

Q-TOF Bruker z prędkością 3 µl/min. Dane analizowano w programie DataAnalysis Bruker,  

a masę obliczano wykorzystując algorytm dekonwolucji Maximum Entropy (Bruker Daltonik, 

GmbH).179 
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4. Wyniki 

4.1 Produkcja ludzkich izoform metalotionein 

Protokoły wykorzystywane podczas produkcji metalotionein zostały opracowane w Zakładzie 

Chemii Biologicznej przez dr Agnieszkę Drozd i dr. Adama Pomorskiego oraz opisane  

w Rozdziale 3.3.2. 

Metalotioneiny są niewielkimi białkami, zatem istotne było, aby nie zawierały one 

dodatkowych reszt aminokwasowych, zarówno na N- jak i C-końcu. W tym celu wybrano 

plazmidy pTYB21 oraz kompatybilny system IMPACT (ang. intein mediated purification with 

an affinity chitin-binding tag, New England Biolabs). Plazmidy kodowały sekwencję 

odpowiedniej metalotioneiny wraz z dołączoną na N-końcu metką. Metkę stanowiła inteina 

oraz domena wiążąca chitynę CBP (ang. chitin binding protein), która powodowała selektywne 

wiązanie się białka do złoża chitynowego podczas pierwszego etapu oczyszczania. Dodatek 

DTT powodował rozszczepienie inteiny, a tym samym odcięcie metalotioneiny do roztworu,  

a metka pozostawała związana do złoża. 

Białko, wstępnie oczyszczone za pomocą chromatografii powinowactwa, było 

następnie oddzielane od ewentualnych jonów metali oraz innych zanieczyszczeń pozostałych 

po hodowli bakteryjnej za pomocą sączenia molekularnego w kwaśnym pH (Ryc. 12A).  

W pH równym 2, metalotioneina nie wiąże jonów metali, zatem na tym etapie otrzymywano 

apoMT. Rozdział monitorowano przy trzech długościach fal: 215, 220 oraz 280 nm. Przy dwóch 

pierwszych długościach fal śledzono sygnały pochodzące od metalotioneiny, a za sygnały przy 

280 nm odpowiadały zanieczyszczenia, ponieważ metalotioneiny nie posiadają reszt 

aromatycznych. Rycina 12A przedstawia przykładowy chromatogram oczyszczania apoMT3. 

Najwyższy sygnał, przy około 105 ml, odpowiada białku, a następujące po nim dwa niższe 

sygnały pochodzą od dwóch form DTT, odpowiednio zredukowanej i utlenionej.  

Metalotioneiny pozbawione jonów metali nie posiadają struktury drugorzędowej i łatwo 

ulegają utlenianiu, zwłaszcza w obojętnym lub zasadowym pH. Kwaśne środowisko znacząco 

spowalnia proces utleniania, ze względu na utrzymywanie atomów siarki w formie tiolu. 

Dlatego też oczyszczoną apoMT przechowywaną w 10 mM kwasie HCl wykorzystywano od 

razu do eksperymentów lub przeprowadzano rekonstytucję Zn(II), w obecności odczynnika 

redukującego TCEP w pH 8,6. Po rekonstytucji białko ponownie  oczyszczano poprzez sączenie 

molekularne, w warunkach zasadowych w 20 mM Tris-HCl (Ryc. 12B). Na chromatogramie 

obecny jest duży sygnał, przy około 65 ml odpowiadający formie wysyconej siedmioma jonami 
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Zn(II) i są to frakcje, które były zbierane do dalszych eksperymentów. Przed nim widoczny jest 

ogon, który pochodzi od zagregowanych form MT, natomiast sygnały za nim, pochodzą od nie 

w pełni wysyconej oraz zdegradowanej MT. 

 

Rycina 12. Przykładowe chromatogramy otrzymane podczas sączenia molekularnego metalotioneiny 3 

na kwaśno- 10 mM HCl (A) oraz w warunkach zasadowych- 20 mM Tris-HCl (pH 8,6) (B) MT3. Do 

rozdziału wykorzystano kolumnę HiLoad® 16/600 Superdex 75 pg (Cytiva). 

Stężenie otrzymanych metalotionein było mierzone za pomocą testu Ellmana170  

i obliczana była wydajność produkcji białka na 1 l hodowli bakteryjnej (Tab. 2). Dodatkowo 

dla białek cynkowych, sprawdzany był stopień wysycenia Zn(II), z użyciem chromoforowego 

chelatora PAR (Ryc. 9), który pozwalał na pomiar stężenia Zn(II).171 Uzyskany wynik dzielono 

przez stężenie białka, wyznaczone za pomocą testu Ellmana, uzyskując w ten sposób ilość 

równoważników molowych związanych przez jedną cząsteczkę metalotioneiny. 

Tabela 2. Wydajność procesu produkcji i oczyszczania metalotionein (przeliczona na 1 l hodowli 

bakteryjnej) wraz z ilością związanych równoważników molowych Zn(II). 

Analizowane białko Wydajność produkcji [mg/l] Ekwiwalenty molowe Zn(II) 

MT2 4,3 6,9 

MT3 3,1 6,9 

α-MT3 1,3 3,9 

Do potwierdzenia tożsamości uzyskanych metalotionein po każdym etapie sączenia 

molekularnego zastosowano wyłącznie spektrometrię mas, gdyż inne klasyczne metody, jak np. 

SDS-PAGE nie są odpowiednie. Metalotioneiny ze względu na niewielką masę cząsteczkową 

(około 6 000 / 7 000 Da) migrują w żelu zbyt szybko, przez co pozycja prążka może być 

nieczytelna ze względu na zlanie się z czołem lub może odpowiadać innym małym białkom 

obecnym w preparacie. Dodatkowy problem stanowi wysoka zawartość reszt cysteinowych 

oraz brak reszt aromatycznych w sekwencji metalotionein, przez co barwienie może być 

nieefektywne. Widma masowe mierzono za pomocą spektrometru mas z jonizacją ESI, w trybie 

jonów dodatnich, a uzyskane dane analizowano w programie DataAnalysis Bruker. Masę 
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eksperymentalną obliczano wykorzystując algorytm dekonwolucji Maximum Entropy.179 

Widma apoMT oraz Zn7MT przestawiono na Rycinie 13, a masy eksperymentalne oraz 

teoretyczne zebrano w Tabeli 3. 

 

 

Rycina 13. Widma po dekonwolucji z wykorzystaniem algorytmu Maximum Entropy w programie 

DataAnalysis Bruker 179 oczyszczonych sączeniem molekularnym białek: apoMT3 (A), apoMT2 (B), 

Zn7MT3 (C) i Zn7MT2 (D). Tioneiny o stężeniu 10 µM przygotowywano w mieszaninie protycznej 

(metanol: woda: kwas mrówkowy 50: 49,9: 0,1), a metalotioneiny o stężeniu 30 µM w 100 mM octanie 

amonu, pH 7,4. 

 

Tabela 3. Porównanie średnich mas eksperymentalnych z masami teoretycznymi oczyszczonych 

metalotionein. 

 Masa eksperymentalna [Da] Masa teoretyczna [Da] 

apoMT2 6041,22 6042,22 

Zn7MT2 6488,05 6489,73 

apoMT3 6926,11 6927,02 

Zn7MT3 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(II) różnią się od jonów Cu(I) pod względem geometrii oraz liczby koordynacyjnej  

w tworzonych kompleksach białkowych.181 Maksymalne wysycenie może więc następować po 

związaniu innej ilości równoważników molowych metalu. Charakterystykę miedziowych oraz 

miedziowo-cynkowych metalotionein rozpoczęto zatem od miareczkowań 

spektrofotometrycznych i spektropolarymetrycznych apoMT oraz holoMT, jonami Cu(I)  

i Cu(II). Ze względu na to, że jony miedzi są redoksowo aktywne, eksperymenty 

przeprowadzano w warunkach beztlenowych, w atmosferze gazu obojętnego- azotu, nie 

dopuszczając by stężenie tlenu wynosiło powyżej 5 ppm. Roztwór [Cu(CH3CN)4]PF6, jako 

źródło jonów Cu(I), przygotowywany był w mieszaninie acetonitrylu z wodą w stosunku 

objętościowym 1:1. Dodatek acetonitrylu zapobiegał dysproporcjonowaniu jonów Cu(I) do 

Cu(II) i Cu(0).182 Nie zdecydowano się na użycie odczynników redukujących, aby uniknąć 

konkurencji o jony Cu(I) pomiędzy reduktorem a białkiem, lub aby jony Cl-, obecne m.in.  

w TCEP nie strącały się w postaci soli CuCl.183-185 

 Widma UV-vis rejestrowano w zakresie 200-450 nm, a wiązanie jonów metali 

obserwowano dzięki pasmom LMCT- przejście z przeniesieniem ładunku z atomu siarki grupy 

tiolanowej na jon metalu. Niezależnie czy metalotioneina miareczkowana była jonami Cu(I) 

czy Cu(II), wiązanie jonów metalu widoczne było przy długości fali 250-265 nm, gdyż jony 

Cu(II) wiążąc się do MT ulegają redukcji, z równoczesnym utlenianiem reszt cysteinowych  

i tworzeniem mostków disulfidowych.186 Redukcja Cu(II) do Cu(I) jest reakcją 

jednoelektronową, podczas gdy tworzenie wiązań S−S jest reakcją dwuelektronową. Oznacza 

to, że redukcji dwóch jonów Cu(II) towarzyszy powstawanie jednego mostka disulfidowego.169 

Na Rycinie 14A przedstawiono miareczkowania UV-vis apoMT3 i apoMT2 jonami Cu(I). 

Przedstawione krzywe, wykreślone dla maksimum absorbancji po dodaniu każdego 

równoważnika molowego Cu(I) pokazują liniowy przyrost, aż do 13 równoważników Cu(I).  

W przypadku izoformy MT3, zauważyć można, że pomiędzy 13 a 15 równoważnikiem 

molowym Cu(I) obecne jest dodatkowe wypłaszczenie, niewidoczne dla MT2, po którym 

następuje dalszy wzrost absorbancji. Dla MT3 obecne są zatem dwa punkty równoważnikowe- 
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przy 13 oraz 15 równoważnikach molowych Cu(I). Dla MT2 widoczny jest jeden punkt 

zmieniający linię trendu, obecny przy 13 równoważnikach Cu(I). 

Rycina 14B przedstawia natomiast miareczkowania apoMT3 i apoMT2 jonami Cu(II). 

Obie izoformy oddziałują z jonami Cu(II), w analogiczny sposób- redukując jony metalu  

i wiążąc Cu(I), a punkt maksymalnego wysycenia następuje po związaniu 8 równoważników 

molowych Cu(I), pochodzących z redukcji Cu(II). Dla MT3 kształt krzywej, wykreślonej dla 

absorbancji przy 255 nm, jest ostry, a punkt równoważnikowy czytelny. Na wykresie 

odpowiadającym miareczkowaniu MT2, można zaobserwować bardziej obły kształt przy 

końcowych punktach wysycania białka. 

  

Rycina 14. Spektrofotometryczne miareczkowania tionein jonami Cu(I) (A) oraz Cu(II) (B). Wstawki 

przedstawiają zależność dodanej ilości równoważników molowych Cu(I)/Cu(II) od absorbancji  

w maksimum. 

 

Wykonano również miareczkowania spektropolarymetryczne, a wyniki przedstawiono 

na Rycinie 15. Dla apoMT3 i apoMT2 miareczkowanych jonami Cu(I) (Ryc. 15A, B) widoczne 

są dwa pasma- dodatnie przy 261 nm oraz ujemne przy 226 nm. Ich intensywność początkowo 

rośnie, a następnie maleje. Wykreślone przy dwóch długościach fal, wartości θ dla apoMT3  

i apoMT2 mają odmienny przebieg. Dla apoMT3, widoczny jest wzrost intensywności, aż do 

13 dodanych równoważników molowych Cu(I), z punktem równoważnikowym przy  

9 ekwiwalentach. Dla MT2 natomiast, zaobserwować można liniowy wzrost do  
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6 równoważników molowych Cu(I), następnie spadek eliptyczności do około  

13 równoważników Cu(I), a dalszy dodatek metalu, nie wywołuje zmian spektralnych.  

Pasma przy tych samych długościach fal- 261 nm oraz 226 nm, obserwowane są dla 

kompleksów utlenionych, które tworzone są poprzez wysycanie białka jonami Cu(I), 

pochodzącymi z redukcji Cu(II) (Ryc. 15C, D). Zarówno dla apoMT3, jak i dla apoMT2, 

widoczny jest wzrost intensywności aż do 4 równoważników molowych Cu(II), po którym 

następuje spadek eliptyczności. Na wykreślonych krzywych, ciężko jest wyznaczyć kolejny 

punkt równoważnikowy, który mógłby świadczyć o całkowitym wysyceniu białka. Jednak dla 

obu białek przy 261 nm zmiana linii trendu widoczna jest także przy ośmiu równoważnikach 

molowych Cu(II), a dla apoMT3 także przy dziesięciu.  

 

Rycina 15. Miareczkowania spektopolarymetryczne, przeprowadzane w 10 mM buforze Tris-HCl pH 

7,4 (100 mM NaF) apoMT3 jonami Cu(I) (A), apoMT2 jonami Cu(I) (B), apoMT3 jonami Cu(II) (C) 

oraz apoMT2 jonami Cu(II) (D). Wstawki przedstawiają zależność dodanej ilości równoważników 

molowych Cu(I)/Cu(II) od wartości eliptyczności przy wybranej długości fali. 

 

Metalotioneny wysycone jonami Zn(II) również mogą wiązać jony Cu(I), co skutkuje 

dysocjacją jonów Zn(II) i powstawaniem kompleksów mieszanych. Aby określić ilość jonów 

Cu(I), która może zostać związana przez Zn7MT przeprowadzono analogiczne miareczkowania 

jak opisano powyżej rozpoczynając jednak od wysyconych Zn(II) metalotionein. Wiązanie 

jonów Cu(I) w kompleksach zredukowanych lub utlenionych, obserwowano przy tej samej 

długości fali co dla kompleksów tworzonych poprzez wysycanie apoMT jonami Cu(I), 

natomiast oddysocjowywanie Zn(II) śledzono przy długości fali 210-220 nm, gdzie występuje 
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pasmo CT S→Zn(II).119,133 Na Rycinie 16 przedstawiono uzyskane widma, a górne wstawki to 

widma różnicowe, uzyskane poprzez odjęcie od każdego widma po dodaniu Cu(I)/Cu(II), 

widma Zn7MT. Z widm tych odczytywano położenie minimum oraz maksimum pasm CT. 

Widoczny jest na nich także punkt izozbestyczny przy około 217 nm i 222 nm, kolejno dla 

Zn7MT3 i Zn7MT2. Dolne wstawki, przedstawiające zależność wartości absorbancji od ilości 

dodanych molowych równoważników molowych Cu(I) ukazują liniowy przyrost, aż do  

13 równoważników molowych Cu(I) przy długości fali 252 nm oraz spadek absorbancji przy 

207 nm (Ryc. 16A, B).  

Miareczkowanie jonami Cu(II) (Ryc. 16C, D) powodowało bardziej gwałtowny spadek 

absorbancji przy 210-215 nm oraz wzrost przy 255 nm. Trendy te utrzymywały się, aż do 

pełnego wysycenia białka jonami Cu(I)- do momentu dodania ósmego równoważnika 

molowego Cu(II). Zatem wysycenie Zn7MT3 i Zn7MT2 następuje po związaniu takiej samej 

ilości jonów Cu(I), jak wysycenie apobiałka, czyli 13 jonów Cu(I) oraz 8 jonów Cu(I) 

pochodzących z redukcji Cu(II). 

 

Rycina 16. Spektrofotometryczne miareczkowania Zn7MT3 jonami Cu(I) (A), Zn7MT2 jonami Cu(I) 

(B), Zn7MT3 jonami Cu(II) (C) oraz Zn7MT2 jonami Cu(II) (D). Wstawki przedstawiają widma 

różnicowe (górne wykresy) oraz zależność dodanej ilości równoważników molowych Cu(I)/Cu(II) 

(dolne wykresy) od absorbancji w maksimum. 
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 Dla kompleksów heterometalicznych wykonano także miareczkowania 

spektropolarymetryczne (Ryc. 17). Ponownie, tak jak dla kompleksów homometalicznych 

widoczne są dwa pasma- dodatnie przy około 254-261 nm oraz ujemne przy 221-222 nm. Na 

Rycinie 17A ukazującej tworzenie zredukowanego kompleksu heterometalicznego MT3, 

wartość eliptyczności przy 221 nm maleje, aż do 9 równoważników molowych Cu(I),  

z widocznym punktem równoważnikowym przy 4 ekwiwalentach Cu(I). W zakresie 9-11 

równoważników występuje plateau, po którym następuje wzrost intensywności, aż do 15 

równoważników molowych Cu(I). Wzrost ten nie jest liniowy, a przy 13 równoważnikach Cu(I) 

zauważyć można zmianę linii trendu. Dalszy dodatek jonów Cu(I) powoduje spadek 

eliptyczności. Przy 254 nm, intensywność początkowo rośnie, do 13 równoważników Cu(I),  

z punktem równoważnikowym przy 9 ekwiwalentach molowych, następnie spada do 15 

równoważników Cu(I), po czym widoczne jest plateau. Tworzeniu zredukowanego kompleksu 

mieszanego MT2 (Ryc. 17B), towarzyszą inne zmiany, pomimo obecności tych samych pasm 

na widmie CD. Intensywność pasma przy 222 nm, początkowo maleje, aż do 5-6 

równoważników molowych, następnie wzrasta do 8 jonów Cu(I) na cząsteczkę, a dalsze 

wysycanie białka nie wywołuje znaczących zmian. Jedynie wartość θ po związaniu 13 jonów 

Cu(I) jest niższa niż dla pozostałych form. Przy 260 nm, intensywność pasma rośnie do  

6 ekwiwalentów, a następnie spada. Spadkowi temu towarzyszą dwa punkty równoważnikowe- 

przy 9 oraz 13 równoważnikach Cu(I). 

W przypadku kompleksów utlenionych MT3 (Ryc. 17C), przy 221 nm widoczny jest 

początkowo spadek eliptyczności, aż do 4 dodanych równoważników Cu(II), następnie 

obserwuje się plateau do 6 jonów oraz dalszy wzrost eliptyczności do 8 jonów Cu(II) na 

cząsteczkę metalotioneiny. Natomiast przy 261 nm, pasmo nabiera intensywności aż do 8 

dodanych równoważników molowych Cu(II). Zmiany spektralne wywoływane tworzeniem się 

utlenionego kompleksu mieszanego MT2, widoczne są w węższym zakresie ilości Cu(II) (Ryc. 

17D). Intensywność pasma przy 221 nm, po początkowym spadku, uzyskuje plateau już po 

dodaniu 2 równoważników molowych Cu(II), natomiast pasmo przy 261 nm rośnie aż do 4 

równoważników, a następnie obserwuje się łagodny spadek, z punktem równoważnikowym 

przy 8 ekwiwalentach. 
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Rycina 17. Miareczkowania spektopolarymetryczne, przeprowadzane w 10 mM buforze Tris-HCl pH 

7,4 (100 mM NaF) Zn7MT3 jonami Cu(I) (A), Zn7MT2 jonami Cu(I) (B), Zn7MT3 jonami Cu(II) (C) 

oraz Zn7MT2 jonami Cu(II) (D). Wstawki przedstawiają zależność dodanej ilości równoważników 

molowych Cu(I)/Cu(II) od wartości eliptyczności. 

 

4.2.2 Molowe współczynniki absorpcji metalotionein 

Pomiar stężenia cynkowych kompleksów metalotionein możliwy jest dzięki zastosowaniu 

chelatora EDTA wraz z utleniaczem DTNB. Jony miedzi w kompleksach heterometalicznych, 

są związane z większym powinowactwem, zatem EDTA może nie być efektywnym 

konkurentem dla MT. Aby umożliwić pomiar stężeń miedziowo-cynkowych kompleksów 

metalotionein, wyznaczono współczynniki molowe dla każdej formy mieszanej. W tym celu 

wykonano miareczkowania Zn7MT3 oraz Zn7MT2 o stężeniu 1, 2,5 oraz 5 µM jonami Cu(I) 

oraz Cu(II). Następnie korzystając z prawa Lamberta-Beera, obliczono współczynniki molowe 

przy długościach fal 250-256 nm, czyli tam gdzie występuje pasmo pochodzące od przejścia 

elektronowego z przeniesieniem ładunku z liganda na metal- CysS−Cu(I), a uzyskane wyniki 

zebrano w Tabeli 4. 
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Tabela 4. Molowe współczynniki absorpcji mieszanych, miedziowo-cynkowych metalotionein, 

wyznaczone w buforze sodowo-boranowym pH 7,4 (50 mM, 100 mM NaF). 

Równoważniki 

molowe 

Cu(I)/Cu(II) 

Cu(I) Cu(II) 

MT3 

ε252 ∙ 103
 

(M-1
 ∙ cm-1) 

MT2 

ε252∙103
 

(M-1
 ∙ cm-1) 

MT3 

ε254∙103
 

(M-1
 ∙ cm-1) 

MT2 

ε256∙103
 

(M-1
 ∙ cm-1) 

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 26,4 ± 1,2 32,8 ±0,6 25,4 ± 1,1 

4 32,2 ± 0,7 32,4 ± 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 44,8 ± 1,2 44,9 ± 2,0 52,2 ± 1,0 43,7 ± 0,6 

7 50,7 ± 1,2 51,7 ± 2,1 57,2 ± 1,0 49,0 ± 0,4 

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 74,7 ± 2,5 - - 

12 80,3 ± 2,3 79,2 ± 2,3 - - 

13 85,0 ± 2,2 83,2 ± 2,3 - - 

 

4.2.3 Stechiometria kompleksów heterometalicznych 

Miareczkowania spektrofotometryczne oraz spektropolarymetryczne pozwoliły określić 

maksymalną liczbę jonów Cu(I)/Cu(II) wiążących się do MT oraz ich zdolność do wypierania 

jonów Zn(II). Nie dały jednak możliwości wglądu w stechiometrię mieszanych kompleksów 

oraz określenia, czy wszystkie jony Zn(II) są wypierane przez jony Cu(I)/Cu(II). Aby uzyskać 

te informacje, wykorzystano chelator PAR, który z jonami Zn(II) tworzy kompleks Zn(PAR)2  

(Ryc. 9), a ujemny logarytm ze stałej dysocjacji Kd12 takiego kompleksu wynosi 12,15.171 Przed 

rozpoczęciem pomiarów z białkiem, zdecydowano się na zbadanie wiązania PAR z Cu(I), 

wiedząc, że tworzy on również kompleksy z innymi jonami metali jak Cu(II), Cd(II) czy  

Hg(II).171 W tym celu chelator zmiareczkowano jonami Cu(I) oraz Zn(II), a wyniki 

przedstawiono na Rycinie 18A. Maksimum absorpcji kompleksu Cu(I) z PAR obecne jest przy 

504 nm, zatem pomiędzy dwoma pasmami kompleksu Zn(PAR)2- 520 nm i 492 nm. Pasma te 

nakładają się na siebie, więc obliczanie stężeń jonów metali obarczone byłoby dużym błędem. 

Pomimo tego zdecydowano się na zastosowanie chelatora PAR, jednak w podejściu 

polegającym na ilościowym oznaczaniu jonów Zn(II) uwolnionych do roztworu z kompleksu 

Zn7MT pod wpływem wiązania jonów Cu(I). W tym celu przygotowano mieszane kompleksy 

MT, a następnie, bez etapu odsalania, dodawano je do chelatora i mierzono absorbancję przy 

492 nm przez 5 min, zakładając, że w tym czasie chromofor zwiąże jedynie uwolnione jony 

metalu.  
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Rycina 18. Widma absorpcyjne 100 µM PAR miareczkowanego jonami Cu(I) (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, układu zawierającego 100 µM PAR i 2,5µM MT kompleks Cu(I)13MT3 (B) lub 

Cu(I)8MT3ox (C) w 50 mM buforze Na+-HEPES pH 7,4 (100 mM NaF). 

 

Jako kontrolę wykonano analogiczny eksperyment, stosując miedziowe, w pełni 

wysycone kompleksy Cu(I)xMT3 (Ryc. 18B, C), aby sprawdzić czy w 5 minut będzie 

dochodziło do transferu jonów Cu(I) z kompleksu MT do chelatora PAR. Jak przedstawiono na 

Rycinie 18B i C, w ciągu 5 minut od rozpoczęcia pomiaru nie zaobserwowano wzrostu 

absorbancji przy 492 nm, co wskazuje, że jony miedzi wiążą się do MT z większym 

powinowactwem i w tym czasie jony Cu(I) nie są transferowane do chelatora. Po dłuższym 

czasie inkubacji- po 4 h, zauważyć można (Ryc. 18B, C), że absorbancja rośnie, zatem jony 

Cu(I) są transferowane do PAR, jednak transfer ten jest wolny. Po upływie 22 i 47 h, kolejno 

dla kompleksu Cu(I)13MT3 i Cu(I)8MT3ox, uzyskiwane było plateau, co świadczy o tym, że  

w układzie ustaliła się równowaga pomiędzy dwoma formami kompleksowymi- Cu(I)xMT3  

a Cu(I)(PAR)2 oraz Cu(I)xMT3ox a Cu(I)(PAR)2. W konsekwencji przyjęto, że w ciągu 5 minut 

jony Zn(II) i Cu(I) związane do MT nie zostaną uwolnione, a chelator PAR będzie wiązał 

jedynie jony Zn(II) uwolnione do roztworu. Przystąpiono więc do eksperymentu właściwego, 

z kompleksami mieszanymi. 

Rycina 19 przedstawia zależność ilości jonów Cu(I) związanych do MT3 (Ryc. 19A) 

oraz MT2 (Ryc. 19B) od absorbancji przy 492 nm i od ilości jonów Zn(II) przetrasferowanych 

do chelatora PAR. Ilość równoważników molowych Zn(II), związanych przez chelator 

obliczana była przy użyciu molowego współczynnika absorpcji kompleksu Zn(PAR)2 równego 

71 500 M-1·cm-1,171 a następnie poprzez odjęcie tej ilości jonów Zn(II) od wyjściowej 

zawartości Zn(II) w kompleksie MT (w przypadku MT3 i MT2 związanych było 7 jonów) 
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określano stechiometrię kompleksów mieszanych metalotionein (Tab. 5). Wiązanie pierwszego 

równoważnika Cu(I), powoduje wyparcie około jednego jonu Zn(II), a kolejny równoważnik 

Cu(I) wypiera niewiele więcej Zn(II) z obu izoform. Podobnie, trzeci i czwarty jon Cu(I) 

związany do MT3 oraz trzeci, czwarty i piąty do MT2 wypierają taką samą ilość 

równoważników cynku, t.j. ~2. Trzy jony Zn(II) w kompleksie MT3 są wypierane przez 5-9 

równoważników Cu(I) oraz 6-8 równoważników Cu(I) w kompleksie MT2. Kolejne 

równoważniki Cu(I) wypierają tylko dwa lub trzy dodatkowe jony Zn(II) z obu izoform MT. 

Sugeruje to, że finalnie, w wysyconym kompleksie MT poza 13 jonami Cu(I) znajdują się 

dodatkowo dwa jony Zn(II). 

 
Rycina 19. Zależność ilości jonów Cu(I)/Cu(II) związanych do MT od absorbancji przy 492 nm i od 

ilości jonów Zn(II) przetrasferowanych do chelatora PAR; Cu(I)xZnyMT3 (A), Cu(I)xZnyMT2 (B), 

Cu(I)xZnyMT3ox (C) oraz Cu(I)xZnyMT2ox (D). 2 µM MT inkubowano ze 100 µM PAR w 50 mM 

buforze Na+-HEPES pH 7,4 (100 mM NaF). 

 

Tabela 5. Stechiometria kompleksów mieszanych- Cu(I)xZnyMT i Cu(I)xZnyMTox. Zawartość jonów 

Zn(II) w mieszanym kompleksie MT, w zależności od dodanej ilości równoważników molowych Cu(I), 

określano na podstawie absorbancji przy 492 nm kompleksu Zn(PAR)2, powstałego po inkubacji Zn7MT 

z różną ilością ekwiwalentów Cu(I) lub Cu(II) i chromoforem PAR. Eksperyment wykonano 

dwukrotnie. 

Ilość jonów 

Cu(I) w 

kompleksie 

Ilość jonów Zn(II) w kompleksie mieszanym 

Kompleks zredukowany Kompleks utleniony 

MT3 MT2 MT3 MT2 

1 5,95  0,04 6,14 ± 0,01 5,36  0,02 5,91 ± 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 2,55 ± 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 i D 

zauważyć można, że ilość jonów Zn(II) wypieranych przez wiązanie jonów Cu(I) 

pochodzących z redukcji Cu(II) nie jest tak oczywista, a wartości są liczbami niecałkowitymi. 

Dodatek jednego lub dwóch równoważników Cu(II) do Zn7MT, powoduje uwolnienie nie 

więcej niż dwóch Zn(II). Trzeci i czwarty równoważnik Cu(II) wywołuje różny efekt dla 

izoform MT2 i MT3. Wiązanie trzech i czterech jonów Cu(I) z redukcji Cu(II) powoduje 

oddysocjowanie około trzech jonów Zn(II) z cząsteczki MT3 i około 2-2,5 z cząsteczki MT2. 

Wiązanie kolejnych równoważników w obu izoformach powoduje oddysocjowanie 

maksymalnie pięciu jonów Zn(II) i tak jak było to dla kompleksów zredukowanych dwa jony 

Zn(II) pozostają związane do MT tworząc heterometaliczny, utleniony kompleks. 

4.2.4 Fosforescencja – analiza klastrów w kompleksach zredukowanych 

Metalotioneiny nie są białkami o sztywnej strukturze, przez co łańcuch polipeptydowy 

wykazuje dużą ruchliwość. Podczas eksperymentów luminescencyjnych, ruchy te mogą 

prowadzić do przejść bezpromienistych, co zmniejszać będzie rozdzielczość widm. 

Zastosowanie niskiej temperatury (77 K) znacznie ogranicza ten ruch cząsteczek, przez co 

białko staje się bardziej statyczne, a jakość widm poprawia się. Widma luminescencji 

niskotemperaturowej przedstawione na Rycinie 20A zostały znormalizowane do tej samej 

intensywności i przedstawiają kształt pasma emisji oraz położenie maksimum. Nie można 

zatem porównywać intensywności emisji, gdyż parametry pomiarowe, jak np. szerokość 

szczelin, czy wzmocnienie detektora, zostały zmienione i zoptymalizowane dla każdej próbki. 

Wraz z dodawaniem jonów Cu(I) do Zn7MT3 maksimum pasma emisji przesuwa się  

w kierunku dłuższych fal (Ryc. 20B). Obserwując zmieniające się położenie maksimum, 

wyróżnić można cztery formy kompleksów, które zmieniają trend. Opierając się na wcześniej 

opisanych eksperymentach można określić te kompleksy jako Cu(I)3Zn5MT3, Cu(I)6Zn4MT3, 

Cu(I)9Zn4MT3 i Cu(I)13Zn2MT3. Dodając od 1 do 3 równoważników molowych Cu(I) pasmo 

emisji przesuwa się batochromowo z 532 nm do 562 nm. Dodanie kolejnego równoważnika 

Cu(I) powoduje cofnięcie się pasma i przesunięcie hipsochromowe fal do 554 nm. Następnie 

widoczne jest kolejne przesunięcie ku czerwieni do 584 nm, aż do utworzenia kompleksu 

Cu(I)6Zn4MT3, a siódmy równoważnik Cu(I), nie powoduje przesunięcia pasma emisyjnego. 

Ósmy oraz dziewiąty ekwiwalent Cu(I), ponownie powodują przesuwanie pasma w stronę 

dłuższych fal, aż do 612 nm. Dla kompleksów mieszanych zawierających 9-12 równoważników 

Cu(I) maksimum występuje przy około 610 nm, zatem jego położenie nie zmienia się. Wiązaniu 
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trzynastego równoważnika Cu(I) towarzyszy kolejne przesunięcie batochromowe do 630 nm. 

Dodanie kolejnych jonów nie powoduje zmian w położeniu maksimum pasma. 

 

Rycina 20. Widma luminescencji niskotemperaturowej, znormalizowane do tej samej intensywności 

emisji, dla przykładowych zredukowanych kompleksów mieszanych MT3 (A). Położenie maksimum 

pasma emisji w zależności od ilości jonów Cu(I) w MT3 (B). Eksperymenty wykonano w 77 K,  

w kwarcowych rurkach w 10 mM buforze Tris-HCl pH 7,4 (100 mM NaF). 

 

 Dla różnie wysyconych kompleksów mieszanych MT3 zmierzono także czasy życia. 

Najlepsze dopasowanie (R2 = 1-1,185) uzyskano stosując funkcję potrójnie wykładniczą. 

Oznacza to, że każdy czas życia, zawiera trzy składowe- dwa krótsze czasy: 60-120 µs  

i 130-250 µs oraz jeden dłuższy 830-2000 µs (Ryc. 21A, Tab. 6), a każdy kompleks cechuje się 

inną procentową ich zawartością (Ryc. 21B).  

 

Rycina 21. Czasy życia fosforescencji zmierzone w 77K, obliczone z użyciem oprogramowania FAST 

i dopasowane z użyciem funkcji potrójnie eksponencjalnej, w zależności od stopnia wysycenia MT3 

jonami Cu(I) (A) oraz procentowa zawartość każdego czasu w danej formie kompleksowej (B). 

 

Początkowo dominuje najdłuższy czas życia, którego zawartość szybko maleje i po dodaniu 

jednego ekwiwalentu molowego Cu(I) wynosi mniej niż 50%, a po dodaniu 6 ekwiwalentów 

Cu(I) nieco ponad 10%. Udział najkrótszego czasu życia, oznaczony jako 1 na rycinie, wzrasta 

aż do dodania szóstego równoważnika molowego Cu(I), a następnie pozostaje względnie stały 
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(wyjątek stanowią 10 i 12 równoważnik Cu(I)). Udział średniego czasu życia, oznaczony jako 

2 na rycinie, rośnie aż do dodania trzech równoważników Cu(I) oraz od 7 do 12 

równoważników Cu(I). Przy całkowitym wysyceniu białka, najkrótszy czas życia - 110 µs 

stanowi 62,3%, średni- 210 µs 34%, a najdłuższy- 1000 µs jedynie 3,7%. 

Tabela 6. Czasy życia fosforescencji niskotemperaturowej mieszanych kompleksów MT3 w zależności 

od ilości dodanych równoważników molowych Cu(I). Czasy życia mierzone po wzbudzeniu przy  

316 nm i obliczone przy użyciu oprogramowania FAST. 

Równoważniki 

molowe Cu(I) 

Czas życia fosforescencji [µs] i jego zawartość procentowa 

1 2 3 

0 160 0,6 % 170 4,7 % 2000 94,7 % 

1 110 27,2 % 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 35,2 % 1000 3,1 % 

 

4.2.5 Badania stabilnościowe 

Wiedząc, że metalotioneiny posiadają zróżnicowane miejsca wiązania Zn(II), które można 

podzielić na mocne, średnie oraz słabe, podjęto się wyznaczenia powinowactw jonów Cu(I) do 

tionein. Dodatkowo chcąc zbadać wpływ jonów Cu(I) oraz Zn(II) na siebie nawzajem 

określono powinowactwa tych jonów w kompleksach heterometalicznych, zarówno 

zredukowanych, jak i utlenionych. Do tego celu wykorzystano chromoforowe sondy 

miedziowe- BCS i BCA (Ryc. 10) 174 oraz fluorescencyjny chelator cynkowy- ZnAF-2F  

(Ryc. 11).177,178 

4.2.5.1 Stałe dysocjacji jonów Cu(I) w zredukowanych kompleksach metalotionein 

Aby rzucić więcej światła na termodynamikę miedziowych oraz mieszanych kompleksów MT, 

użyto chromogenicznych chelatorów miedziowych - BCS oraz BCA (Ryc. 10). Tworzą one 

kompleksy z Cu(I) o stechiometrii 2:1, z warunkową stałą dysocjacji, w pH 7,4 odpowiednio  

-logKd12 = 20,81 oraz -logKd12 = 17,7.174 Zastosowanie sondy chromoforowej, która tworzy 

barwne kompleksy z Cu(I) i nie wiąże Zn(II), pozwoliło na określenie średnich stałych  

Kd kolejnych form kompleksowych, zarówno homometalicznych- miedziowych, jak  
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i heterometalicznych- mieszanych, miedziowo-cynkowych. Chelator BCA okazał się być zbyt 

słabym chelatorem i dla kompleksów MT posiadających mniejszą ilość związanych jonów 

Cu(I)- poniżej 6, nie obserwowano wzrostu absorbancji przy 562 nm, co świadczyło o tym, że 

jony Cu(I) nie są transferowane do BCA. Zdecydowano się więc na zastosowanie chelatora 

BCS, który inkubowano z różnie wysyconymi kompleksami MT, ze wzrastającą ilością 

równoważników molowych Cu(I), od 1 do 13, przez minimum 50 godzin. Czas ten był 

potrzebny do osiągnięcia równowagi między reagentami. Przykładowe krzywe, 

przedstawiające kinetykę reakcji przedstawiono na Rycinie 22. Zauważyć można, iż 

równowaga reakcji ustala się szybciej dla układów zawierających Zn7MT3 wysycaną jonami 

Cu(I), czyli dla kompleksów miedziowo-cynkowych, niż dla układów z tioneiną wysycaną 

Cu(I), czyli dla kompleksów miedziowych.  

 

Rycina 22. Przykładowe kinetyki ustalania się równowagi w układach zawierających 750 µM BCS  

i 5 µM tioneinę lub metalotioneinę z 1 równoważnikiem molowym Cu(I) (A), 8 równoważnikami 

molowymi Cu(I) (B) oraz 13 równoważnikami molowymi Cu(I) (C). 

 

Wartość absorbancji przy 483 nm po uzyskaniu plateau, przeliczono na ilość molowych 

równoważników Cu(I) przeniesionych do BCS, stosując molowy współczynnik absorpcji 

równy 10 561 M−1· cm−1, a wyniki przedstawiono na Rycinie 23. Dla kompleksów Cu(I)xMT3 

(Ryc. 23A) widoczne są dwa trendy w transferze jonów Cu(I) do BCS. Pierwsze sześć 

równoważników Cu(I) związanych do apoMT3 powoduje transfer mniej niż jednego jonu Cu(I) 

do BCS, a następnie, wartość absorbancji rośnie bardziej gwałtownie i dochodzi do transferu 

około 7 jonów Cu(I) z cząsteczki kompleksu Cu(I)13MT3. Wyjątek stanowi kompleks 

Cu(I)9MT3, dla którego absorbancja przy 483 nm jest niższa niż dla Cu(I)8MT3. W pełni 

wysycone miedziowe kompleksy MT2 (Ryc. 23B), po inkubacji z BCS cechują się podobną 

wartością absorbancji jak kompleksy MT3, a różnice obserwuje się dla białek niewysyconych 

w pełni. Pierwsze sześć jonów ponownie zachowuje podobny trend- ilość przetransferowanych 

równoważników Cu(I) rośnie, wraz z wysycaniem kompleksu, jednak bardziej dynamicznie niż 
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dla MT3 i transferowane są ponad dwa ekwiwalenty Cu(I). Z kompleksu Cu(I)7MT2 

transferowane są trzy jony Cu(I) z jednej cząsteczki białka. Następnie kompleksy wysycone  

8-12 jonami Cu(I) wykazują zbliżoną absorbancję z niewielkim jej wzrostem. Finalnie,  

z kompleksu Cu(I)13MT2, transferowanych jest siedem równoważników Cu(I). 

 

Rycina 23. Zależność ilości jonów Cu(I) związanych do MT od finalnej absorbancji przy 483 nm i od 

ilości równoważników molowych Cu(I) przetransferowanych do BCS; Cu(I)xMT3 (A), Cu(I)xMT2 (B), 

Cu(I)xZnyMT3 (C) oraz Cu(I)xZnyMT2 (D). 5µM MT inkubowano z 750 µM BCS w 50 mM buforze 

sodowo-boranowym (pH 7,4, 100 mM NaF) i wykonywano pomiar widm w czasie, przez minimum  

50 h, aż do uzyskania plateau.  

 

Analogiczne badania przeprowadzono dla kompleksów heterometalicznych, które 

przygotowano poprzez wysycanie Zn7MT jonami Cu(I). Dla MT3 wzrost absorbancji przy  

483 nm jest liniowy (Ryc. 23C). Wyjątek stanowią kompleksy Cu(I)7ZnxMT3 i Cu(I)8ZnxMT3, 

z których transfer Cu(I) do BCS jest większy od zakładanej liniowości oraz kompleks 

Cu(I)9ZnxMT3, dla którego transfer jest niższy niż dla Cu(I)8ZnxMT3. W obu formach 

kompleksowych MT3- homo- oraz heterometalicznych, wysyconych 13 jonami Cu(I), wartość 

absorbancji jest niemalże taka sama (Ryc. 23A, C). Zupełnie inny przebieg obserwowany jest 

dla mieszanego kompleksu MT2 (Ryc. 23D). Dla pierwszych czterech jonów Cu(I) związanych 

do ZnxMT2, transferowany jest mniej niż 1 równoważnik Cu(I), a wartość absorbancji rośnie 

nieznacznie. Następnie obserwuje się względnie liniowy wzrost absorbancji, jednak kompleksy 

z 5 i 6, 8 i 9, 10 i 11 oraz 12 i 13 wydają się być do siebie podobne w podanych parach. Transfer 

Cu(I) do BCS z kompleksu w pełni wysyconego zachodzi tutaj w największym stopniu spośród 

czterech przypadków i z kompleksu Cu(I)13Zn(II)2MT2, BCS chelatuje aż 9 równoważników 

Cu(I). 

Z absorbancji przy 483 nm obliczono uśrednione wartości -logKd
Cu(I), dla 

poszczególnych kompleksów (Ryc. 24). Średnie wartości Kd
Cu(I) jonów Cu(I) w kompleksach 

homometalicznych MT3 są niższe niż w heterometalicznych (niższe Kd
Cu(I), a wyższe  

-logKd
Cu(I)). Różnice pomiędzy kompleksami MT3, zawierającymi tyle samo równoważników 

molowych Cu(I) wynoszą ponad pół rzędu dla kompleksów zawierających od 2 do 7 jonów 
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Cu(I), a wraz z dalszym wysycaniem wartości te stają coraz bardziej zbieżne. W kompleksie 

homometalicznym, pierwsze sześć jonów wiązanych jest z Kd
Cu(I)~10-21 M, a następnie 

powinowactwo maleje z każdym kolejnym ekwiwalentem, zatem wartość Kd
Cu(I) rośnie, aż do 

wartości 10-18,92 M. Wyjątek stanowi kompleks Cu(I)9MT3, dla którego Kd
Cu(I) ma niższą 

wartość niż dla kompleksu zawierającego osiem jonów Cu(I). Powinowactwa Cu(I)  

w kompleksach z MT2, różnią się od tych z MT3.   

 

Rycina 24. Porównanie wartości -logKd
Cu(I) jonów Cu(I) w różnie wysyconych kompleksach homo-  

i heterometalicznych MT3 (A) i MT2 (B). 

 

Tabela 7. Wartości -logKd
Cu(I) jonów Cu(I) w miedziowych oraz miedziowo-cynkowych, 

zredukowanych kompleksach MT3 i MT2.  

Równoważniki 

molowe Cu(I) 

Wartości -logKd
Cu(I) jonów Cu(I) w zredukowanym kompleksie MT 

Kompleks homometaliczny Kompleks heterometaliczny 

MT3 MT2 MT3 MT2 

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 różną ilością jonów Cu(I) cechują się 

zbliżoną siłą wiązania i stałymi dysocjacji, których wartości wahają się w granicach  

10-19,6-10-18,8 M (Ryc. 24B). Kompleksy heterometaliczne są natomiast bardziej zróżnicowane 

pod względem siły wiązania. Pierwsze cztery jony wiązane są mocno, a ich stała dysocjacji jest 
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niższa niż 10-20 M. Następnie, wraz z wysycaniem jonami Cu(I), stała Kd
Cu(I) rośnie, aż do  

10-18,48. Ponownie, jak było to dla kompleksów MT3, Cu(I)9Zn4MT2, ma wyższe 

powinowactwo, niż kompleks z ośmioma jonami Cu(I). Wartości -logKd
Cu(I) dla kompleksów 

zredukowanych MT3 i MT2 zebrano w Tabeli 7. 

4.2.5.2 Stałe dysocjacji jonów Cu(I) w utlenionych kompleksach metalotionein 

Analogiczny eksperyment do opisanego powyżej przeprowadzono dla utlenionych 

kompleksów metalotionein. Do tioneiny oraz metalotioneiny dodawane były jony Cu(II), które 

wiążąc się do MT ulegały redukcji z równoczesnym utlenianiem reszt cysteinowych, co 

skutkowało powstaniem mostków disulfidowych w białku. Uzyskane wyniki przedstawiono na 

Rycinie 25. 

Dla utlenionych, miedziowych kompleksów MT3 ilość przetransferowanych jonów 

Cu(I) do chelatora BCS rośnie wraz z wysycaniem białka (Ryc. 25A). Widoczne są dwa trendy- 

wzrost absorbancji od 1-3 oraz od 4-8 równoważników molowych Cu(II). Początkowo wzrost 

ten jest mniej dynamiczny, a ilość jonów Cu(I) przeniesionych do BCS jest mniejsza niż 1. 

Następnie obserwuje się bardziej gwałtowny wzrost absorbancji przy 483 nm, a ilość jonów 

Cu(I) przetransferowana do BCS z utlenionego, w pełni wysyconego kompleksu MT3 wynosi 

4,5. Analogiczny przebieg obserwuje się dla utlenionego kompleksu heterometalicznego MT3 

(Ryc. 25C)- pierwsze trzy jony Cu(I), pochodzące z redukcji Cu(II) związane do ZnxMT3 

wykazują jeden trend- powolny wzrost absorbancji, a kolejne pięć jonów intensywniejszy 

wzrost absorbancji. Porównując ilość jonów Cu(I) przetransferowanych do BCS z utlenionych 

kompleksów mieszanych MT3 do utlenionych kompleksów miedziowych MT3 zauważyć 

można, iż transfer ten zachodzi w większym stopniu dla kompleksów heterometalicznych. 

 

Rycina 25. Zależność ilości jonów Cu(I), pochodzących z redukcji Cu(II) związanych do MT od 

absorbancji przy 483 nm i od ilości równoważników molowych Cu(I) przetransferowanych do BCS; 

Cu(I)xMT3ox (A), Cu(I)xMT2ox (B), Cu(I)xZnyMT3ox (C) oraz Cu(I)xZnyMT2ox (D). 5µM MT 

inkubowano z 750 µM BCS w 50 mM buforze sodowo-boranowym pH 7,4 (100 mM NaF)  

i wykonywano pomiar widm w czasie, przez minimum 50 h, aż do uzyskania plateau. 
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  W przypadku miedziowych kompleksów MT2, również widoczne są dwa wzory 

wzrostu absorbancji od 1-4 oraz 4-8 równoważników molowych (Ryc. 25B). Porównywalnie 

do kompleksów MT3, początkowo absorbancja wzrasta wolniej, a następnie widoczny jest 

większy przyrost. Punktem równoważnikowym, jest punkt odpowiadający kompleksowi 

Cu(I)4MT2ox, z którego transferowanych jest więcej jonów Cu(I), niż z kompleksu 

Cu(I)5MT2ox. Porównując w pełni wysycony, utleniony, homometaliczny kompleks MT2 do 

MT3, zauważyć można, że z kompleksu MT2 sonda BCS chelatowała około 6 jonów Cu(I), 

czyli o 1,5 równoważnika molowego więcej niż z kompleksu MT3. W kompleksach 

utlenionych, mieszanych MT2 (Ryc. 25D), ponownie obserwuje się wzrost ilości 

transferowanych jonów Cu(I), wraz z wysycaniem białka. Wyjątek stanowią utlenione 

kompleksy zawierające 7 i 8 jonów Cu(I)- absorbancja dla obu układów jest podobna, a BCS 

chelatuje około 6 jonów Cu(I). Wartość ta jest analogiczna do wartości kompleksu 

homometalicznego MT2. 

 Wartości -logKd
Cu(I), przedstawione na Rycinie 26 oraz w Tabeli 8, uwidaczniają 

zróżnicowanie powinowactw pomiędzy izoformami. Dla MT3 (Ryc. 26A), wartości Kd
Cu(I) 

wahają się w zakresie 10-20,54-10-19,05 M dla kompleksów miedziowych oraz 10-20,83-10-18,64 M 

dla kompleksów mieszanych. Warto zauważyć, że różnice pomiędzy kompleksami homo-  

i heterometalicznymi MT3, zawierającymi taką samą ilość jonów Cu(I) w kompleksie, nie są 

aż tak znaczące, jak obserwowano dla kompleksów zredukowanych (Ryc. 24A, 26A).  

 

Rycina 26. Porównanie wartości -logKd
Cu(I) jonów Cu(I), pochodzących z redukcji Cu(II), w różnie 

wysyconych, utlenionych kompleksach homo- i heterometalicznych MT3 (A) i MT2 (B). 

 

Dla utlenionych kompleksów MT2 (Ryc. 26B), zauważyć można natomiast analogiczny trend, 

jak ten obserwowany dla zredukowanych kompleksów MT2 opisywanych w Rozdziale 4.2.4.1 

(Ryc. 24B). Kompleksy miedziowe wykazują mniej zróżnicowane średnie stałe dysocjacji-  

10-18,92-10-19,56 M, a wartości Kd
Cu(I) w kompleksach mieszanych są coraz wyższe wraz  

z wysycaniem białka jonami Cu(I), pochodzącymi z redukcji Cu(II), zatem siła wiązania 

78:84964



79 

 

maleje. Początkowo jony Cu(I) wiązane są mocniej w utlenionym kompleksie 

heterometalicznym, a następnie- od piątego jonu Cu(I), utleniony kompleks homometaliczny 

cechuje się wyższym powinowactwem. 

Tabela 8. Wartości -logKd
Cu(I) jonów Cu(I), pochodzących z redukcji Cu(II) w miedziowych oraz 

miedziowo-cynkowych, utlenionych kompleksach MT3 i MT2. 

Równoważniki 

molowe Cu(II) 

Wartości -logKd
Cu(I) jonów Cu(I) w utlenionym kompleksie MT 

Kompleks homometaliczny Kompleks heterometaliczny 

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 Stałe dysocjacji jonów Zn(II) w miedziowo-cynkowych metalotioneinach 

Opisane powyżej eksperymenty, pozwoliły stwierdzić, że jony Zn(II) związane w mieszanym 

kompleksie MT, wpływają na powinowactwo jonów Cu(I). Podjęto się więc wyznaczenia 

stałych dysocjacji jonów Zn(II) w takich kompleksach. Wykorzystano do tego fluorescencyjną 

sondę cynkową- ZnAF-2F (Ryc. 11).177,178 Miedziowo-cynkowe kompleksy MT, odsolone od 

uwolnionych jonów Zn(II), inkubowano przez 90 min z sondą fluorescencyjną. Czas ten był 

wystarczający do ustalenia równowagi w układach. Następnie mierzono wartości fluorescencji 

przy 516 nm, po wzbudzeniu światłem o długości fali 492 nm. Na Rycinie 27, przedstawiono 

zależność ilości dodanych jonów Cu(I)/Cu(II) do Zn7MT3 od ilości jonów Zn(II) w kompleksie 

mieszanym oraz od średniej wartości -logKd
Zn(II) tych jonów. Średnia wartość Kd

Zn(II) wszystkich 

jonów Zn(II) w Zn7MT3 wynosi 10-9,17 M, a podczas wysycania jonami Cu(I), stała ta zmienia 

się. Po związaniu pierwszego jonu Cu(I) (Ryc. 27A), któremu towarzyszy dysocjacja jednego 

jonu Zn(II), średnia wartość Kd
Zn(II) maleje o około pół rzędu. Następnie, wraz z dodawaniem 

kolejnych jonów Cu(I) powinowactwo maleje lub nie zmienia się znacząco, zatem średnie 

wartości Kd
Zn(II) rosną lub pozostają takie same, aż do związania 9 jonów Cu(I) i utworzenia 

kompleksu Cu(I)9Zn4MT3, dla którego średnia wartość Kd
Zn(II) wynosi 10-8,76 M. Następne jony 

Cu(I) powodują, że wartość Kd
Zn(II) ponownie maleje, a ostatnie dwa jony Zn(II), pozostałe  

w kompleksie Cu(I)13Zn2MT3 cechują się stałą dysocjacji równą 10-11,17 M. Podobny wpływ 

jonów Cu(I) na stałe dysocjacji Zn(II) jak w zredukowanych kompleksach mieszanych 

obserwuje się w utlenionych kompleksach MT3 (Ryc. 27B). Średnia wartość Kd
Zn(II)  
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w kompleksie Cu(I)1Zn6MT3ox jest niższa niż w kompleksie Zn7MT3. Następnie wraz  

z wysycaniem MT3 jonami Cu(I), pochodzącymi z redukcji Cu(II),  wartość Kd
Zn(II)

 rośnie, czyli 

siła wiązania maleje, aż do związania sześciu równoważników Cu(I) i utworzenia 

Cu(I)6Zn2MT3ox dla którego średnia wartość Kd
Zn(II) wynosi 10-8,50 M. Po dodaniu siedmiu oraz 

ośmiu jonów Cu(II), Kd
Zn(II) jonów Zn(II) maleje, aż do wartości 10-9,64 M, zatem siła wiązania 

rośnie. 

 

Rycina 27. Zależność ilości jonów Cu(I) (A) lub Cu(II) (B) dodanych do Zn7MT3 od ilości jonów Zn(II) 

obecnych w kompleksie mieszanym oraz (zielone kolumny) od powinowactwa jonów Zn(II) (niebieskie 

kropki). 0,5 µM kompleksy z 4 µM ZnAF-2F w 50 mM buforze Na+-HEPES pH 7,4 (100 mM NaF) 

inkubowano przez 90 min w ciemności. 

 

 Podczas wysycania Zn7MT2 jonami Cu(I) (Ryc. 28A), średnie wartości Kd
Zn(II) rosną od 

wartości 10-9,60 M dla kompleksu cynkowego, aż do 10-8,61 M dla kompleksu Cu(I)6Zn4MT2. 

Następnie średnie wartości stałych dysocjacji jonów Zn(II) maleją, aż do utworzenia w pełni 

wysyconego kompleksu mieszanego MT2. Do momentu dodania 10 równoważników 

molowych Cu(I), średnia wartość Kd
Zn(II) maleje niemalże liniowo, a dla kompleksów 

zawierających 11-13 jonów Cu(I) nie zmienia się znacząco i wynosi około 10-9,35 M. Dla 

kompleksów utlenionych MT2 (Ryc. 28B) wartości Kd
Zn(II) rosną od jednego do czterech 

dodanych równoważników molowych Cu(II), a następnie maleją, przy czym średnia wartość 

Kd
Zn(II) w kompleksach z sześcioma oraz siedmioma jonami Cu(I) jest taka sama- 10-9,0 M, a dla 

kompleksu w pełni wysyconego wynosi 10-9,58 M. 
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Rycina 28. Zależność ilości jonów Cu(I) (A) lub Cu(II) (B) dodanych do Zn7MT2 od ilości jonów Zn(II) 

obecnych w kompleksie mieszanym oraz (zielone kolumny) od powinowactwa jonów Zn(II) (niebieskie 

kropki). 0,5 µM kompleksy MT2 z 4 µM ZnAF-2F w 50 mM buforze Na+-HEPES pH 7,4 (100 mM 

NaF) inkubowano przez 90 min w ciemności. 

Porównując powinowactwa jonów Zn(II) (Ryc. 29A, Tab. 9), można zauważyć, że 

średnia wartość Kd
Zn(II) wszystkich siedmiu jonów w Zn7MT2 jest o około pół rzędu wyższa niż 

w Zn7MT3. Następnie wraz z wysycaniem jonami Cu(I), powinowactwa jonów Zn(II)  

w mieszanych kompleksach zawierających taką samą ilość jonów Cu(I) są do siebie podobne. 

Jednak w pełni wysycona jonami Cu(I) mieszana MT3 znacznie mocniej wiąże pozostałe dwa 

jony Zn(II)- o prawie dwa rzędy. Dla kompleksów utlenionych (Ryc. 29B, Tab. 9) 

powinowactwa jonów Zn(II) także są zbliżone. Największe różnice w wartościach średnich 

stałych dysocjacji zaobserwować można dla kompleksów z sześcioma oraz siedmioma jonami 

Cu(I), pochodzącymi z redukcji Cu(II). Wynika to z faktu, że dla tych kompleksów 

obserwowany był inny trend- spadek powinowactwa dla kompleksów MT3 widoczny był aż do 

dodanych sześciu równoważników molowych Cu(II), a dla MT2 do czterech. 

 

Rycina 29. Porównanie wartości -logKd
Zn(II) w zredukowanych (A) i utlenionych (B) miedziowo-

cynkowych kompleksach MT3 i MT2, w zależności od ilości jonów Cu(I) związanych do białka. 
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Tabela 9. Średnie wartości -logKd
Zn(II) Zn(II), w miedziowo-cynkowych MT, w zależności od ilości 

jonów Cu(I) w kompleksie. 

Równoważniki 

molowe Cu(I) 

Wartości -logKd
Zn(II) jonów Zn(II) w kompleksie MT 

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, który katalizuje 

odwracalną reakcję utleniania D-sorbitolu do D-fruktozy w obecności NAD+, lub redukcji  

D-fruktozy do D-sorbitolu w obecności NADH. Enzym ten do swojej aktywności wymaga jonu 

Zn(II), który wiążąc się w centrum katalitycznym umożliwia zajście reakcji.187,188 Do 

sprawdzenia właściwości donorujących miedziowo-cynkowych kompleksów MT3 

wykorzystano apodehydrogenazę sorbitolową. Badania rozpoczęto więc od uzyskania enzymu 

w formie pozbawionej jonów Zn(II), jak opisano w Rozdziale 3.3.4.7.1, a następnie za pomocą 

testu aktywności, wyznaczono stężenie apoSDH. Dehydrogenaza sorbitolowa występuje  

w postaci tetrameru i wiąże jeden jon Zn(II) na podjednostkę, zatem za stężenie enzymu uznano 

stężenie Zn(II), powyżej którego nie obserwowano wzrostu aktywności podczas wysycania 

jonami Zn(II) (Ryc. 30A).189 Następnie 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 słupek), Cu(I)1SDH odzyskuje 

aktywność, jednak nie wynosi ona 100%, a jedynie 76%.  
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Rycina 30. Wyznaczanie stężenia apoSDH (150 nM), poprzez pomiar aktywności enzymu wraz  

z wysycaniem jonami Zn(II) (A). Procent aktywności enzymu o stężeniu 150 nM, po 30 min inkubacji 

z Zn(II), Cu(I) oraz z różnymi formami kompleksowymi MT3 (150 nM) w 10 mM buforze Na+-HEPES 

pH 7,4 (100 mM NaF) (B). 

 Wiedząc, że jony Cu(I) mogą być transferowane z mieszanych kompleksów MT3 do 

enzymu, wyznaczono powinowactwo tychże jonów do apoSDH. Wykorzystując chelatory 

miedziowe BCS i BCA, przeprowadzono analogiczny eksperyment do tych opisanych  

w Rozdziałach 4.2.5.1. i 4.2.5.2. BCS okazał się być zbyt mocny chelatorem, w związku z czym 

zdecydowano się na użycie BCA. Z wartości absorbancji przy 562 nm, oszacowano, że wartość 

-logKd
Cu(I) w kompleksie Cu(I)1SDH wynosi 15,40 ± 0,26, co jest znacznie niższą wartością niż 

stałe uzyskane dla kompleksów metalotioneinowych. 

 Badanie transferu jonów metalu do apoSDH możliwe było dzięki utlenianiu NADH do 

NAD+, które towarzyszyło konwersji D-fruktozy do D-sorbitolu. Utlenianie to dało możliwość 

monitorowania przebiegu reakcji enzymatycznej, ponieważ wraz ze zużywaniem NADH 

spadała intensywność pasma przy 340 nm. W celu zbadania transferu jonów metali do enzymu, 

apoSDH inkubowano z Zn7MT3, apoMT3 oraz z miedziowymi i mieszanymi formami 

kompleksowymi MT3 przez 30 minut, a następnie poprzez dodanie NADH i D-fruktozy 

rozpoczynano reakcję. Jak przedstawiono na Rycinie 30B, zarówno Zn7MT3, jak i kompleksy 

mieszane- Cu(I)2Zn6MT3 oraz Cu(I)9Zn4MT3 powodowały powrót enzymu do pełnej 

aktywności. ApoMT3, która zawierać mogła śladowe ilości metali, inkubowana z apoSDH, 

sprawiała, że aktywność enzymu wynosiła mniej niż 10%. Transfer jonów Cu(I) nie zachodził 

efektywnie z kompleksów miedziowych i dla Cu(I)9MT3 oraz Cu(I)13MT3, aktywność 

wynosiła odpowiednio 12,70% i 20,37%. 
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4.3 Mapowanie miejsc wiązania jonów metali i mostków 

disulfidowych w kompleksie Cu(I)4Zn4MT3ox 

Spośród miedziowo-cynkowych kompleksów MT3, najbardziej przebadanym dotąd 

kompleksem pod względem biofizycznym jest kompleks Cu(I)4Zn4MT3ox, który został 

wyizolowany z mózgów ssaczych.119,154,169,186,190,191 Kompleks ten jest tak ciekawy oraz 

powszechnie badany ze względu na fakt, iż jest on stabilny na powietrzu i nie ulega 

utlenianiu.186 Analiza tego kompleksu, obejmująca mapowanie miejsc wiązania jonów Cu(I)  

i Zn(II) oraz mostków disulfidowych, była jedną z części badań realizowanych podczas pracy 

doktorskiej. W projekt ten, zaangażowani byli członkowie Zakładu Chemii Biologicznej,  

a głównym wykonawcą był dr Manuel Peris-Díaz. Przeprowadzone badania pozwoliły na 

opracowanie strategii umożliwiającej jednoczesne różnicowanie i mapowanie miejsc wiązania 

dwóch różnych metali, jak Cu(I) i Zn(II), czy Cd(II) i Zn(II).192,193 Do badań wykorzystano 

białko wyprodukowane i oczyszczone przeze mnie, zgodnie z protokołem opisanym  

w Rozdziale 3.3.2. Ze względu na brak odczynników redukujących i ryzyko zmiany stopnia 

wysycenia metalotioneiny, zdecydowano się na każdorazowe przygotowywanie kompleksu 

Cu(I)4Zn4MT3ox na świeżo, poprzez dodanie równoważników molowych Cu(II) do Zn7MT3, 

stosując sól CuCl2 jako źródło jonów metalu.192,193 

4.3.1 Stechiometria heterogennego kompleksu Cu(I)4Zn4MT3ox 

Stosując metody spektroskopowe i analizując kompleksy w roztworze, obserwuje się średni 

efekt wszystkich form kompleksowych obecnych w równowadze, natomiast spektrometria mas 

umożliwia rozdział i identyfikację poszczególnych form ze względu na masę. Eksperymenty 

UV-vis świadczą o powstawaniu kompleksu Cu(I)4Zn4MT3ox, który w literaturze opisywany 

jest jako Cu(I)4Zn3-4MT3ox.
154,190 Miareczkowanie Zn7MT3 jonami Cu(II), przeprowadzone  

z użyciem spektrometrii mas (Ryc. 31), pozwoliło na dokładniejszy wgląd w stechiometrię 

tworzonych kompleksów. Na widmach ukazanych na Rycinie 31 widoczne są trzy stany 

ładunku, obejmujące jony +4, +5 i +6 (Ryc. 31A). Wśród nich, największą intensywnością,  

a co za tym idzie najmniejszym wkładem szumów w widoczne na widmie sygnały, cechują się 

jony +5, dlatego je wybrano do dalszej analizy. Już po dodaniu pierwszego jonu Cu(II), na 

widmie masowym pojawiał się pik od kompleksu Cu(I)4Zn4MT3ox, którego intensywność rosła 

wraz z dodawaniem kolejnych równoważników molowych Cu(II), a po dodaniu trzech  

i czterech ekwiwalentów Cu(II) był on formą dominującą. Po dodaniu trzech równoważników 
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Cu(II), sygnał od Zn7MT3 niemalże zanikał, a pojawiała się forma homometaliczna, 

zawierająca jedynie 4 jony Cu(I). 

 

Rycina 31. Natywne widma masowe Zn7MT3 i kompleksów utworzonych po dodaniu 1-4 

równoważników molowych Cu(II) (A). Przybliżony zakres m/z odpowiadającym jonom +5 (B). 10 µM 

kompleksy przygotowano w 200 mM octanie amonu (pH 6,8).192 

 

Rycina 32A przedstawiająca widmo uzyskane po dodaniu czterech równoważników 

molowych Cu(II) do Zn7MT3 pokazuje, że oprócz dominującej formy Cu(I)4Zn4MT3ox 

widoczne są także formy wyżej zmetalizowane, zawierające dziewięć oraz dziesięć jonów 

metali. Ze względu na niewielką różnicę w średnich masach jonów Cu(I) i Zn(II), wynoszącą 

1,8 Da oraz nakładanie się ich obwiedni izotopowych, określenie dokładnej stechiometrii  

w tych kompleksach było wyzwaniem. Wygenerowane przez dr. Peris-Díaz teoretyczne 

rozkłady izotopowe (Ryc. 32B) pozwoliły dopasować widma, do wzoru sumarycznego każdego 

z kompleksów i określić dokładną stechiometrię. Powstające z Zn7MT3 kompleksy, po dodaniu 

czterech równoważników Cu(II), posiadają 4-6 jonów Cu(I) oraz 0-4 Zn(II), a dominującą 

formą jest Cu(I)4Zn4MT3ox (Ryc. 32). Podczas symulacji widm kompleksów utlenionych, 

uwzględniono tworzenie się dwóch wewnątrzcząsteczkowych mostków disulfidowych, 

powstałych na skutek redukcji czterech jonów Cu(II) do Cu(I) (Ryc. 8).   
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Rycina 32. Natywne widmo masowe Zn7MT3 po dodaniu czterech równoważników molowych Cu(II) 

wraz z symulacjami teoretycznych rozkładów izotopowych (czarne linie). Indeks „ox” odnosi się do 

utlenionych (dwa wewnątrzcząsteczkowe mostki disulfidowe) kompleksów MT3. Widma symulowane 

oraz analizowany były w skryptach Python 3.5 (dostępnych w 180).192 

 

4.3.2 Wykrywanie mostków disulfidowych 

Aby potwierdzić obecność czterech utlenionych reszt cysteinowych, zmierzono ponownie 

widma kompleksów Zn7MT3 oraz po dodaniu dwóch i czterech równoważników molowych 

Cu(II) w warunkach natywnych oraz denaturujących- po uprzednim zakwaszeniu próbek. Jak 

pokazano na Rycinie 33, denaturacja Zn7MT3, powoduje powstanie apobiałka (oznaczonego 

na rycinie jako apoMT3red), a porównanie widma eksperymentalnego z wysymulowanym 

pozwala stwierdzić, że białko to jest zredukowane i nie posiada mostków disulfidowych. Gdy 

Zn7MT3 wysycono dwoma równoważnikami molowymi Cu(II), a powstałe kompleksy, wśród 

których dominował kompleks Cu(I)4Zn4MT3ox zdenaturowano poprzez zakwaszenie kwasem 

octowym, uzyskiwano apobiałko w dwóch formach- utlenionej (apoMT3ox) i zredukowanej 

(apoMT3red). Dodatkowo, zakwaszenie nie powodowało całkowitej dysocjacji Cu(I)  

z kompleksów. Inkubacja Zn7MT3 z czterema równoważnikami molowymi Cu(II), skutkowała 

powstaniem mieszaniny kompleksów, wśród których dominował kompleks Cu(I)4Zn4MT3ox, 

jak opisano powyżej. W kompleksie tym, jony Cu(I) są niewrażliwe na denaturację i pomimo 

zakwaszenia w dużej części pozostają związane do białka. Sygnał apoMT3, o niższej 

86:10421



87 

 

intensywności, zestawiono z widmem teoretycznym, co pozwoliło na potwierdzenie obecności 

dwóch wewnątrzcząsteczkowych mostków disulfidowych (Ryc. 33C, dolne widmo). 

 

 

Rycina 33. Obszar jonów 5+ natywnych widm masowych Zn7MT3 (10 μM) przed i po inkubacji  

z 2 i 4 ekwiwalentami CuCl2 w 200 mM octanie amonu (pH 6,8) (A) oraz ich widma po zakwaszeniu  

i rozpyleniu w 50:50 H2O:ACN i 0,1% kwasie mrówkowym (B). Dopasowanie widm masowych 

apoMT3 do teoretycznych rozkładów izotopowych (C). Indeksy „red” i „ox” odnoszą się do 

zredukowanych i utlenionych (dwa wewnątrzcząsteczkowe mostki disulfidowe) białek MT3.192 

 

4.3.3 Lokalizacja jonów Cu(I) w kompleksie 

Wiedząc, że z mózgów ssaczych izolowany był kompleks Cu4Zn4MT3ox oraz że forma ta 

dominuje w heterogennej mieszaninie kompleksów powstałej po dodaniu 4 równoważników 

molowych Cu(II) do Zn7MT3, podjęto się próby lokalizacji reszt cysteinowych 

zaangażowanych w wiązanie Cu(I). W tym celu zastosowano modyfikator NEM, którym 

znakowano kompleks Cu(I)4Zn4MT3ox, a po odsoleniu na kolumienkach ZebaTM Spin Desalting 

Columns 7K MWCO (Thermo Fischer Scientific), próbki nastrzykiwano na spektrometr mas. 

Jak przedstawiono na Rycinie 34, już najniższe stężenie NEM, powodowało selektywną 

dysocjację jonów Zn(II), przy pozostawieniu jonów Cu(I) związanych w kompleksie. Wraz ze 

wzrostem stężenia odczynnika alkilującego, zwiększał się stopień modyfikacji i dla 

kompleksów zawierających cztery jony Cu(I) dominowały formy z 8-12 modyfikacjami 

(Cu(I)4NEM8-12MT3ox), a dla kompleksów z pięcioma jonami Cu(I) z 7-9 modyfikacjami 

(Cu(I)5NEM7-9MT3ox). Przy dużym nadmiarze NEM, obserwowano także całkowitą dysocjację 
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jonów metali i znakowanie 19 spośród 20 reszt cysteinowych, jednak intensywność tego piku 

stanowiła mniej niż 50% intensywności dominującego kompleksu Cu(I)4NEM10MT3ox. 

 

 

Rycina 34. Natywne widma masowe z przybliżonym obszarem jonów 5+, uzyskane po inkubacji 

Zn7MT3 z czterema równoważnikami Cu(II) (A) przy wzrastającym stężeniu NEM (B). 10 μM 

kompleksy nastrzykiwane były w 200 mM octanie amonu (pH 6,8). Gwiazdki oznaczają sygnały m/z 

odpowiadające jonom 4+.193 

Następnym krokiem do określenia miejsc wiążących Cu(I) w kompleksie 

Cu(I)4Zn4MT3ox, było zastosowanie dysocjacji indukowanej kolizją (CID, ang. collision-

induced dissociation). W tym celu, każdy z kompleksów Cu(I)4NEM8-12MT3ox poddano 

fragmentacji, a uzyskane widma MS/MS przedstawiono na Rycinie 35. Widoczne są trzy 

obszary o różnych wartościach m/z: 300-800- jony fragmentacyjne b/y bez jonów metalu,  

800-1200- jony fragmentacyjne y bez jonów metalu oraz 1700-2000- jony fragmentacyjne  

y z czterema związanymi jonami Cu(I). 
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Rycina 35. Natywne widmo CID MS top-down dla kwadrupolowo-wybranych Cu(I)4NEM8MT3ox
5+ 

(A), Cu(I)4NEM9MT3ox
5+ (B), Cu(I)4NEM10MT3ox

5+ (C), Cu(I)4NEM11MT3ox
5+ (D), 

Cu(I)4NEM12MT3ox
5+ (E). Białka (10 µM) rozpylono w 200 mM octanie amonu (pH 6,8) i aktywowano 

w celi kolizyjnej przy 10, 45 i 55 V.193 

 

 Przypisując jony b i y zaobserwowano, znacznie więcej jonów y od strony C-końca, niż 

jonów b od strony N-końca, co świadczy o tym, iż domena α znacznie łatwiej ulega fragmentacji 

niż domena β (Ryc. 36). Analiza widma fragmentacyjnego kompleksu Cu(I)4NEM10MT3ox 

wykazała, że domena α nie jest związana z jonami Cu(I), jest natomiast niemalże cała 

znakowana NEM, o czym świadczy jon y35+7NEM. Zastawienie go z jonem b8+2NEM, 

potwierdziło obecność dziewięciu spośród dziesięciu miejsc modyfikacji. Jon b8+2NEM 

wykazuje, że dwie pierwsze reszty cysteinowe w sekwencji MT3 słabo oddziałują z jonami 

Cu(I) i mogą być modyfikowane przez NEM. Dzięki podejściu top-down, czyli analizie całego, 

nietrawionego enzymatycznie białka i fragmentowaniu go przy zastosowaniu dysocjacji 

indukowanej kolizją, poprzez zderzenia z gazem obojętnym (tutaj argon) udało się stwierdzić, 

iż jony Cu(I), pochodzące z redukcji Cu(II), przy równoczesnym utlenianiu reszt cysteinowych 

w kompleksie Cu(I)4Zn4MT3ox są związane w domenie β, natomiast jony Zn(II) w domenie α. 
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Rycina 36. Mapa fragmentacyjna (CID) kompleksu Cu4NEM10MT3ox
5+, uzyskana po przypisaniu jonów 

b i y na widmie MS/MS.193 

 

4.4 Domeny metalotioneiny 3 

Metalotioneiny wiążą jony metali w dwóch domenach: mniejszej domenie β, zawierającej 

dziewięć reszt cysteinowych oraz większej domenie α, która zawiera jedenaście reszt 

cysteinowych. Domeny te połączone są łącznikiem KKS. Chcąc określić zdolność każdej  

z domen do wiązania jonów Cu(I), w kompleksach zredukowanych i utlenionych, 

przeprowadzono analogiczne eksperymenty, jak opisano w Rozdziale 4.2. Pozwoliło to na 

jeszcze dokładniejszą charakterystykę miedziowych oraz miedziowo-cynkowych kompleksów 

MT3. Dodatkowo, zdecydowano się na zmieszanie tych domen, aby sprawdzić czy dwa osobne 

fragmenty będą wykazywać addytywne właściwości do pełnej metalotioneiny 3.  

4.4.1 Synteza i produkcja domen MT3 

Sekwencję aminokwasową MT3, podzielono w ten sposób, że β-domena obejmowała 

wszystkie reszty aminokwasowe od strony N-końca, z łącznikiem KKS włącznie, z grupą 

amidową na C-końcu, a α-domena rozpoczynała się od łącznika KKS i obejmowała wszystkie 

reszty aż do C-końca sekwencji białka (Tab. 1). Podjęto się próby syntezy obu peptydów za 

pomocą mikrofalowego syntezatora peptydów, jak opisano w Rozdziale 3.3.3. Peptydy po 

syntezie, były strącane eterem, oczyszczane za pomocą HPLC w gradiencie 0-80% acetonitrylu 

w 0,1% wodnym roztworze TFA, a następnie liofilizowane. Poprawność uzyskanych domen, 

niezwiązanych z jonami metali, sprawdzano za pomocą spektrometrii mas. Na Rycinie 37A 

przedstawiono widmo masowe po dekonwolucji uzyskane dla β-domeny. Mimo licznych prób 

nie udało się zsyntezować α-domeny, a na widmie masowym widocznych było wiele sygnałów 

pochodzących od znacznie krótszych fragmentów peptydowych.  Z tego powodu produkcję  

α-domeny przeprowadzono w systemie bakteryjnym. Z pomocą dr. Bartosza Bednarza 
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przygotowano plazmid pTYB21 kodujący sekwencję α-domeny MT3, który wykorzystano do 

dalszej produkcji i oczyszczania białka stosując analogiczne podejście jak opisano w Rozdziale 

3.3.2. Masę białka sprawdzono/zanalizowano wykorzystując spektrometrię mas (Ryc. 37B, 

Tab. 10). 

 

Rycina 37. Widma masowe po dekonwolucji z wykorzystaniem algorytmu Maximum Entropy 179  

w programie DataAnalysis Bruker oczyszczonych domen MT3: apoβ-MT3 (A) i apoα-MT3 (B); białka 

o stężeniu 10 µM przygotowano w mieszaninie protycznej (metanol: woda: kwas mrówkowy 

50:49,9:0,1). 

 

Tabela 10. Porównanie średnich mas teoretycznych z masami eksperymentalnymi oczyszczonych 

domen metalotioneiny 3. 

Analizowane białko Masa eksperymentalna [Da] Masa teoretyczna [Da] 

apoβ-MT3 3347,41 3347,22 

apoα-MT3 3937,42 3937,58 

Zn4α-MT3 3191,95 4193,3 

 

4.3.2 Charakterystyka wiązania się jonów Cu(I) 

Ilość jonów Cu(I)/Cu(II), która może zostać związana przez apo- lub wysycone Zn(II) domeny 

MT3, została określona dzięki miareczkowaniom spektrofotometrycznym  

i spektropolarymetrycznym, przeprowadzonym jak opisano w Rozdziale 3.3.4.3 i 3.3.5.1. Na 

Rycinie 38A przedstawiającej widma uzyskane podczas miareczkowania domen wolnych od 

jonów metali, jonami Cu(I) widoczne są maksima pasm LMCT przy około 250-260 nm, 

świadczące o wiązaniu jonów Cu(I) do reszt cysteinowych. W celu dokładniejszej analizy 

stechiometrii powstających kompleksów, wykreślono zależność ilości jonów Cu(I) dodanych 

do białka od wartości absorbancji w maksimum (Ryc. 38B). Zauważyć można punkty 

równoważnikowe kolejno przy siedmiu, sześciu oraz trzynastu dodanych molowych 

równoważnikach Cu(I) do apoα, apoβ oraz zmieszanych obu apodomen.  
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Rycina 38. Spektrofotometryczne miareczkowania 5 µM domen MT3  jonami Cu(I) przeprowadzone 

w 50 mM buforze sodowo-boranowym pH 7,4 (100 mM NaF). Widma UV-vis miareczkowań apodomen 

jonami Cu(I) (A), zależność ilości dodanych równoważników molowych Cu(I) do apodomen do 

wartości absorbancji w maksimum pasma (B), widma UV-vis miareczkowań domen wysyconych Zn(II) 

jonami Cu(I) (C), widma różnicowe, uzyskane poprzez odjęcie od każdego widma kompleksu 

mieszanego widma kompleksu cynkowego (D) oraz zależność ilości dodanych równoważników 

molowych Cu(I) do domen wysyconych Zn(II) do wartości absorbancji w maksimach pasm (E). 

 

 Na widmach ukazujących miareczkowania domen cynkowych jonami Cu(I) (Ryc. 38C-

E), oprócz pasma z przeniesieniem ładunku z atomu siarki na jon Cu(I), widoczne jest także 

pasmo przy około 205-215 nm. Pasmo to, będące pasmem CT S→Zn(II),133 początkowo 

maleje, a następnie rośnie nie wykazując zmian w trendzie, co świadczy o wysyceniu całego 

białka w punkcie równoważnikowym (Ryc. 38E). Zatem niezależnie od tego czy domeny były 

niezwiązane z Zn(II) czy w pełni wysycone Zn(II), maksymalne nasycenie następuje po 

związaniu takiej samej ilości równoważników molowych Cu(I), analogicznie jak obserwowano 

dla całych białek MT3 i MT2. 

Pojedyncze apodomeny (Ryc. 39A, B) oraz domeny wysycone Zn(II) (Ryc. 39C-E), 

związać mogą do czterech równoważników molowych Cu(I), pochodzących z redukcji Cu(II). 

Widoczne jest to na Rycinach 39B oraz E, na których przedstawione wartości absorbancji  

w maksimum pasm zmieniają trend i od piątego równoważnika Cu(II) dodanego do układu 
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wykazują wolniejszy wzrost (A254-256) lub intensywny wzrost (A210-212). Zmieszane w stosunku 

1:1 domeny α oraz β, mogą natomiast związać do ośmiu jonów Cu(I), pochodzących z redukcji 

Cu(II). 

 

Rycina 39. Spektrofotometryczne miareczkowania domen MT3 (5 µM) jonami Cu(II) przeprowadzone 

w 50 mM buforze sodowo-boranowym (pH 7,4, 100 mM NaF). Widma UV-vis miareczkowań 

apodomen jonami Cu(II) (A), zależność ilości dodanych równoważników molowych Cu(II) do 

apodomen do wartości absorbancji w maksimum pasma (B), Widma UV-vis miareczkowań domen 

wysyconych Zn(II) jonami Cu(II) (C), widma różnicowe, uzyskane poprzez odjęcie od każdego widma 

kompleksu mieszanego, widma kompleksu cynkowego (D) oraz zależność ilości dodanych 

równoważników molowych Cu(II) do domen wysyconych Zn(II) do wartości absorbancji w maksimach 

pasm (E). 

 

Charakterystykę spektroskopową miedziowych i mieszanych kompleksów 

domenowych przeprowadzono również z wykorzystaniem techniki dichroizmu kołowego,  

a wyniki przedstawiono na Rycinach 40 i 41. α-domena zarówno wolna od jonów metali, jak  

i wysycona Zn(II) związać może do siedmiu jonów Cu(I). Śledząc zmiany eliptyczności (Ryc. 

40B) podczas wysycania apoα-MT3, zauważyć można pierwszy punkt równoważnikowy po 

dodaniu czterech równoważników molowych Cu(I). Następnie przy 226 nm osiągane jest 

plateau, a eliptyczność przy 285 nm zaczyna rosnąć, aż do pełnego wysycenia białka- do 

siedmiu ekwiwalentów Cu(I). Podobnie dzieje się podczas tworzenia kompleksu mieszanego 

(Ryc. 40D)- pierwszy punkt równoważnikowy widoczny jest po dodaniu czterech 

równoważników Cu(I), a kolejny przy siedmiu jonach Cu(I).  
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Rycina 40. Miareczkowania CD domen MT3 (5 µM) jonami Cu(I) przeprowadzone w 10 mM buforze 

Tris-HCl (pH 7,4, 100 mM NaF). Widma miareczkowań apodomen jonami Cu(I) (A), zależność ilości 

dodanych równoważników molowych Cu(I) do apodomen do wartości eliptyczności w maksimum 

pasma (B), widma CD miareczkowań domen wysyconych Zn(II) jonami Cu(I) (C) oraz zależność ilości 

dodanych równoważników molowych Cu(I) do domen wysyconych Zn(II) do wartości eliptyczności  

w maksimach pasm (D). 

 

Widma CD uzyskane podczas miareczkowania apoβ-MT3 jonami Cu(I) i wykreślona 

na ich podstawie zależność ilości dodanych równoważników molowych Cu(I) od wartości 

eliptyczności w maksimum pasma (Ryc. 40B, drugi panel) ukazuje dwa punkty 

równoważnikowe- pierwszy przy trzech oraz drugi przy sześciu równoważnikach Cu(I) (250 

nm). Dla Zn3β-MT3 (Ryc. 40B, czwarty panel), końcowy punkt miareczkowania, świadczący 

o całkowitym wysyceniu białka widoczny jest po dodaniu sześciu ekwiwalentów Cu(I), a przy 

259 nm pojawia się dodatkowy punkt równoważnikowy przy czterech równoważnikach 

molowych Cu(I). Dla zmieszanych dwóch domen, zarówno apo, jak i wysyconych Zn(II), 

wartości eliptyczności (Ryc. 40 B, D, trzeci panel) początkowo wykazują jeden trend, aż do 

dodania siedmiu równoważników molowych Cu(I). Następnie, dla zmieszanych apodomen 

eliptyczność przy 219 nm i 246 nm maleje, aż do pełnego wysycenia- 13 równoważników 

molowych Cu(I). Dla zmieszanych Zn4α i Zn3β, po punkcie równoważnikowym przy siedmiu 

równoważnikach molowych, kolejny pojawia się po dodaniu dziewięciu jonów Cu(I), po czym 

uzyskiwane jest plateau. 
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Obie domeny α oraz β metalotioneiny 3, zarówno apo- jak i w wysycone Zn(II), mogą 

związać do czterech jonów Cu(I), pochodzących z redukcji Cu(II), co widoczne jest na Rycinie 

41 w dwóch pierwszych kolumnach. Obserwując zmiany eliptyczności dla obu zmieszanych 

domen (Ryc. 41 trzeci panel), zauważyć można dwa punkty równoważnikowe- przy czterech 

oraz ośmiu równoważnikach molowych Cu(II). 

 

Rycina. 41. Miareczkowania CD domen MT3 (5 µM) jonami Cu(II) przeprowadzone w 10 mM buforze 

Tris-HCl (pH 7,4, 100 mM NaF). Widma miareczkowań apodomen jonami Cu(II) (A), zależność ilości 

dodanych równoważników molowych Cu(II) do apodomen do wartości eliptyczności w maksimum 

pasma (B), widma CD miareczkowań domen wysyconych Zn(II) jonami Cu(II) (C) oraz zależność ilości 

dodanych równoważników molowych Cu(II) do domen wysyconych Zn(II) do wartości eliptyczności  

w maksimach pasm (D). 

 

4.3.3 Stechiometria mieszanych kompleksów 

Wykorzystując chelator PAR określono stechiometrię mieszanych kompleksów domen α i β 

MT3. Do domen wysyconych Zn(II) dodano różne ilości molowych równoważników 

Cu(I)/Cu(II) i sprawdzano ilość jonów Zn(II) wypartych z kompleksu poprzez wiązanie Cu(I), 

jak opisano w Rozdziale 3.3.4.6. Rycina 42 pokazuje, że maksymalne wysycenie domen jonami 

Cu(I) lub Cu(II) powoduje, że z każdego kompleksu cynkowego, wypierane są około 3 jony 

Zn(II), co oznacza, że w domenie α-MT3 jeden jon Zn(II) pozostaje związany w utworzonym 

kompleksie Cu(I)7Zn1α-MT3 lub Cu(I)4Zn1α-MT3ox, natomiast w domenie β-MT3 tworzy się 
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kompleks homometaliczny Cu(I)6β-MT3 lub Cu(I)4β-MT3ox. Zawartość jonów Zn(II)  

w mieszanych kompleksach domen w zależności od ilości dodanych równoważników 

molowych Cu(I)/Cu(II) zebrano w Tabeli 11. 

 

Rycina 42. Zależność ilości jonów Cu(I)/Cu(II) związanych do domen MT3 od absorbancji przy 492 

nm i od ilości jonów Zn(II) przetransferowanych do PAR; Cu(I)xZnyα-MT3 (A), Cu(I)xZnyβ-MT3 (B), 

Cu(I)xZnyα-MT3ox (C) oraz Cu(I)xZnyβ-MT3ox (D). 2 µM domeny MT3 inkubowano ze 100 µM PAR  

w 50 mM buforze Na+-HEPES pH 7,4 (100 mM NaF). 

 

Analogicznie zmierzono ilość jonów Zn(II) wypartych z cynkowych kompleksów 

dwóch domen zmieszanych w układzie w stosunku 1:1, w zależności od ilości dodanych 

równoważników Cu(I)/Cu(II). Przy pełnym wysyceniu jonami Cu(I) zmieszanych cynkowych 

kompleksów domen MT3, sumarycznie jeden jon Zn(II) pozostaje związany w mieszanym 

kompleksie domenowym, zarówno zredukowanym, jak i utlenionym (Tab. 11). Powstają więc 

kompleksy Cu(I)13Zn1αβ-MT3 (Ryc. 43A) oraz Cu(I)8Zn1αβ-MT3ox (Ryc. 43B). Kompleksy te 

są spójne z wynikami uzyskanymi dla stechiometrii domen mierzonych osobno (Ryc. 42). Co 

ciekawe, związanie jedenastu jonów Cu(I) w dwóch domenach powoduje wyparcie jedynie 

czterech jonów Zn(II), a każdy kolejny jon Cu(I) wiążący się do domen, wypiera dodatkowy 

jon Zn(II) (Ryc. 43A). 

 

Rycina 43. Zależność ilości jonów Cu(I)/Cu(II) związanych do zmieszanych w stosunku 1:1 dwóch 

domen α-MT3 oraz β-MT3 od absorbancji przy 492 nm i od ilości jonów Zn(II) przetransferowanych 

do PAR; Cu(I)xZnyαβ-MT3 (A) oraz Cu(I)xZnyαβ-MT3ox (B). 2 µM domeny MT3 inkubowano ze 100 

µM PAR w 50 mM buforze Na+-HEPES pH 7,4 (100 mM NaF). 
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Tabela 11. Stechiometria kompleksów mieszanych domen MT3. Zawartość jonów Zn(II)  

w kompleksach domenowych MT, w zależności od dodanej ilości równoważników molowych Cu(I), 

określano na podstawie absorbancji przy 492 nm kompleksu Zn(PAR)2, powstałego po inkubacji domen 

z różną ilością ekwiwalentów Cu(I) lub Cu(II) i chromoforem PAR. Eksperyment wykonano 

dwukrotnie. 

Ilość jonów 

Cu(I) w 

kompleksie 

Ilość jonów Zn(II) w kompleksie mieszanym 

Kompleks zredukowany Kompleks utleniony 

α-MT3 β-MT3 α + β-MT3 α-MT3 β-MT3 α + β-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 2,48  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 4,75  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 wiązania jonów Cu(I) do domen MT3- spektrometria mas 

Eksperymenty przeprowadzone w roztworze wykazują średnie efekty wiązania jonów 

Cu(I)/Cu(II) do kompleksów domen MT3. Chcąc bardziej szczegółowo zbadać proces 

metalacji, wykonano miareczkowania apodomen, które monitorowano za pomocą 

spektrometrii mas. Do układu dodano trzykrotny molowy nadmiar glutationu nad Cu(I), aby 

zapobiec utlenianiu kompleksów. Uzyskane widma po dekonwolucji, dla domeny  

β przedstawiono na Rycinie 44. Pierwszymi zmetalizowanymi formami kompleksowymi są 

Cu(I)2β-MT3 oraz Cu(I)4β-MT3, które widoczne są po dodaniu jednego równoważnika 

molowego Cu(I) do apoβ-MT3, jednak ich intensywność nie jest duża. Od dodanych trzech 

równoważników molowych Cu(I) tworzy się kompleks Cu(I)6β-MT3, który dominuje po 

dodaniu czterech równoważników molowych Cu(I). Do tego momentu pik pochodzący od 

apobiałka jest wciąż widoczny. Zauważyć można także powstawanie kompleksu Cu(I)7β-MT3, 

jednak jego intensywność nie przekracza 20%. Jednak ze względu na to, że spektrometria mas 

nie jest metodą ściśle ilościową (jeśli nie są zastosowane wzorce), nie można z całą pewnością 

stwierdzić, że kompleks ten tworzy się jedynie w niewielkim stopniu. 
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Rycina 44. Widma masowe 30 µM apoβ-MT3 inkubowanej z różną ilością ekwiwalentów Cu(I) (0-6), 

w obecności glutationu w 50 mM octanie amonu, pH 7,4. Widma zostały zdekonwoluowane przy użyciu 

algorytmu Maximum Entropy.179 Kolorami oznaczono piki odpowiadające różnie zmetalizowanym 

formom kompleksowym. 

 

W analogiczny sposób przeprowadzono miareczkowanie apoα-MT3 jonami Cu(I),  

a uzyskane widma masowe przedstawiono na Rycinie 45. Podobnie jak dla domeny β, sygnał 

od apoα-MT3 widoczny jest nawet po dodaniu czerech równoważników molowych Cu(I). Po 

inkubacji z jednym ekwiwalentem Cu(I) tworzone są aż trzy formy kompleksowe  

Cu(I)1α-MT3, Cu(I)2α-MT3 oraz Cu(I)4α-MT3. Ta ostatnia jest dominującą formą po dodaniu 

czterech oraz pięciu równoważników molowych Cu(I). Po dodaniu siedmiu równoważników 

Cu(I) dominuje natomiast forma Cu(I)7α-MT3, której towarzyszą kompleksy Cu(I)6α-MT3 

oraz wyżej zmetalizowana forma- Cu(I)8α-MT3. 
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Rycina 45. Widma masowe 30 µM  apoα-MT3 inkubowanej z różną ilością ekwiwalentów Cu(I) (0-7), 

w obecności glutationu w 50 mM octanie amonu, pH 7,4. Widma zostały zdekonwoluowane przy użyciu 

algorytmu Maximum Entropy.179 Kolorami oznaczono piki odpowiadające różnie zmetalizowanym 

formom kompleksowym. 

 

 Miareczkowaniu MS poddano również dwie domeny zmieszane ze sobą, aby sprawdzić 

która z nich jako pierwsza ulega metalacji. Jak przedstawiono na Rycinie 46, wraz ze wzrostem 

ilości dodanych równoważników molowych Cu(I) rośnie stopień wysycenia obu kompleksów 

i równolegle pojawia się forma Cu(I)4β-MT3 oraz Cu(I)2α-MT3. Nawet po dodaniu ośmiu 

ekwiwalentów Cu(I), pik pochodzący od apoα-MT3 jest wciąż widoczny, co sugeruje że 
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mniejsza domena jako pierwsza koordynuje jony Cu(I). Na finalnym widmie, zarejestrowanym 

po dodaniu 13 jonów Cu(I) obecny jest pik pochodzący od Cu(I)6β-MT3 oraz piki o niskiej 

intensywności pochodzące od kompleksów domeny α- Cu(I)4α-MT3, Cu(I)7α-MT3 oraz 

Cu(I)8α-MT3. 

 

Rycina 46. Widma masowe 30 µM  apoα-MT3 oraz apoβ-MT3 zmieszanych ze sobą i inkubowanych  

z różną ilością ekwiwalentów Cu(I) (0-13), w obecności glutationu w 50 mM octanie amonu, pH 7,4. 

Widma zostały zdekonwoluowane przy użyciu algorytmu Maximum Entropy.179 Kolorami oznaczono 

piki odpowiadające różnie zmetalizowanym formom kompleksowym. 

 

 

100:61073



101 

 

4.3.5 Wyznaczanie stałych dysocjacji dla Cu(I) w kompleksach homo-  

i heterometalicznych 

Chcąc sprawdzić czy izolowane domeny są dobrym modelem stabilnościowym dla całego 

białka oraz która z domen ma wyższe powinowactwo względem jonów Cu(I), przeprowadzono 

eksperyment z użyciem chelatorów miedziowych- BCS oraz BCA (Rozdział 3.3.4.5). 

Rozpoczęto od chelatora BCS, którego wartość -logKd12 wynosi 20,81 (Ryc. 10A)174 i który był 

wykorzystywany do wyznaczania powinowactw jonów Cu(I) do całych metalotionein 

(Rozdział 4.2.5.1 i 4.2.5.2). Okazał się on być jednak zbyt silnym konkurentem i z kompleksów 

domenowch wyciągał wszystkie jony Cu(I), przez co niemożliwe było obliczenie wartości  

-logKd
Cu(I) w kompleksach. Zdecydowano się więc na wykorzystanie słabszego chelatora- BCA 

(Ryc. 10B). Inkubując BCA (-logKd12 = 17,66) 174 z miedziowymi oraz miedziowo-cynkowymi 

kompleksami domen, rejestrowano widma w punktach czasowych, aż do osiągniecia plateau. 

Następnie odczytywano wartość absorbancji przy 562 nm, którą wykorzystywano do obliczania 

powinowactwa. Uzyskane wartości -logKd
Cu(I) jonów Cu(I) do domen w kompleksach homo-  

i heterometalicznych przedstawiono na Rycinie 47 oraz w Tabeli 12. Powinowactwo jonów 

Cu(I) do apodomen początkowo rośnie, aż do Kd
Cu(I) około 10-17 M, a następnie utrzymuje się 

na stałym poziomie w domenie α lub maleje o niecały rząd wielkości w domenie β. Co istotne, 

chelator BCA był zbyt silny dla pierwszego jonu Cu(I) w α-domenie, przez co wyznaczenie 

powinowactwa nie było możliwe. Inny trend obserwuje się dla kompleksów 

heterometalicznych- powinowactwo pierwszego jonu jest największe, a wraz z wysycaniem 

jonami Cu(I) maleje. Kompleksy mieszane α domeny, zawierające cztery oraz sześć jonów 

Cu(I) mają jednak wyższe powinowactwo niż kompleksy zawierające o jeden jon Cu(I) mniej.  

 

Rycina 47. Wartości -logKd
Cu(I) jonów Cu(I), w różnie wysyconych, zredukowanych kompleksach 

homometalicznych domeny α (A) i β (B) oraz heterometalicznych domeny α (C) i β (D). 750 µM BCA 

w 50 mM buforze sodowo-boranowym pH 7,4 (100 mM NaF) inkubowano z 5 µM kompleksami domen, 

aż do osiągnięcie plateau. 
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Tabela 12. Wartości -logKd
Cu(I) jonów Cu(I) w miedziowych oraz miedziowo-cynkowych, 

zredukowanych kompleksach domen α-MT3 oraz β-MT3. 

Równoważniki 

molowe Cu(I) 

Wartości -logKd
Cu(I) jonów Cu(I) w zredukowanym kompleksie 

domenowym 

Kompleks homometaliczny Kompleks heterometaliczny 

α-MT3 β-MT3 α-MT3 β-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 jonów Cu(I) wraz z wysycaniem białka, w utlenionych kompleksach 

homometalicznych wykazują podobny trend, jak w kompleksach zredukowanych. W domenie 

α obserwuje się początkowy spadek wartości Kd
Cu(I) do trzech dodanych ekwiwalentów  

i późniejsze utrzymywanie stałej wartości w domenie α, a w domenie β- spadek do drugiego 

równoważnika Cu(II), po którym wartości Kd
Cu(I) rosną, zatem siła wiązania maleje.  

W kompleksach mieszanych natomiast, najwyższe powinowactwo ma kompleks zawierający 

jeden jon Cu(I), a każdy kolejny jon Cu(I) osłabia wiązanie (Ryc. 48, Tab. 13). 

 

Rycina 48. Wartości -logKd
Cu(I) jonów Cu(I), w różnie wysyconych, utlenionych kompleksach 

homometalicznych domeny α-MT3 (A) i β-MT3 (B) oraz heterometalicznych domeny α-MT3 (C)  

i β-MT3 (D). 750 µM BCA w 50 mM buforze sodowo-boranowym (pH 7,4, 100 mM NaF) inkubowano 

z 5 µM kompleksami domen, aż do osiągnięcia plateau. 

 

Tabela 13. Wartości -logKd
Cu(I) jonów Cu(I) w miedziowych oraz miedziowo-cynkowych, utlenionych 

kompleksach domen α-MT3 oraz β-MT3. 

Równoważniki 

molowe Cu(II) 

Wartości -logKd
Cu(I) jonów Cu(I) w utlenionym kompleksie domenowym 

Kompleks homometaliczny Kompleks heterometaliczny 

α-MT3 β-MT3 α-MT3 β-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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 Wartości Kd
Cu(I) w kompleksach domen sprawdzono również w układach zawierających 

zmieszane dwie domeny w stosunku molowym wynoszącym 1:1. Jako że domeny 

metalotioneiny 3, cechowały się zbyt niskim powinowactwem względem chelatora BCS, a stałe 

wyznaczono przy użyciu BCA, zdecydowano się na zastosowanie słabszego z nich.174 Pomimo 

długiego czasu inkubacji, dla kompleksów o niższym stopniu wysycenia nie obserwowano 

wzrostu absorbancji przy 562 nm. Sugerowało to, że zmieszane domeny oddziałują ze sobą, 

wzmacniając w ten sposób siłę wiązania jonów Cu(I). Zastosowano zatem chelator BCS, który 

wykorzystywany był do wyznaczenia powinowactw w metalotioneinach. Jak przedstawiono na 

Rycinie 49 oraz w Tabeli 14, jony Cu(I) wykazują wyższe powinowactwo w kompleksach 

homometalicznych niż w kompleksach mieszanych, zarówno w utlenionych, jak  

i zredukowanych. W miedziowych kompleksach zmieszanych domen (Ryc. 49A), pierwszy jon 

Cu(I) wiązany jest z wartością Kd
Cu(I) poniżej 10-22 M, a każdy kolejny jest coraz słabszy. 

Wyjątek stanowi kompleks zawierający dziewięć jonów Cu(I), który wyróżniał się także  

w kompleksie MT3. Średnie powinowactwo Cu(I) w pełni wysyconych zmieszanych 

kompleksach domenowych jest o prawie cztery rzędy niższe niż w kompleksie Cu(I)1αβ-MT3. 

W utlenionych, domenowych kompleksach miedziowych (Ryc. 49C), wiązanie kolejnych 

jonów Cu(I), pochodzących z redukcji Cu(II), obniża średnie powinowactwo, a wartości Kd
Cu(I) 

wahają się w zakresie 10-21,61-10-18,81 M. Mieszane, zredukowane kompleksy domen (Ryc. 49B) 

wykazują trzy typy wiązania- mocne, dla pierwszych pięciu jonów- Kd
Cu(I)~10-20,5 M, 

pośrednie- Kd
Cu(I)~10-18,5 M, oraz dwa słabsze- powyżej 10-17 M. Te dwa ostatnie miejsca są na 

tyle słabe, że do ich wyznaczenia użyto chelatora BCA, gdyż BCS był zbyt silnym 

konkurentem. Kompleksy tworzone poprzez dodatek różnej ilości ekwiwalentów molowych 

Cu(II) do wysyconych cynkiem domen MT3 (Ryc. 49D), cechują się wartościami Kd
Cu(I) rzędu 

10-20,74-10-17,54 M i podobnie jak dla utlenionych kompleksów miedziowych, każdy kolejny jon 

podwyższa średnią wartość Kd
Cu(I). 

 

Rycina 49. Wartości -logKd
Cu(I) jonów Cu(I), w różnie wysyconych kompleksach Cu(I)xαβ-MT3 (A), 

Cu(I)xZnyαβ (B)  Cu(I)xαβ-MT3ox (C) i Cu(I)xZnyαβox (D). 750 µM BCS w 50 mM buforze sodowo-

boranowym (pH 7,4, 100 mM NaF) inkubowano z 5 µM kompleksami domen, aż do osiągnięcia plateau. 

Rycina B- kompleksy z 12 i 13 jonami Cu(I) (zielone kropki) zastosowano 750 µM BCA. 
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Tabela 14. Wartości -logKd
Cu(I) jonów Cu(I) w miedziowych oraz miedziowo-cynkowych, kompleksach 

domen zmieszanych w stosunku molowym 1:1 domen α-MT3 oraz β-MT3. 

Równoważniki 

molowe Cu(I) 

Wartości -logKd
Cu(I) jonów Zn(II) w kompleksie MT 

Kompleks zredukowany Kompleks 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 białek 

Do produkcji MT2 i MT3 wykorzystano plazmidy zaprojektowane przez dr Agnieszkę Drozd  

i dr. Adama Pomorskiego. Opracowali oni też protokół do produkcji w szczepie E. coli 

BL21(DE3), który cechuje się silną ekspresją białek, nawet tych toksycznych oraz ze względu 

na brak proteaz, niższym stopniem degradacji produktów.194 Dodatkowo użyty plazmid 

pTYB21, wraz z systemem IMPACT pozwala uzyskać białka bez dodatkowych reszt 

aminokwasowych, co dla niewielkich protein, jakimi są metalotioneiny, jest bardzo istotne. 

Metki, jak np. metka histydynowa, mogłyby wpływać na właściwości fizykochemiczne 

metalotionein i ich zdolności do wiązania jonów metali. Mimo zoptymalizowanych protokołów 

produkcji MT uzyskiwane wydajności są niższe, niż wydajności dla innych białek opisanych  

w literaturze i produkowanych w tym systemie.195 Powodem niższych wydajności jest fakt, iż 

MT posiadają wiele reszt cysteinowych, przez co stają się toksyczne dla komórek bakteryjnych, 

wpływając na stres oksydacyjny oraz zaburzając homeostazę komórkową poprzez wiązanie 

niezbędnych jonów metali.196 Na wydajność otrzymywanych metalotionein, wpływa też fakt, 

iż nadprodukcja tych białek zużywa dużą ilość siarki, więc bakterie mogą hamować proces 

ekspresji, gdy nie są w stanie zaspokoić zapotrzebowania na ten kluczowy pierwiastek.197 

Dodatkowo MT są małymi białkami, przez co szybciej rozpoznawane są jako toksyczne, co 

również przyczynia się do niższej produkcji.198 Najniższą wydajność uzyskiwano dla 

najmniejszego białka- α-domeny metalotioneiny 3. Również podczas oczyszczania białka 

tracona jest jego część. Oczyszczanie metalotionein można podzielić na trzy etapy- 

oczyszczanie z użyciem chromatografii powinowactwa oraz dwa oczyszczania z użyciem 

chromatografii wykluczenia molekularnego.99,149,199 Podczas chromatografii powinowactwa 

metka inteinowa, która kodowana jest w wektorze pTYB21 wiąże się ze złożem chitynowym, 

a dodatek stosunkowo niedrogiego odczynnika redukującego- DTT, powoduje odcięcie MT do 

roztworu. Kolejne dwa etapy- sączenia molekularne w kwaśnym oraz zasadowym pH również 

powodują obniżenie końcowego stężenia metalotionein. Przed pierwszym z nich, białko należy 

zakwasić do pH ~ 2, aby uzyskać apobiałko. Na tym etapie część białka strącała się, a powstały 

osad nie rozpuszczał się nawet po ponownym podwyższeniu pH. Kolejnym krytycznym 

momentem było podwyższenie pH do 8,6 podczas rekonstytucji. Metalotioneiny w środowisku 

zasadowym wykazują tendencję do agregacji co było widoczne na chromatogramie, jako 

ciągnące się pasmo (Ryc. 12B).200 Aby oczyszczone białko było jak najbardziej homogenne, 

zredukowane i w pełni wysycone Zn(II), zbierano jedynie frakcje ze szczytu piku, co również 
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powodowało obniżenie końcowego stężenia białka. Widma MS (Ryc. 13, Tab. 3, Ryc. 37, Tab. 

10) pokazały, że uzyskane białka były poprawnie otrzymane i posiadały odpowiednią ilość 

związanych jonów Zn(II)- siedem dla MT2 i MT3, cztery dla α-MT3 i trzy dla β-MT3. 

Niewielkie różnice w masie (poniżej 2 Da) wynikać mogły z częściowego utlenienia białek:  

w procesie produkcji i oczyszczania, podczas przygotowywania próbek MS (podczas wymiany 

buforu na kolumienkach), lub w źródle jonów podczas rejestrowania widm. Najmniej 

prawdopodobne jest jednak utlenienie białek podczas produkcji i oczyszczania, gdyż na 

każdym z tych etapów stosowano nadmiar odczynników redukujących- TCEP lub DTT.99,149 

Zastosowanie mikrofalowego syntezatora peptydów pozwoliło na otrzymanie β-MT3, 

którą po oczyszczeniu na HPLC przechowywano jako liofilizat w postaci peptydu 

niezwiązanego z jonami metali. Nie obserwowano utleniania ani degradacji peptydu w czasie. 

Metodą tą nie udało się uzyskać α-MT3. Domena ta posiada dłuższą sekwencję aminokwasową- 

38 reszt aminokwasowych oraz większą ilość reszt cysteinowych- 11, przez co metoda ta nie 

była efektywna. Analiza widma MS pozwoliła stwierdzić, iż produktami syntezy były znacznie 

krótsze peptydy, będące fragmentami domeny α. Dlatego też zdecydowano się na 

wyprodukowanie tego C-końcowego fragmentu białka w systemie bakteryjnym. 

5.2 Wiązanie Cu(I)/Cu(II) do tionein 

Jony Cu(I)  i Zn(II) cechują się inną geometrią tworzonych kompleksów, a co za tym idzie inną 

liczbą koordynacyjną. Jony Zn(II), podobnie jak jony Cd(II), koordynowane są w geometrii 

tetraedrycznej, a liczba koordynacyjna wynosi 4. Metalotioneiny ludzkie, mogą wiązać do 

siedmiu jonów metali dwuwartościowych, tworząc dwa domenowe klastry- M(II)3Cys9 oraz 

M(II)4Cys11 kolejno w domenie β oraz α.99,100 Ze względu na inną naturę jonów Cu(I) i większy 

promień jonowy, kompleksy z tymi jednowartościowymi jonami metali posiadają geometrię 

dygonalną lub trygonalną, a w szczególnych wypadkach (nie w kompleksach z MT) również 

tetraedryczną.201,202 Miedziowe metalotioneiny mogą zatem ulegać wysyceniu po związaniu 

innej ilości jonów Cu(I), posiadać inną strukturę tworzonych klastrów, a łańcuch 

polipeptydowy wokół rdzeni metalo-tiolowych może się inaczej fałdować.164 Wiele grup 

badawczych podjęło się badań nad takimi kompleksami, a zastosowane podejścia różniły się. 

Częstą metodą wykorzystywaną do badań metalacji metalotionein jest ESI-MS.157-160 Ta bardzo 

czuła metoda ma jednak swoje wady, a główną z nich jest analiza w fazie gazowej, która różni 

się od badań przeprowadzanych w roztworze wodnym. Na skutek przejścia do fazy gazowej  

i desolwatacji, kompleksy mogą zmieniać swoją konformację poprzez utratę oddziaływań 

niekowalencyjnych. Dodatkowo, w źródle kompleksy mogą tracić słabo związane jony metali 
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lub wręcz przeciwnie- białko może ulegać hipermetalacji i wiązać więcej jonów metali niż 

obserwuje się w roztworze.203-207 Problemem w pracy z miedziowymi metalotioneinami, jest 

również ich podatność na utlenianie. Ze względu na brak możliwości pracy w warunkach 

beztlenowych, stosuje się nadmiar glutationu nad jonami Cu(I), co stanowić ma bufor redoks  

i uniemożliwiać utlenianie zarówno białka jak i jonów metalu.157-159,208,209 Ten 

niskocząsteczkowy związek, stanowi jednak dodatkowy ligand w badanych układach i może 

on konkurować o jony Cu(I) z MT lub współtworzyć kompleksy ternarne.210 Nieścisłości  

w obecnej wiedzy na temat MT miedziowych wynikają też z faktu, iż często rekombinowane 

MT zawierają dodatkowe reszty aminokwasowe- metki, które ułatwiają proces produkcji  

i oczyszczania białka, jednak mogą wpływać na wiązanie jonów metali.159,166 Badania często 

prowadzone są także na izolowanych domenach, a uzyskiwane wyniki są bezpośrednio 

przekładane na właściwości pełnych białek, a takie układy nie muszą być tożsame.160,164  

W niniejszej pracy scharakteryzowano miedziowe i miedziowo-cynkowe metalotioneiny, 

wykorzystując białka otrzymane w ten sam sposób, bez dodatkowych reszt aminokwasowych. 

Badania nad oddziaływaniami jonów Cu(I)/Cu(II) z metalotioneinami, rozpoczęto od 

określenia maksymalnego wysycenia MT2 i MT3 w dwóch formach- wolnej od jonów metali 

oraz wysyconej Zn(II). Eksperymenty przeprowadzano w komorze rękawicowej, w atmosferze 

azotu, aby zapobiec utlenianiu zarówno białka, jak i jonów metalu. 

 Wiązanie jonów metali do metalotionein obserwować można na widmach UV, 

wykorzystując pasma LMCT, podczas których następuje przeniesienie gęstości elektronowej  

z liganda na jon metalu. W zależności od jonu, położenie maksimum pasma różni się i dla Cu(I) 

widoczne jest przy 250-260 nm, natomiast dla Zn(II) przy 210-220 nm.119,133 

Spektrofotometryczne miareczkowania apoMT2 i apoMT3 jonami Cu(I) (Ryc. 14A) wykazały, 

że białka te mogą związać do 13 jonów Cu(I). Co ciekawe, dla MT3 zaobserwowano drugi 

punkt równoważnikowy, przy 15 równoważnikach molowych Cu(I), niewidoczny dla MT2, co 

stanowi pierwszą różnicę pomiędzy właściwościami izoform. Sugeruje to, że pełne wysycenie 

apoMT następuje po związaniu 13 jonów Cu(I), a kolejne dwa jony Cu(I) wiążąc się do 

Cu(I)13MT3 niszczą uporządkowaną strukturę klastrów i tworzą kompleks Cu(I)15MT3. 

Dodatkowo dla MT2 obserwowany jest bardziej obły wzrost absorbancji przy końcowych 

punktach miareczkowania, przez co określenie maksymalnego wysycenia jest trudniejsze. 

Wiązania koordynacyjne metal-siarka cechują się wyższą intensywnością, niż wiązania 

mostkujące metal-siarka-metal,211 zatem możliwe jest, iż podczas ostatnich etapów wysycania 

MT2 jonami Cu(I), większy udział mają wiązania mostkujące. Może to wskazywać na 

odmienny proces metalacji tych białek, co dodatkowo potwierdzają miareczkowania CD (Ryc. 
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15A, B). Na widmach spektropolarymetrycznych, pomimo obecności dwóch pasm przy tych 

samych długościach fal- ujemnego przy 226 nm oraz dodatniego przy 261 nm, widoczne są 

różnice w przebiegu wartości eliptyczności od ilości związanych jonów Cu(I). Dla MT3 

wyróżnić można kompleks Cu(I)9MT3, przy którym widoczny jest punkt równoważnikowy,  

a wartość eliptyczności zmienia trend wzrostu. Ten kompleks może być tworzony 

preferencyjnie i być stabilną formą MT3. Dla MT2 natomiast punkt równoważnikowy 

widoczny jest po dodaniu sześciu równoważników molowych Cu(I), zatem stabilny kompleks 

stanowi Cu(I)6MT2. Różnice pomiędzy tymi białkami w procesie metalacji jonami Zn(II) 

zostały już opisane.119,212 Sillard i współpracownicy wykazali, że wiązanie jonów Zn(II) do 

MT3 jest bardziej niekooperytywne niż dla MT2 oraz, że MT3 jest bardziej elastyczna i może 

związać większą ilość jonów Zn(II) niż MT2. Cechy te przypisali oni obecności kwaśnej 

wstawki GEAAEA w sekwencji MT3.212 

Położenie pasm na widmach dichroizmu kołowego dostarcza cennych informacji  

o oddziaływaniach jonów metali z białkami, a jego przesunięcia mogą świadczyć o zmianach 

w środowisku koordynacyjnym.213 Podczas miareczkowań obu białek jonami Cu(I) maksimum 

pasma przy 261 nm nie przesuwa się w stronę dłuższych lub krótszych fal, a zmienia się jedynie 

jego intensywność. Natomiast pasmo przy około 226 nm, początkowo przesuwa się 

hipsochromowo, a następnie batochromowo. Dla apoMT3 miareczkowanej Cu(I) przesunięcie 

hipsochromowe, obserwuje się do dziewięciu dodanych równoważników molowych Cu(I). 

Sugerować może to, że wraz z wysycaniem apobiałka struktura staje się coraz bardziej sztywna 

tworząc zorganizowane klastry, aż do utworzenia charakterystycznego kompleksu- Cu(I)9MT3. 

Następnie nie obserwuje się zmiany położenia maksimum, aż do utworzenia w pełni 

wysyconego kompleksu Cu(I)13MT3, co oznaczać może, że wiązanie jonów Cu(I) nie wpływa 

znacząco na środowisko wewnątrz klastrów. Dodatek kolejnych jonów Cu(I), powyżej 

trzynastu, rozluźnia utworzoną strukturę, co na widmie widoczne jest jako przesunięcie  

w stronę czerwieni. Dla apoMT2 pierwsze przesunięcie w stronę krótszych fal obserwuje się 

do utworzenia stabilnego kompleksu Cu(I)6MT2, po czym maksimum pozostaje przy 222 nm 

aż do związania dziewięciu jonów Cu(I). Wiązaniu kolejnych jonów Cu(I) towarzyszy 

przesunięcie w stronę dłuższych fal aż do utworzenia finalnego, w pełni wysyconego 

kompleksu Cu(I)13MT2. Oznacza to, że udział geometrii trygonalnej i dygonalnej w dwóch 

formach kompleksowych Cu(I)9MT2 i Cu(I)13MT2 jest różny, a klastry ulegają reorganizacji. 

Położenie maksimum pasm dla kompleksów miedziowych MT2 i MT3 także wskazuje na 

odmienne procesy metalacji, podczas których powstają różnie wysycone, stabilne formy 

metalotionein, co schematycznie zaprezentowano na Rycinie 50. 
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Rycina 50. Schematyczne przedstawienie procesu metalacji MT2 i MT3 jonami Cu(I)  

z uwzględnieniem form tworzonych preferencyjnie, podczas eksperymentów spektroskopowych. 

Miedziowe kompleksy metalotionein mogą również powstawać zewnątrzkomórkowo. 

W środowisku tym, ze względu na wyższy potencjał oksydoredukcyjny, panują warunki 

utleniające, zatem dominującą formą jonów miedzi jest Cu(II), która w obecności tlenu jest 

znacznie bardziej stabilną formą.167,168 Jak opisano we wcześniejszych rozdziałach, podczas 

oddziaływania metalotioneiny z jonami Cu(II), do MT wiązane są jony Cu(I), czemu 

towarzyszy redukcja Cu(II) i utlenianie reszt cysteinowych. Maksymalne wysycenie 

utlenionego białka, będzie więc następowało przy innej stechiometrii niż dla białka 

zredukowanego. Jak przedstawiono na Rycinie 14C i D, zredukowana forma apoMT może 

związać do ośmiu jonów Cu(I) pochodzących z redukcji Cu(II), czemu towarzyszy 

powstawanie najprawdopodobniej czterech mostków disulfidowych.169 Oznacza to, że  

w wiązanie ośmiu jonów Cu(I) zaangażowanych jest 12 reszt cysteinowych. Podobnie jak przy 

tworzeniu kompleksów zredukowanych, końcowy punkt miareczkowania apoMT2 jest bardziej 

obły, a podczas koordynacji ostatnich jonów Cu(I) tworzone są wiązania mostkujące Cu(I)-

Cys-Cu(I). Na widmach CD (Ryc. 15C, D) zauważyć można preferencyjne powstawanie 

kompleksu Cu(I)4MTox dla obu izoform. Tworzeniu tego kompleksu ponownie towarzyszy 

przesunięcie maksimum pasma przy 226 nm w stronę krótszych fal. Następnie utworzony 

klaster ulega reorganizacji, zmienia się geometria kompleksów, co na widmach uwidacznia się 

jako spadek eliptyczności oraz batochromowe przesunięcie maksimum pasma, aż do 

utworzenia wysyconych kompleksów Cu(I)8MTox. Dla MT3 nie jest to jednak finalna forma 

kompleksowa i podobnie jak podczas miareczkowania jonami Cu(I), utleniony kompleks MT3 

może ulec hipermetalacji i związać kolejne dwa jony Cu(I), pochodzące z redukcji Cu(II), 

destabilizując klaster. 

5.3 Wpływ jonów Zn(II) na strukturę klastrów w mieszanych MT 

W warunkach in vivo, apoMT nie występują, lecz zaraz po translacji ulegają metalacji Zn(II).142 

Jony Cu(I) wiążą się więc do kompleksów cynkowych, w związku z czym izolowane  

z organizmów metalotioneiny nie są homometalicznymi białkami miedziowymi, ale tworzą 

kompleksy miedziowo-cynkowe. Zgodnie z teorią miękkich i twardych kwasów i zasad 
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Pearsona, jony Cu(I), będące miękkimi kwasami wiążą się do donorów siarkowych- reszt 

cysteinowych, które są miękkimi zasadami, z większym powinowactwem niż jony Zn(II), 

będące pośrednim kwasem.96 Z tego względu jony Cu(I)/Cu(II) mogą wypierać jony Zn(II)  

z kompleksów i przearanżowując miejsca wiązania tworzyć nowe klastry. Pasma LMCT  

CysS-Zn(II) i CysS-Cu(I), są od siebie oddalone o około 40 nm, dzięki czemu wiązanie Cu(I)  

i oddysocjowywanie jonów Zn(II) może być śledzone na widmie UV (Ryc. 16A, B). Podczas 

miareczkowania Zn7MT3 i Zn7MT2 jonami Cu(I) rosnąca intensywność pasma przy 252 nm 

wskazuje, że jony Cu(I) są wiązane przez białka, a forma cynkowa, podobnie jak forma wolna 

od jonów metali, może związać do 13 jonów Cu(I). Warto zauważyć, że apoMT3 podczas 

wysycania nadmiarem Cu(I) mogła utworzyć kompleks Cu(I)15MT3, czego nie obserwuje się 

na widmach UV podczas wysycania białka cynkowego. Jak wspomniano, wiązanie Cu(I) 

powoduje wyparcie Zn(II) z MT, co jest widoczne przy około 210 nm. Na podstawie 

miareczkowań w zakresie UV nie można jednak określić, czy wszystkie jony Zn(II) są 

uwalniane, czy też część pozostaje związana z MT, tworząc mieszane kompleksy. Można 

jedynie stwierdzić, że Zn(II) jest wypierany przez 13 równoważników Cu(I). Następnie 

intensywność całego widma wzrasta. Analogiczne wnioski można wyciągnąć ze 

spektropolarymetrycznych miareczkowań metalotionein jonami Zn(II), jednak te, dają 

dodatkowe informacje o kompleksach pośrednich. Obserwując wartości eliptyczności przy  

221 nm (Ryc. 17A) można zauważyć punkt równoważnikowy po dodaniu czterech 

równoważników molowych Cu(I), świadczący o powstaniu pierwszego stabilnego kompleksu 

pośredniego Cu(I)4ZnxMT3. Kompleks z czterema jonami Cu(I) nie był preferencyjnie 

tworzony podczas wysycania apoMT3. Obecność tej formy pośredniej sugeruje, że jony Zn(II) 

związane początkowo w kompleksie wymuszają inną koordynację i geometrię jonów Cu(I), 

które mogą być dodatkowo stabilizowane jonami Zn(II).  Kolejnym kompleksem, dla którego 

obserwuje się zmianę trendu jest kompleks Cu(I)9ZnxMT3, który widoczny jest przy obu 

długościach fal- 221 oraz 254 nm. Dodatkowo, aż do dodania dziewięciu równoważników 

molowych Cu(I) pasmo przy 221 nm przesuwa się ku czerwieni, co świadczy o rearanżacji 

klastrów. Następnie położenie maksimów nie zmienia się, lecz wartości eliptyczności rosną, aż 

do wysycenia białka 13 jonami Cu(I). Zatem udział geometrii dygonalnej i trygonalnej nie 

zmienia się pomiędzy kompleksami Cu(I)9ZnxMT3, a Cu(I)13ZnxMT3. Powyżej tego stosunku, 

pasmo ponownie przesuwa się, lecz tym razem w stronę krótszych fal, aż do utworzenia 

kompleksu Cu(I)15ZnxMT3. Tworzenie tego kompleksu nie było obserwowane podczas 

miareczkowań spektrofotometrycznych, co może świadczyć o tym, iż dwa ostatnie jony Cu(I) 
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koordynowane są poprzez wiązania mostkujące, nie wnosząc tym samym zbyt dużego wkładu 

w intensywność pasm LMCT. 

Podczas wysycania Zn7MT2 jonami Cu(I) wartość eliptyczności przy około 222 nm 

początkowo maleje, aż do utworzenia kompleksu Cu(I)4ZnxMT2, czemu towarzyszy 

przesunięcie pasma w stronę krótszych fal. Zatem tak samo jak w przypadku kompleksów MT3, 

MT2 tworzy kompleks mieszany z czterema jonami Cu(I), który stabilizowany jest przez jony 

Zn(II), a który nie jest preferencyjnie tworzony jako kompleks homometaliczny. Następnym 

kompleksem, którego tworzenie wywołuje zmiany w strukturze klastrów jest kompleks 

Cu(I)6ZnxMT2. Podczas jego tworzenia maksimum pasma przy krótszej długości fali przesuwa 

się ku czerwieni, a przy 260 nm widoczny jest punkt równoważnikowy. Aż do całkowitego 

wysycenia i utworzenia kompleksu Cu(I)13ZnxMT2 położenie pasm nie zmienia się, co 

oznacza, że kolejne jony Cu(I) nie zaburzają koordynacji wewnątrz klastrów. Powyżej stosunku 

1:13 wartość eliptyczności przy 260 nm zaczyna maleć mniej dynamicznie. Stabilne formy 

pośrednie kompleksów mieszanych MT2 i MT3 różnią się zatem od siebie oraz od form 

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

 

 

Rycina 51. Schematyczne przedstawienie procesu metalacji wysyconych jonami Zn(II) MT2 i MT3 

jonami Cu(I) z uwzględnieniem form tworzonych preferencyjnie, podczas eksperymentów 

spektroskopowych. 

 

 Za pomocą miareczkowań spektroskopowych obserwowano również tworzenie 

utlenionych kompleksów mieszanych MT3 i MT2. Widma w zakresie UV (Ryc. 16C, D) 

pokazują, że wysycone cynkiem metalotioneiny mogą związać do ośmiu jonów Cu(I), 

pochodzących z redukcji Cu(II), czemu towarzyszy oddysocjowanie jonów Zn(II) z kompleksu. 

Widma CD ponownie podają więcej informacji na temat tworzonych wewnątrz białka klastrów. 

Podczas wysycania Zn7MT3 jonami Cu(I), z redukcji Cu(II), wartość eliptyczności przy  

222 nm początkowo maleje, czemu towarzyszy hipsochromowe przesunięcie maksimum, aż do 

utworzenia kompleksu Cu(I)4ZnxMT3ox. Biorąc pod uwagę dane literaturowe oraz 

wyizolowane z mózgów ssaczych kompleksy Cu(I)4ZnxMT3ox,
119,154,169,186,190,191 można 

przypuszczać że w kompleksie takim obecne są cztery jony Zn(II) oraz dwa mostki 
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disulfidowe.192,193 Aż do utworzenia kolejnego kompleksu- Cu(I)6ZnxMT3ox, wartość 

eliptyczności przy około 222 nm nie zmienia się, a maksimum pasma znajduje się w tym samym 

miejscu, zatem struktura klastrów nie zmienia się. Całkowitemu wysyceniu kompleksu  

i powstaniu formy Cu(I)8ZnxMT3ox towarzyszy wzrost eliptyczności przy 222 nm i kolejne 

przesunięcie tego pasma w kierunku czerwieni oraz uzyskanie pleteau przy 261 nm.  

Zmiany w klastrach wewnątrz Zn7MT2 wywoływane są głównie poprzez wiązanie 

dwóch pierwszych jonów Cu(I) pochodzących z redukcji Cu(II). Na widmie uwidacznia się to 

jako intensywny spadek eliptyczności przy 222 nm, oraz przesunięcie pasma w stronę 

dłuższych fal. Tworzy się także kompleks Cu(I)4ZnxMT2ox, jednak jego powstanie nie 

wywołuje znaczących zmian na widmach, poza widocznym punktem równoważnikowym przy 

261 nm. Kolejne jony Cu(II) dodane do układu nie wpływają znacząco na kształt widm.  

W Tabeli 15 zebrano zredukowane i utlenione kompleksy dwóch izoform metalotionein 2 oraz 

3, które wydają się tworzyć preferencyjnie podczas wysycania apo- lub Zn7MT jonami Cu(I). 

Tabela 15. Kompleksy miedziowe lub miedziowo-cynkowe MT, które zgodnie z danymi 

spektroskopowymi tworzone są preferencyjnie i wpływają na strukturę klastrów. 

Metalotioneina 3 Metalotioneina 2 

Zredukowana Utleniona Zredukowana Utleniona 

Cu(I)9 Cu(I)4Znx Cu(I)4 Cu(I)4Znx Cu(I)6 Cu(I)4Znx Cu(I)4 Cu(I)2Znx 

Cu(I)13 Cu(I)9Znx Cu(I)8 Cu(I)6Znx Cu(I)9 Cu(I)6Znx Cu(I)8 Cu(I)4Znx 

Cu(I)15 Cu(I)13Znx Cu(I)10 Cu(I)8Znx Cu(I)13 Cu(I)13Znx - Cu(I)8Znx 

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

Zmiany konformacyjne w obrębie klastrów w zredukowanych, mieszanych 

kompleksach metalotioneiny 3 analizowano dodatkowo z wykorzystaniem luminescencji 

niskotemperaturowej. Zastosowanie ciekłego azotu i wykonywanie pomiarów w 77 K 

pozwoliło na uzyskanie widm lepszej rozdzielczości, z węższymi i intensywniejszymi pasmami 

emisji, a zamrożenie próbek minimalizowało ilość przejść bezpromienistych.134,154 Na widmach 

(Ryc. 20) obserwowano przesunięcie batochromowe maksimum pasma emisji, świadczące  

o tworzeniu się klastrów i zmianach otoczenia Cu(I) w ich obrębie. W poniższym opisie 

wykorzystano stechiometrię kompleksów, która dyskutowana jest w Rozdziale 5.4. Pierwsze 

przesunięcie ku czerwieni widoczne jest aż do dodania trzech równoważników molowych 

Cu(I). Przesunięcie to odpowiada wiązaniu większej ilości Cu(I), ale także wypieraniu większej 

ilości Zn(II). Zmienia się zatem geometria kompleksu – zamiast tetraedrycznie związanego 

Zn(II) pojawia się geometria trygonalna, wynikająca z koordynacji Cu(I). Wiązaniu kolejnego 

– czwartego jonu Cu(I) nie towarzyszy dysocjacja kolejnego Zn(II), a stan wzbudzony tego 

luminoforu ma wyższą energię niż Cu(I)3Zn5MT3.165 Możliwe jest zatem, że zmienia się 
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geometria Cu(I) i pojawia się geometria mieszana – dygonalna i trygonalna.135 Następnie 

obserwuje się kolejne przesunięcie ku czerwieni do 584 nm, aż do utworzenia kompleksu 

Cu(I)6Zn4MT3, a wiązanie siódmego jonu Cu(I) nie powoduje przesunięcia pasma emisyjnego, 

a zatem nie wpływa na geometrię wiązania. Ósmy i dziewiąty jon Cu(I) powoduje kolejne 

przesunięcie ku czerwieni i zmiany w strukturze tworzących się klastrów, zmienia się udział 

poszczególnej geometrii jonu metalu. Dla kompleksów mieszanych zawierających 9-12 

równoważników Cu(I) maksimum występuje przy około 610 nm, zatem rdzeń klastra ma 

zbliżoną strukturę, co obserwowano również na widmach CD. Wiązaniu trzynastego jonu Cu(I) 

towarzyszy kolejne przesunięcie ku czerwieni, co świadczy o zwiększającym się udziale 

geometrii dygonalnej i tworzony jest finalnie wysycony kompleks.  

Dodatkowo zdecydowano się na wyznaczenie czasów życia fosforescencji,  

a największe dopasowanie uzyskano wykorzystując funkcję trójeksponencjalną (Ryc. 21,  

Tab. 6). Informacja o trzech czasach życia- dwóch krótszych i jednym dłuższym, pozwala 

wnioskować o obecności kilku typów klastrów. Zawartość procentowa najdłuższego czasu 

życia- 830-2000 µs, maleje od dodania pierwszego równoważnika Cu(I), a po dodaniu sześciu, 

wynosi ~10%. Ten czas życia pochodzi zatem od jonów Zn(II) w klastrach. Tak szybki spadek 

zawartości tego długiego czasu życia, pozwala sądzić, że fosforescencja ta nie pochodzi jedynie 

od jonów Zn(II), ale od dwóch w pełni ukształtowanych klastrów Zn3Cys9 i Zn4Cys11, a gdy 

dodawane jony Cu(I) niszczą tą uporządkowaną strukturę, zdolność tych klastrów do emisji 

światła maleje. Udział dwóch krótszych czasów życia: 60-120 µs (1) i 130-250 µs (2) rośnie 

wraz z wysycaniem białka. Wewnątrz mieszanego kompleksu MT3 powstają dwa klastry,  

w domenie β i domenie α, w których jony Cu(I) koordynowane są w geometrii dygonalnej  

i trygonalnej. W zależności od geometrii zmieniać się będzie środowisko wokół jonu metalu, 

co powodować może powstawanie dwóch różnych czasów życia.135 Udział najkrótszego czasu 

życia, oznaczony jako 1 na Rycinie 21, wzrasta aż do dodania 6 równoważników Cu(I),  

a następnie pozostaje względnie stały do dodania 8 równoważników, po czym jego zawartość 

maleje, a wraz z całkowitym wysyceniem białka ponownie rośnie. Udział dłuższego czasu życia 

wśród krótszych, oznaczony jako 2, wzrasta aż do dodania 3 równoważników Cu(I), a następnie 

od 7 do 12. Otrzymane wyniki nie są jednoznaczne, jednak pozwalają sądzić, że czas życia  

nr 2, pochodzi od jonów Cu(I) koordynowanych w geometrii trygonalnej, z którą jony Cu(I) 

wiązane są na początkowych etapach wysycania białka- od 1 do 3 jonów Cu(I). Następnie 

rośnie udział geometrii dygonalnej, której czas życia oznaczony jest jako 1. Może to sugerować, 

że jony cztery, pięć i sześć koordynowane są przez dwa atomy siarki reszt cysteinowych. 

Następnie obserwuje się wzrost zawartości czasu życia nr 2, więc kolejne jony koordynowane 
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są w geometrii trygonalnej, po czym ponownie następuje wzrost zawartości czasu życia nr 1, 

co oznacza, że ostatni jon koordynowany jest w geometrii dygonalnej. Biorąc pod uwagę 

kolejność wysycania domen, która zostanie omówiona w dalszych rozdziałach, można 

przypuszczać, że pierwsze trzy jony wiążąc się do domeny β koordynowane są w geometrii 

trygonalnej, a kolejne trzy w geometrii dygonalnej. Do takiej koordynacji jonów Cu(I), 

potrzebne byłoby 15 reszt cysteinowych. Może to oznaczać, że w domenie β, sześć atomów 

siarki tworzy wiązania mostkujące, a pozostałe trzy pojedyncze wiązania siarka-metal. Po 

związaniu sześciu jonów Cu(I) w mniejszej domenie, rozpoczyna się metalacja domeny α.  

W tym C-końcowym fragmencie jony także koordynowane są najpierw w geometrii 

trygonalnej, a jon domykający klaster wiązany jest przez dwa atomy siarki. W koordynację taką 

zaangażowanych powinno być 20 atomów siarki, co może sugerować, że dziewięć reszt 

cysteinowych tworzy wiązania mostkujące, a kolejne dwie reszt wiązania metal-siarka. Należy 

wziąć jednak pod uwagę, że w kompleksach takich, oprócz jonów Cu(I) związane są także jony 

Zn(II), więc ilość wiązań mostkujących w kompleksach w pełni wysyconych może być inna. 

Warto zaznaczyć także, że dla kompleksu Zn7MT3 obserwowano trzy czasy życia, ale udział 

dwóch krótszych czasów sumarycznie wynosił około 5% i mógł pochodzić on od 

zanieczyszczania próbki lub kuwety jonami Cu(I), dlatego podczas analizy nie był on brany 

pod uwagę. 

 

Rycina 52. Schemat metalacji Zn7MT3 jonami Cu(I) z uwzględnieniem możliwej geometrii jonów 

metalu. Kolorem czerwonym oznaczono atomy siarki reszt cysteinowych tworzących wiązania 

pojedyncze Cu-S. Na powyższym schemacie nie uwzględniono jonów Zn(II) w kompleksach 

mieszanych. 

 

5.4 Konkurencja Cu(I) i Zn(II) o miejsca wiązania w MT 

Powyżej opisane eksperymenty nie pozwoliły na ustalenie stechiometrii mieszanych 

kompleksów, a jedynie na określenie kluczowych form tworzonych preferencyjnie podczas 

wysycania metalotionein jonami Cu(I). Wskazały również na różnice w procesach metalacji 

dwóch izoform tychże białek. Do tej pory udowodniono powstawanie  

Cu(I)4Zn3-4MT3ox (wyizolowany z mózgu)119,154,169,186,190,191 i Cu(I)6Zn4MT3,116 a stechiometrie 

pozostałych Cu(I)xZnyMT są wciąż niejasne. Stosując chelator PAR (Ryc. 9), który wiązał jony 
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Zn(II) uwolnione do roztworu, po raz pierwszy udało się ustalić stechiometrię kompleksów 

mieszanych, tworzonych w roztworze poprzez wysycanie Zn7MT jonami Cu(I)/Cu(II), a wyniki 

przedstawiono na Rycinie 19 oraz w Tabeli 5. Wyparcie pierwszego równoważnika Zn(II)  

z Zn7MT3 powodowane jest wiązaniem jednego jonu Cu(I), co skutkuje utworzeniem 

kompleksu Cu(I)1Zn6MT3, a kolejny jon Cu(I) wypiera tylko o 0,19 więcej Zn(II), co sugeruje, 

że dwa jony Cu(I) mogą być wiązane zamiast jednego równoważnika Zn(II). Podobnie trzeci  

i czwarty jon Cu(I) związany przez cząsteczkę MT wypiera taką samą ilość jonów Zn(II), to 

jest ~2, co skutkuje powstaniem Cu(I)3Zn5MT3 i Cu(I)4Zn5MT3. Wiązanie od 5 do 9 jonów 

Cu(I) powoduje dysocjację około 3 jonów Zn(II), a najbliższą wartości całkowitej ilość 

związanych przez PAR jonów Zn(II) otrzymano po dodaniu sześciu równoważników 

molowych Cu(I)- Cu(I)6Zn4MT3. Według ostatnich badań, wiązanie Cu(I) do Zn7MT3 

powoduje wyparcie jonów Zn(II) z mniejszej domeny β.157-159,214 W białku wysyconym Zn(II), 

domena ta ma związane 3 kationy, co może sugerować, że podczas wysycania jonami Cu(I), 

domena β może związać sześć jonów Cu(I) przez dziewięć reszt cysteinowych, zastępując trzy 

jony Zn(II) i tworząc klaster Cu(I)6Cys9. Kolejne trzy jony Cu(I) mogą albo dobudowywać się 

do powstałego klastra miedziowego tworząc liniowy klaster Cu(I)9Cys9 lub wiązać się do 

domeny α, z której nie wypierają jonów Zn(II), tworząc mieszany klaster. Kolejne  

4 równoważniki Cu(I) wypierają tylko 2 dodatkowe jony Zn(II), co skutkuje powstaniem 

kompleksu Cu(I)13Zn2MT3. Wiedząc, że w domenie β związanych jest minimum sześć jonów 

Cu(I), a być może nawet dziewięć, można przypuszczać, że pozostałe w kompleksie jony Zn(II) 

wiązane są w domenie α, w której tworzony jest klaster Cu(I)4-7Zn2Cys11. Informacja o dwóch 

jonach Zn(II) pozostałych w kompleksie była zaskakująca, gdyż podczas miareczkowań  

UV-vis i CD, wysycenie apoMT3 i Zn7MT3 uzyskiwano po dodaniu takiej samej ilości 

molowych równoważników Cu(I)- przy 13 jonach Cu(I). Obecność dwóch jonów Zn(II)  

i tworzenie kompleksu heterometalicznego pozwala wnioskować, że jony Zn(II) związane do 

MT3 wymuszają inną koordynację jonów Cu(I), zwiększając tym samym pojemność białka  

i że istnieje konkurencja między Cu(I) i Zn(II). Dodatkowo wyjaśnia, dlaczego metalotioneina 

w postaci homometalicznego kompleksu miedziowego, nie została jeszcze wyizolowana.  

W organizmie MT zaraz po translacji białka (tioneiny) wiążą jony Zn(II), a jony Cu(I) wiążą 

się do formy już częściowo, bądź w pełni wysyconej Zn(II), a nie do apobiałka. Nawet duży 

nadmiar Cu(I), nie powoduje wyparcia wszystkich jonów Zn(II) i dwa z nich pozostają 

związane z MT3, tworząc mieszany kompleks. Dwa jony Zn(II) pozostawały także  

w kompleksie mieszanym Zn5Cd2MT2 (Ryc. 6A), który został wyizolowany, po indukcji 

ekspresji MT jonami Cd(II).122 Sugeruje to, że powinowactwo nie jest jedynym czynnikiem 
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decydującym o wiązaniu Cu(I) lub Cd(II) i dysocjacji Zn(II). Być może w kompleksach takich, 

jony Zn(II) pełnią funkcję strukturalną i stabilizują białko. Może oznaczać to także, że 

nadrzędną funkcją metalotionein jest działanie jako rezerwuar jonów Zn(II) i nawet przy 

wysokim stężeniu innych jonów metali, nie wszystkie jony Zn(II) są wypierane z kompleksu 

MT. 

Stechiometrie kompleksów mieszanych MT2 są analogiczne jak te obserwowane dla 

MT3, jednak z kilkoma wyjątkami (Ryc. 19B, Tab. 5). Podobnie jak dla MT3, wiązanie 

pierwszego oraz drugiego jonu Cu(I) powoduje wyparcie około jednego równoważnika Zn(II). 

Dwa jony Zn(II) w kompleksach MT2 są zastępowane przez trzy do pięciu równoważników 

Cu(I). Zatem kompleksy MT2 i MT3 zawierające pięć jonów Cu(I) różnią się od siebie. 

Cu(I)5Zn5MT2 oraz Cu(I)5Zn4MT3 mają różną zawartość jonów Zn(II), co stanowi kolejne 

potwierdzenie różnic w procesie metalacji pomiędzy izoformami. Być może podczas 

wysycania MT3, dominuje początkowo geometria trygonalna jonów Cu(I) angażująca większą 

ilość reszt cysteinowych, przez co więcej jonów Zn(II) jest wypieranych z kompleksów.  

W MT2 natomiast większy jest udział geometrii dygonalnej, przez co w kompleksie z taką samą 

zawartością Cu(I), mieści się dodatkowy jon Zn(II). 6-8 równoważników Cu(I) wypiera trzy 

jony Zn(II), co wskazywać może ponownie na wysycenie domeny β i tworzenie klastra 

Cu(I)6Cys9, który może być albo rozbudowywany i tworzyć Cu(I)8Cys9 albo dwa kolejne jony 

Cu(I) dobudowują się do domeny α w kompleksie Cu(I)6Zn4MT2 i nie powodują dysocjacji 

Zn(II). Stechiometria mieszanych kompleksów MT2 i MT3 z czterema jonami Zn(II)  

i maksymalną ilością Cu(I) jest więc różna- tworzone są Cu(I)8Zn4MT2 i Cu(I)9Zn4MT3. Jak 

wspominano wcześniej MT3 ze względu na obecność kwaśnej wstawki w sekwencji 

aminokwasowej domeny α zwiększa jej elastyczność i ułatwia adaptację łańcucha 

polipeptydowego wokół metalicznych rdzeni. Może to potwierdzać, iż dodatkowe jony Cu(I) 

wiązane są w domenie α, a ze względu na sześcioaminokwasowy fragment peptydowy w MT3, 

domena ta ma większą pojemność i może związać dodatkowy- dziewiąty jon Cu(I), bez 

wypierania jonu Zn(II). Następne jony Cu(I), analogicznie jak w kompleksach MT3, wypierają 

dwa kolejne jony Zn(II), czego efektem jest powstanie kompleksu Cu(I)13Zn2MT2. Pomimo 

różnic w procesie wysycania Zn7MT2 i Zn7MT3 jonami Cu(I) finalny kompleks ma taką samą 

stechiometrię. Można więc przypuszczać, że kompleksy które wykazywały różnice pomiędzy 

izoformami- kompleksy zawierające pięć oraz dziewięć jonów Cu(I), czyli takie które różniły 

się udziałem geometrii dygonalnej oraz trygonalnej ulegają przearanżowaniu, w efekcie czego 

tworzone są tożsame klastry wewnątrz białka. 
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Utlenione kompleksy mieszane metalotionein cechują się inną stechiometrią niż 

kompleksy zredukowane, gdyż dodatek jonów Cu(II) do białka skutkuje wiązaniem jonów 

Cu(I) i utlenieniem reszt cysteinowych, w związku z czym inna ilość jonów Zn(II) 

oddysocjowuje z kompleksu. Stechiometria mieszanych kompleksów utlenionych MT3 i MT2 

nie jest tak oczywista jak dla kompleksów zredukowanych (Ryc. 19C, D, Tab. 5). Wydaje się, 

że w roztworze powstają różne formy kompleksowe, a liczba wypartych jonów Zn(II) jest 

wartością średnią. Wiązanie pierwszego równoważnika Cu(I), pochodzącego z redukcji Cu(II), 

powoduje wyparcie około jednego równoważnika Zn(II), zarówno z MT3, jak i MT2. Drugi 

równoważnik Cu(I) w kompleksach zredukowanych nie powodował dysocjacji kolejnego jonu 

Zn(II), a w kompleksach utlenionych jon ten jest wypierany. Powodowane jest to faktem, iż  

w wiązanie jonów Cu(I) pochodzących z redukcji Cu(II) sumarycznie zaangażowana jest 

większa ilość reszt cysteinowych, gdyż część z nich ulega utlenieniu tworząc mostki 

disulfidowe, a część koordynuje jony metalu. W Zn7MT3 trzy równoważniki Zn(II) są 

zastępowane przez trzy jony Cu(I) z redukcji Cu(II). Gdy Zn7MT3 wysyci się czterema 

równoważnikami molowymi Cu(I) powstaje mieszanina kompleksów Cu4Zn3MT3ox oraz 

Cu(I)4Zn4MT3ox. W literaturze kompleks ten jest opisywany jako Cu(I)4Zn3-4MT3ox i był 

izolowany z mózgów ssaczych.154,190 Zgodnie z obecnym stanem wiedzy, w powstałym 

kompleksie Cu(I)4Zn4MT3ox, domena β, oprócz czterech związanych jonów metalu posiada 

również dwa mostki disulfidowe. Zatem w koordynację czterech jonów Cu(I) zaangażowanych 

jest pięć reszt cysteinowych, a pozostałe cztery są zaangażowane w tworzenie dwóch wiązań 

S˗S.186,193,215 Bardziej szczegółowa analiza tego kompleksu została przeprowadzana w ramach 

pracy doktorskiej i zostanie opisana w dalszych rozdziałach. Następne cztery jony Cu(I) 

wiążące się do domeny α tworzą klaster heterometaliczny. Podobnie jak w przypadku 

zredukowanego kompleksu, dwa jony Zn(II) pozostają związane z MT3 w utlenionym 

kompleksie Cu(I)8Zn2MT3ox. Na podstawie przeprowadzonych eksperymentów i obecnej 

wiedzy nie jest jasne, w której z domen powstają dodatkowe dwa mostki disulfidowe. Można 

jednak przypuszczać, że klaster w domenie β ulega całkowitemu wysyceniu i jego struktura 

zamyka się po związaniu czterech pierwszych równoważników Cu(I), a kolejne cztery jony 

angażują tylko reszty cysteinowe w domenie α. Zatem w większej z domen w wiązanie dwóch 

jonów Zn(II) i czterech jonów Cu(I) zaangażowanych jest siedem reszt cysteinowych,  

a pozostałe cztery tworzą mostki disulfidowe.   

Podczas wysycania MT2 jonami Cu(I), pochodzącymi z redukcji Cu(II) tworzone są 

analogiczne kompleksy, z dwoma wyjątkami, które stanowią kompleksy z trzema oraz czterema 

jonami Cu(I) (Ryc. 19D, Tab. 5). Dodanie do Zn7MT2 trzech oraz czterech równoważników 
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molowych Cu(II) powoduje wyparcie ~2,5 Zn(II). Zatem po związaniu czterech jonów Cu(I), 

z redukcji Cu(II), tworzone są dwie formy kompleksowe – Cu(I)4Zn4MT2ox oraz 

Cu(I)4Zn3MT2ox. Sumarycznie więc, w kompleksie zawierającym cztery jony Cu(I) w MT2 

znajduje się jeden jon Zn(II) więcej niż w MT3. Może to świadczyć o dominacji geometrii 

dygonalnej w kompleksach MT2, jak opisano to dla kompleksów zredukowanych. Podobnie 

jak wtedy, przy wysycaniu domeny β, MT2 miała związany jeden jon Zn(II) więcej niż MT3. 

Różnica ta, zarówno dla kompleksów zredukowanych jak i utlenionych, nie jest widoczna przy 

końcu miareczkowania, kiedy powstaje całkowicie wysycony kompleks mieszany– 

Cu(I)13Zn2MT lub Cu(I)8Zn2MTox. 

5.5 Zależność powinowactwa Cu(I) od obecności Zn(II) w MT 

Wiedza na temat stałych dysocjacji jonów metali do ich miejsc wiązania w białkach pozwala 

na jeszcze lepszy wgląd w mechanizm wiązania i regulacji tychże jonów. W Zakładzie Chemii 

Biologicznej wyznaczono dotąd wartości Kd jonów Zn(II) zarówno do ludzkich,99 jak i do 

zwierzęcych, roślinnych czy bakteryjnych metalotionein.216 Jednak powinowactwa dla jonów 

Cu(I) w roztworze nie zostały jeszcze zbadane, a wartości -logKd
Cu(I) szacuje się w zakresie  

18-21.100 Jedyną analizę powinowactw w zredukowanych kompleksach miedziowych 

prowadzono w grupie prof. Martina Stillmana, a badania prowadzone były z użyciem 

spektrometrii mas w fazie gazowej.157-160 Wyniki uzyskane za pomocą tej metody, nie muszą 

odzwierciedlać rzeczywistych stałych, które określają powinowactwa w roztworze. 

Spektrometria mas nie jest metodą ilościową, lecz jakościową, zatem szacowanie wartości Kd 

na podstawie intensywności sygnału może być obarczone błędem. Metoda, dzięki której Jenifer 

Calvo i współpracownicy wyznaczyli średnie stałe dysocjacji jonów Cu(I) w kompleksie 

Cu(I)4Zn4MT3ox,
119 została w niniejszej pracy wykorzystana do wyznaczenia wartości Kd

Cu(I) 

w różnie wysyconych, zredukowanych oraz utlenionych kompleksach metalotionein. 

Wyznaczenie wartości Kd
Cu(I) w kompleksach miedziowych i mieszanych pozwoliło określić 

wpływ związanych jonów Zn(II) na powinowactwa jonów Cu(I). 

 Ze względu na doniesienia literaturowe o tym, że jony Cu(I) spośród wszystkich 

izoform wykazują największe powinowactwo względem metalotioneiny 3, a białko to 

nazywane jest białkiem o miedziowym charakterze, analizę powinowactw rozpoczęto od tej 

właśnie izoformy (Ryc. 23A, B, 24A i Tab. 7).119 Jak można zauważyć na Rycinie 23A każdy 

kolejny jon Cu(I) wiążący się do apoMT3 osłabia siłę wiązania, a wartość stałej dysocjacji 

tychże jonów rośnie. Na wykresie widoczne są trzy trendy- od 1 do 6, od 6 do 8 oraz od 9 do 

13 dodanych jonów Cu(I). Pierwsze sześć jonów Cu(I) wiązane jest domenie β w stabilnym 
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klasterze z wysokim powinowactwem w silnych miejscach wiązania, dla których wartość 

Kd
Cu(I) wynosi 10-21,25-10-20,80 M. Dwa kolejne jony Cu(I) osłabiają siłę wiązania, a spadek ten 

jest znacznie bardziej intensywny niż dla pierwszych sześciu jonów. Koordynacja dziewiątego 

jonu Cu(I), powoduje tworzenie stabilnego kompleksu Cu(I)9MT3, którego preferencyjne 

powstanie obserwowano na widmach CD (Ryc. 15). Podczas dalszego wysycania MT3 wartości 

Kd
Cu(I) rosną liniowo, aż do wartości 10-18,92 M. Uzyskane wartości odpowiadają szacunkowym 

powinowactwom,100 jednak znajomość dokładnej wartości Kd
Cu(I) dla każdego jonu Cu(I) 

pozwala stwierdzić, iż MT3 posiada sześć mocnych miejsc wiązania w domenie β oraz siedem 

słabych/pośrednich w domenie α. Odnosząc uzyskane wyniki do danych literaturowych, można 

dostrzec zarówno podobieństwa, jak i różnice w wartościach Kd
Cu(I).157 Średnia wartość stałej 

dysocjacji kompleksu Cu(I)6MT3 wyznaczona w niniejszej pracy wynosi 10-20,80 M i jest 

zbliżona do wartości 10-20,38 M wyznaczonej w grupie prof. Stillmana, natomiast znacznie 

większe różnice widoczne są dla kompleksu Cu(I)4MT3- wartość Kd
Cu(I) wyznaczona  

w niniejszej pracy to 10-20,91 M, a za pomocą spektrometrii mas- 10-18,32 M. Największe różnice 

zaobserwować można dla kompleksu w pełni wysyconego. Różnica w stałych dysocjacji  

w zależności od zastosowanej metody wynosi ponad 6 rzędów.157 Taka rozbieżność wynikać 

może z zastosowania innej metodologii i wykorzystywania spektrometrii mas jako metody 

ilościowej. Dlatego tak ważne było zastosowanie podejścia umożliwiającego pomiar stałych  

w roztworze, aby uniknąć niefizjologicznych efektów uzyskiwanych podczas przeprowadzenia 

układu w fazę gazową, jak np. desolwatacja. 

 Kolejnym krokiem w badaniach, było określenie wpływu jonów Zn(II) na 

powinowactwa jonów Cu(I). W tym celu wykonano analogiczny eksperyment, jak opisano 

powyżej, rozpoczynając jednak od Zn7MT3. Na Rycinie 23C ponownie zauważyć można trzy 

trendy zmian wartości -logKd
Cu(I) w zależności od ilości jonów Cu(I) dodanych do białka:  

od 1 do 3 jonów Cu(I), od 4 do 8 jonów Cu(I) oraz od 9 do 13 jonów Cu(I). Pierwsze trzy 

równoważniki Cu(I) wiążąc się do Zn7MT3 znacznie osłabiają siłę wiązania, a wartość Kd
Cu(I)  

rośnie o około pół rzędu. Kolejny- czwarty jon Cu(I) zwiększa średnie powinowactwo, czyniąc 

ten kompleks bardziej stabilnym niż Cu(I)3Zn5MT3. Co ciekawe, w kompleksach z trzema oraz 

czterema jonami Cu(I) znajduje się tyle samo jonów Zn(II), zatem na powinowactwo wpływa 

jedynie koordynacja jonów Cu(I), a nie dysocjacja Zn(II). Preferencyjne tworzenie kompleksu 

Cu(I)4Zn5MT3 obserwowano również podczas eksperymentów spektroskopowych (Ryc. 17A). 

Następnie wraz z dalszym wysycaniem powinowactwa maleją, aż do utworzenia kompleksu 

Cu(I)8Zn4MT3, dla którego Kd
Cu(I) wynosi 10-18,91 M. Kompleks ten cechuje się najniższym 

powinowactwem spośród wszystkich miedziowo-cynkowych kompleksów MT3, zatem forma 
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ta nie będzie występować w organizmie. Wartość Kd
Cu(I) w kompleksie Cu(I)9Zn4MT3 wynosi 

10-19,17 M, więc ponownie koordynacja jonów Cu(I) wpływa na podwyższenie średniego 

powinowactwa i utworzenie stabilnych klastrów wewnątrz kompleksu. Kolejne jony Cu(I) 

nieznacznie obniżają średnie powinowactwo, aż do wartości Kd
Cu(I) 10-18,93 M, dla kompleksu 

w pełni wysyconego. 

Porównując uzyskane wartości Kd
Cu(I) w kompleksach miedziowych oraz miedziowo-

cynkowych zauważyć można, że w formach mieszanych jony Cu(I) są wiązane słabiej nawet  

o 1,5 rzędu. Związane jony Zn(II) wpływają więc na powinowactwo jonów Cu(I)  

w kompleksach heterometalicznych i destabilizują tworzone klastry. Możliwe jest więc, że jony 

Zn(II) indukują zmianę koordynacji jonów Cu(I), np. poprzez wymuszanie geometrii 

dygonalnej, zamiast trygonalnej, przez co wartości stałych dysocjacji zmieniają się. Gdy 

kompleks zaczyna się wysycać i związanych jest 10-13 jonów Cu(I), wartości Kd
Cu(I) stają się 

podobne, a dla kompleksów całkowicie wysyconych są takie same. Oznacza to, że pomimo 

różnej zawartości jonów metali- 15 w kompleksie heterometalicznym (Cu13Zn2MT3) oraz 13 

w kompleksie homometalicznym (Cu13MT3), tworzone są podobne formy, a pozostałe  

w kompleksie mieszanym dwa jony Zn(II) nie wpływają na jony Cu(I). 

Warto wspomnieć również, że kinetyka reakcji BCS z kompleksami miedziowymi lub 

miedziowo-cynkowymi MT3 jest odmienna (Ryc. 22). Równowaga reakcji ustala się szybciej 

dla kompleksów mieszanych, niż dla homometalicznych. Może to świadczyć o tym, iż 

kompleks heterometaliczny tworzy mniej zwiniętą strukturę, a miejsca wiązania jonów Cu(I) 

są bardziej dostępne dla rozpuszczalnika, a co za tym idzie również chelatora. Wraz  

z wysycaniem kompleksów, różnica w szybkości ustalania się równowagi staje się coraz 

mniejsza. Oznacza to, że jony Cu(I) wiążąc się do apoMT3, są początkowo koordynowane 

wewnątrz tworzącej się struktury, a wraz z rozszerzaniem klastrów zbliżają się strukturą do 

kompleksów mieszanych i stają się coraz bardziej dostępne dla rozpuszczalnika. 

Metalotioneina 2 nazywana jest białkiem cynkowym, więc powinowactwa jonów Cu(I) 

do tej izoformy uważane są za niższe. Aby móc dokładnie porównać ze sobą te dwa białka 

wykonano tożsame eksperymenty służące wyznaczeniu wartości Kd
Cu(I) w kompleksach homo- 

i heterometalicznych MT2. Uzyskane wyniki (Ryc. 23B, Tab. 7) pozwalają stwierdzić, że 

powinowactwa jonów Cu(I) do apoMT2 nie są tak zróżnicowane jak do apoMT3 a stałe Kd
Cu(I) 

wahają się w zakresie 10-19,61-10-18,81 M. Uzyskane wartości ponownie odbiegają od stałych 

wyznaczonych w grupie prof. Stillmana, które mieszczą się w przedziale 10-20,38-10-12,35 M.157 

W roztworze pierwszy jon Cu(I) wiązany do apoMT2 ma niemalże takie samo powinowactwo 

jak jedenasty jon wiązany do apoMT3, a wartość Kd
Cu(I) jonów Cu(I) w kompleksie Cu(I)1MT2 
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jest o dwa rzędy wyższa niż w Cu(I)1MT3. Wiązanie drugiego jonu Cu(I) jeszcze bardziej 

osłabia siłę wiązania jonu metalu do białka. Średnie powinowactwo kolejnych czterech jonów 

Cu(I) jest wyższe, a średnia wartość Kd
Cu(I) wynosi ~10-19,5 M. Te cztery miejsca (dla jonów 

Cu(I) trzy do sześć) stanowią najsilniejsze miejsca wiązania Cu(I) w miedziowych 

kompleksach MT2. Ponownie, forma wysycona sześcioma jonami Cu(I), czyli zawierająca 

wypełniony klaster w domenie β jest stabilną formą, co obserwowano na widmach CD (Ryc. 

15B). Wśród kompleksów miedziowych MT2 forma Cu(I)6MT2 cechuje się największą 

stabilnością, a stała Kd
Cu(I) wynosi 10-19,61 M. Kolejne jony Cu(I) obniżają średnią wartość stałej 

dysocjacji, a trzynasty jon, domykający klastry MT2, cechuje się zbliżoną wartością Kd
Cu(I) do 

tej w kompleksie Cu(I)13MT3.  

Mieszane kompleksy MT2 mają znacznie bardziej zróżnicowane miejsca wiązania 

Cu(I), niż kompleksy miedziowe MT2. Pierwsze cztery jony Cu(I) wiązane są mocno, a wartość 

Kd
Cu(I) jest niższa niż 10-20,30 M. Na widmach CD (Ryc. 15D) obserwowano preferencyjne 

tworzenie Cu(I)4Zn5MT2, zatem wysokie powinowactwo jonów Cu(I) w tym kompleksie jest 

spodziewane. Kolejne dwa jony wiązane są słabiej, a ich średnie powinowactwa nie różnią się, 

a wartość Kd
Cu(I) wynosi około 10-19,5 M. Powinowactwo jonów Cu(I) w kompleksie 

Cu(I)6Zn4MT2 z wysyconą domeną β jonami Cu(I) oraz domeną α jonami Zn(II), ponownie 

wskazuje na preferencyjność jego tworzenia, podobnie jak dla wszystkich analizowanych 

kompleksów. Następnie obserwowany jest wzrost wartości Kd
Cu(I), aż do utworzenia 

Cu(I)8Zn4MT2. Pomiędzy kompleksami mieszanymi zawierającymi sześć i osiem jonów Cu(I), 

nie ma różnicy w zawartości Zn(II), zatem na średnie powinowactwo jonów Cu(I) nie wpływa 

tutaj dysocjacja Zn(II), a jedynie koordynacja Cu(I) i zmiana geometrii wewnątrz kompleksu, 

jak obserwowano dla MT3. Wraz z wiązaniem dziewiątego jonu Cu(I) powinowactwo 

nieznacznie rośnie, a następnie aż do pełnego wysycenia pozostaje względnie stałe. 

Porównując powinowactwa jonów Cu(I) we wszystkich tworzonych zredukowanych 

kompleksach analizowanych w niniejszej pracy (Ryc. 54A) można stwierdzić, że miedziowe 

kompleksy MT3 cechują się największą stabilnością, zwłaszcza w kompleksach nie w pełni 

wysyconych. Najmniejszą stabilnością natomiast, cechują się miedziowe kompleksy MT2,  

w których powinowactwa jonów Cu(I) nie są zróżnicowane i ciężko jest określić słabe oraz 

mocne miejsca wiązania. Kompleksy mieszane MT2 i MT3 posiadają miejsca wiązania  

o podobnej sile. Największe różnice w wartościach Kd
Cu(I) obserwuje się dla kompleksów 

zawierających trzy i cztery jony Cu(I) oraz dziesięć do trzynastu jonów Cu(I). Dla tych 

pierwszych- Cu(I)3-4ZnyMT, kompleksy MT2 są bardziej stabilne, natomiast w kompleksach  

Cu(I)10-13ZnyMT, jony Cu(I) wykazują wyższe powinowactwo względem MT3 niż MT2,  

121:22213



122 

 

a wartości Kd
Cu(I) różnią się o około pół rzędu. Jednak różnice te nie są tak duże by móc na tej 

podstawie definiować te dwie izoformy, jako białka o odmiennym charakterze- jedynie 

miedziowym lub cynkowym. Warto zauważyć jednak, iż związane jony Zn(II) mniej wpływają 

na powinowactwa Cu(I) w kompleksie MT3 niż MT2. Być może ta większa adaptacja MT3 do 

tworzenia kompleksów mieszanych, czyni to białko bardziej miedziowym. Cechę tą ponownie 

przypisać można resztom niezaangażowanym w koordynację metalu, a zwłaszcza obecności 

kwaśnej wstawki w domenie α.    

 

Rycina 53. Porównanie wartości -logKd
Cu(I) Cu(I) do MT2 i MT3 mieszanych i miedziowych 

kompleksów zredukowanych (A) i utlenionych (B). 

Metalotioneiny są również obecne w środowisku zewnątrzkomórkowym, w którym 

panujące środowisko faworyzuje wyższy stopień utlenienia jonów miedzi.167,168 W warunkach 

takich, metalotioneiny miedziowe lub miedziowo-cynkowe będą tworzyć kompleksy utlenione, 

a ich powinowactwa mogą różnić się od tych wyznaczonych dla kompleksów zredukowanych. 

Aby w pełni scharakteryzować kompleksy homo- oraz heterometaliczne MT2 i MT3, 

przeprowadzono również stabilnościową charakterystykę utlenionych form. Badania ponownie 

rozpoczęto od MT3.  

Wyznaczone wartości Kd
Cu(I) dla miedziowych, utlenionych kompleksów MT3 są 

wyższe niż dla kompleksów zredukowanych. Wartość Kd
Cu(I) pierwszego jonu Cu(I), 

pochodzącego z redukcji Cu(II), wynosi 10-20,54 M (Ryc. 25A, Tab. 8). Różnica pomiędzy 

stałymi dysocjacji kompleksów zredukowanych i utlenionych wynosi ponad pół rzędu. Może 

to wynikać z faktu, iż w wiązanie Cu(I) z redukcji Cu(II), zaangażowanych jest więcej reszt 

cysteinylowych, przez co kompleksy te nie mogą być ze sobą bezpośrednio porównywane. 

Wraz z wysycaniem apoMT3 jonami Cu(I), pochodzącymi z redukcji Cu(II), powinowactwa 

maleją, z dwoma nieznacznymi punktami zmieniającymi linię trendu- przy trzech oraz sześciu 

równoważnikach molowych Cu(II). Nie obserwuje się jednak tak charakterystycznych, 

122:18083



123 

 

stabilnych form kompleksowych, jak miało to miejsce w przypadku kompleksów w pełni 

zredukowanych. Porównując powinowactwa w pełni wysyconych kompleksów- Cu(I)13MT3 

oraz Cu(I)8MT3ox, można wnioskować, że średnie wartości Kd
Cu(I) są bardzo podobne. Dlatego 

też, pomimo utworzonych w kompleksie utlenionym mostków disulfidowych, które wymuszają 

inną koordynację jonów Cu(I) i wpływają na strukturę tworzonych klastrów, w pełni wysycone 

kompleksy MT3- zredukowane i utlenione są do siebie termodynamicznie podobne. 

W przypadku utlenionych kompleksów mieszanych MT3 zmiany powinowactwa są 

zasadniczo liniowe w całym zakresie od 1 do 8 równoważnika molowego Cu(II) (Ryc. 25C). 

Wartości Kd
Cu(I) mieszczą się w zakresie 10-20,83-10-18,64 M, bez widocznych punktów 

zmieniających linię trendu. Warto jednak zauważyć, iż dwa pierwsze jony Cu(II) dodane do 

Zn7MT3 wiązane są silniej, niż te do formy apoMT3 (Ryc. 54B). Można więc przypuszczać, iż 

sześć jonów Zn(II), obecnych w kompleksach mieszanych Cu(I)1Zn6MT3ox oraz 

Cu(I)2Zn6MT3ox stabilizuje strukturę. Następnie Zn(II) osłabia powinowactwo Cu(I)  

w mieszanych, utlenionych kompleksach MT3, a wartości Kd
Cu(I) stają się niższe  

w kompleksach homometalicznych. Jednak różnice pomiędzy tymi kompleksami nie są tak 

duże jak te obserwowane dla form zredukowanych. 

Powinowactwa Cu(I) do miedziowych, utlenionych kompleksów MT2, podobnie jak  

w kompleksach zredukowanych są mniej zróżnicowane (Ryc. 25B). Dwa pierwsze jony Cu(I), 

pochodzące z redukcji Cu(II) wiązane są słabo, po czym powinowactwo nieznacznie rośnie,  

a następnie maleje. Wartości Kd
Cu(I) wahają się w zakresie 10-19,30-10-18,40 M, zatem każdy 

kompleks Cu(I)xMT2ox cechuje się niższym średnim powinowactwem niż Cu(I)xMT3ox. Wśród 

kompleksów mieszanych natomiast, można wyróżnić dwie formy zmieniające trend wartości  

Kd
Cu(I)- Cu(I)4Zn4-5MT2ox oraz Cu(I)6Zn2-3MT2ox (Ryc. 25D). Początkowo powinowactwa 

maleją, aż do związania czterech jonów Cu(I), pochodzących z redukcji Cu(II) i wysycenia 

klastra w domenie β. Wiązanie kolejnych dwóch jonów Cu(I) nie wpływa na średnią wartość 

Kd
Cu(I), a dalsze wysycanie białka powoduje osłabienie wiązania Cu(I). Początkowo jony Zn(II) 

stabilizują utleniony kompleks MT2 i powodują, że jony Cu(I) wiązane są silniej w kompleksie 

mieszanym, natomiast od utworzenia Cu(I)4Zn4-5MT2ox powinowactwa jonów Cu(I)  

w odpowiadających kompleksach miedziowych są wyższe, a jony Zn(II) wymuszając inną 

koordynację jonów Cu(I) wpływają niekorzystnie na właściwości termodynamiczne 

kompleksu. Taką samą funkcję jony Zn(II) pełnią w kompleksach zredukowanych- podczas 

wysycania domeny β jony Zn(II) stabilizują strukturę, zwiększając tym samym powinowactwa 

Cu(I), a podczas wysycania domeny α jony Zn(II) osłabiają siłę wiązania Cu(I). 
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Analogicznie jak dla kompleksów zredukowanych, najwyższe powinowactwo jonów 

Cu(I) obserwuje się dla apoMT3, a najniższe dla apoMT2, podczas wysycania domeny β lub 

dla cynkowej MT2 podczas wysycania domeny α (Ryc. 54B). W przypadku utlenionych 

kompleksów widoczne są większe różnice pomiędzy izoformami, a kompleksy MT3 w obu 

formach- homo- oraz heterometalicznych tworzą silniejsze kompleksy niż MT2. MT2 jest 

izoformą, która swoje fizjologiczne funkcje pełni w cytozolu, zatem tam gdzie występują jony 

Cu(I), a nie Cu(II).217,218 Pozakomórkowo MT2 występuje przeważnie dopiero w określonych 

stanach patologicznych takich jak: stres oksydacyjny, stany zapalne, czy podczas procesów 

nowotworzenia.143 Zatem MT2 znacznie rzadziej niż MT3 może tworzyć miedziowe lub 

miedziowo-cynkowe kompleksy utlenione. MT3 natomiast, ze względu na pełnione funkcje 

neuroprotekcyjne, jest wydzielana do przestrzeni zewnątrzkomórkowej, gdzie tworzyć może 

stabilne kompleksy z jonami Cu(I), pochodzącymi z redukcji Cu(II).219 

 Chaperony miedziowe, które transportują jony Cu(I) do  docelowych białek, cechują się 

wysokim powinowactwem względem Cu(I), a wartości Kd
Cu(I) wahają się w granicach  

10-16-10-18 M, dla takich białek jak CCS, Atox1 czy COX17.220,221 Zestawiając uzyskane 

wartości Kd
Cu(I) w homo- i heterometalicznych kompleksach metalotioneiny 2 i 3, z wartościami 

Kd
Cu(I) wyżej wymienionych chaperonów, wydaje się że metalotioneiny mogą stanowić 

akceptor jonów Cu(I). Wciąż nie jest jasne co dzieje się z takim kompleksem po związaniu tych 

niezbędnych, ale przy zbyt wysokim stężeniu również toksycznych, jonów metalu. Możliwe 

jest, że metalotioneiny, po związaniu nadmiarowej puli jonów Cu(I)/Cu(II), będą następnie 

degradowane, np. w lizosomach, gdzie poprzez obniżenie pH metal będzie uwalniany  

z kompleksu. Uwolnione jony mogą być następnie wydalane z komórek, jak obserwowano dla 

jonów Cd(II)145,147 i trafiać albo do przestrzeni międzykomórkowej i ponownie podwyższać 

stężenie labilnej puli Cu(I)/Cu(II) albo do wątroby, skąd mogą być usuwane z organizmu wraz 

z żółcią. 

5.6 Wpływ jonów Cu(I) na powinowactwo Zn(II) 

w metalotioneinach 

W opisanych w Rozdziale 5.3 eksperymentach wykazano, że jony Cu(I)/Cu(II) mogą wypierać 

jony Zn(II) z Zn7MT3 i Zn7MT2, w efekcie czego powstają kompleksy mieszane o określonej 

stechiometrii i stanie utlenienia białka (MT vs MTox). Zbadano również powinowactwa jonów 

Cu(I) w zredukowanych i utlenionych kompleksach homo- i heterometalicznych (Rozdział 

5.5). Pozwoliło to na stwierdzenie, że jony Zn(II) związane w kompleksach mieszanych 

wpływają na powinowactwa jonów Cu(I), zwłaszcza gdy tworzone są kompleksy nie w pełni 
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wysycone Cu(I). Zdecydowano się zatem na określenie wpływu jonów Cu(I) na powinowactwa 

jonów Zn(II) w kompleksach mieszanych. Eksperyment ten okazał się wyzwaniem, ze względu 

na konieczność użycia chelatora cynkowego, który nie będzie oddziaływał z jonami 

Cu(I)/Cu(II), a jego powinowactwo względem Zn(II) pozwoli na konkurencję z MT. Jak 

wspomniano w Rozdziale 4.2.3, sonda chromoforowa PAR wiąże jony Cu(I), Cu(II) oraz 

Zn(II), a maksima pasm absorpcji nakładają się, przez co niemożliwe jest dokładne oznaczenie 

jonów Zn(II), kiedy w układzie znajdują się również jony Cu(I)/Cu(II) (Ryc. 18). Zastosowanie 

fluorescencyjnego chelatora ZnAF-2F (Ryc. 11) pozwoliło na ilościowe oznaczenie 

transferowanych jonów Zn(II) z kompleksów mieszanych, ponieważ sonda ta nie wiąże jonów 

Cu(I), co udowodniono poprzez fluorescencyjne miareczkowanie chelatora jonami Cu(I) 

(wyniki nie zostały pokazane w niniejszej pracy). Dodatkowy problem stanowiła konieczność 

odsalania kompleksów mieszanych, gdyż podczas reakcji Zn7MT3 i Zn7MT2 z Cu(I)/Cu(II), 

jony Zn(II) są uwalnianie do roztworu. Użycie kolumienek do odsalania, pozwoliło uzyskać 

czysty kompleks heterometaliczny, bez dodatkowych jonów metali, jednak w procesie tym 

stężenie MT może się zmieniać. Dlatego też wyznaczono współczynniki molowe dla każdej 

mieszanej formy, zarówno zredukowanej, jak i utlenionej (Tab. 4). Wykorzystując prawo 

Lamberta-Beera, po etapie odsalania, stężenia kompleksów były korygowane i taki kompleks 

wykorzystywano do dalszych eksperymentów. 

 Średnia wartość Kd
Zn wszystkich jonów Zn(II) w Zn7MT3 wynosi 10-9,17 M (Ryc. 27A, 

Tab. 9). Wraz z wysycaniem jonami Cu(I), wartość ta zmienia się, a równocześnie zmienia się 

też zawartość jonów Zn(II) w kompleksach mieszanych. Pierwszy równoważnik Cu(I), który 

wypiera jeden jon Zn(II) z cząsteczki MT sprawia, że średnie powinowactwo Zn(II) rośnie. 

Wiązanie drugiego równoważnika Cu(I) nie wypiera dodatkowego jonu Zn(II), ale powoduje 

osłabienie powinowactwa sześciu jonów Zn(II) obecnych w kompleksie mieszanym. Trzy  

i cztery równoważniki Cu(I) wypierają około dwóch jonów Zn(II), i jak poprzednio, trzy jony 

Cu(I) związane do MT3 powodują, że wartość Kd
Zn maleje, a po związaniu czterech 

równoważników Cu(I) rośnie. Oznacza to, że jony Cu(I) powodują początkowo dysocjację 

Zn(II) z najsłabszych miejsc wiązania MT3, przez co średnie powinowactwo Zn(II) rośnie. Gdy 

do powstałego kompleksu dodawany jest kolejny równoważnik Cu(I), niepowodujący wyparcia 

Zn(II), kompleks ulega przegrupowaniu, aby zwolnić reszty cysteinowe, które będą mogły 

koordynować dodany jon Cu(I). Przegrupowanie to osłabia miejsca wiązania Zn(II), co 

schematycznie zaprezentowano na Rycinie 55.  
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Rycina 54. Schemat wiązania się pierwszych równoważników Cu(I) do Zn7MT3. Początkowo jon Cu(I) 

wypiera najsłabiej związany jon Zn(II), powodując zwiększenie średniego powinowactwa Zn(II),  

a kolejny równoważnik Cu(I), przearanżowując klaster osłabia siłę wiązania Zn(II).  

 

W kompleksach mieszanych, zawierających od pięciu do dziewięciu jonów Cu(I) związanych 

jest około czterech jonów Zn(II). Wartości Kd
Zn jonów Zn(II) w kompleksach tych są zbliżone 

i wahają się w granicach 10-8,86-10-8,66 M. Piąty równoważnik Cu(I) wypiera ostatni jon Zn(II) 

z domeny β, a wiązanie szóstego równoważnika Cu(I) nie wpływa na powinowactwo jonów 

Zn(II) w domenie α, podobnie jak kolejne trzy dodane równoważniki molowe Cu(I). Jak 

wspomniano wcześniej domena β związać może sześć jonów Cu(I) tworząc klaster Cu(I)6Cys9, 

a pozostałe trzy jony Cu(I) mogą dobudowywać się i tworzyć klaster Cu(I)9Cys9 lub wiążąc się 

do domeny α nie powodować dysocjacji jonów Zn(II) (Ryc. 55). 

 

Rycina 55. Schemat wiązania jonów Cu(I), które nie powodują dysocjacji jonów Zn(II) z domeny  

α-MT3 i nie wpływają na średnią wartość Kd
Zn.   

 

Kolejne równoważniki Cu(I), 10-13, są wiązane do domeny α i wypierają z niej dwa jony 

Zn(II). Jony 10-12 zwiększają powinowactwo jonów Zn(II) do wartości Kd
Zn 10-9,77 M,  

a związanie trzynastego jonu Cu(I), skutkujące powstaniem w pełni wysyconego kompleksu 

mieszanego, powoduje jeszcze większy wzrost siły wiązania, a wartość Kd
Zn maleje aż do  

10-11,17 M. W kompleksie Cu(I)13Zn2MT3 pozostają dwa najsilniej związane jony Zn(II), a ich 

powinowactwo jest podobne do najmocniejszych miejsc wiązania Zn(II) w Zn7MT3, które 

waha się w granicach 10-11-10-12 M.222 Zatem wpływ jonów Cu(I) na powinowactwa jonów 

Zn(II) w kompleksach mieszanych MT3, jest analogiczny do wpływu jonów Zn(II) na 

powinowactwa jonów Cu(I). W kompleksach, które nie są w pełni wysycone Cu(I), metale te 
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wpływają na siebie i osłabiają siłę wiązania, natomiast gdy kompleks ulega wysyceniu, 

powinowactwa stają się bliskie powinowactwom w kompleksach homometalicznych  

i trzynaście jonów Cu(I) wiązanych jest z taką samą siłą jak w kompleksie Cu(I)13MT3, a dwa 

jony Zn(II) odpowiadają powinowactwu najsilniej związanych jonów w Zn7MT3. 

 Powinowactwo jonów Zn(II) w Zn7MT2 jest wyższe niż w Zn7MT3, a wartość Kd
Zn 

wynosi 10-9,60 M. Wiązanie pierwszych sześciu jonów Cu(I), które koordynowane są w domenie 

β, powoduje że średnia wartość Kd
Zn maleje o jeden rząd (Ryc. 28A, Tab. 9). Jedynym 

kompleksem, który nie powoduje osłabienia wiązania Zn(II) jest Cu(I)4Zn5MT2, dla którego 

wartość Kd
Zn jest taka sama jak dla kompleksu Cu(I)3Zn5MT2. Pomiędzy tymi dwoma 

kompleksami nie obserwowano też dużej różnicy w wartościach Kd
Cu(I), zatem kompleksy te są 

termodynamicznie podobne. Najniższe powinowactwo Zn(II) obserwowane jest w kompleksie 

Cu(I)6Zn4MT2, w którym w domenie β znajduje się klaster Cu(I)6Cys9, a w domenie  

α Zn4Cys11. Dalsze wysycanie jonami Cu(I) powoduje, że powinowactwa Zn(II) rosną. Siódmy 

i ósmy jon Cu(I), nie wypiera jonów Zn(II) z domeny α, ale powoduje przegrupowania 

wewnątrz klastrów, przez co kompleks staje się bardziej stabilny, a Zn(II) jest ściślej wiązany. 

Dziewiąty i dziesiąty jon Cu(I) wypiera kolejny jon Zn(II), co skutkuje spadkiem wartości Kd
Zn 

do 10-8,86 M. Dalsze wysycanie kompleksu powoduje, że powinowactwo rośnie do ~10-9,4 M  

i jest względnie stałe dla kompleksów mieszanych MT2 z 11-13 jonami Cu(I). Jest to wartość 

niewiele niższa od średniego powinowactwa Zn(II) w Zn7MT2 i odpowiada słabym lub 

pośrednim miejscom wiązania Zn(II), które wynoszą odpowiednio 10-8 M i 10-10-10-11 M.149 

MT2 będąc w pełni wysycona w kompleksie Cu(I)13Zn2MT2, w przeciwieństwie do 

Cu(I)13Zn2MT3 nie odzyskuje swoich początkowych właściwości i wiąże dwa jony Zn(II) 

słabiej o prawie dwa rzędy. Co ciekawe, w kompleksie tym jony Cu(I) również były wiązane 

najsłabiej spośród wszystkich w pełni wysyconych analizowanych kompleksów. Możliwe jest 

więc, że MT3 łatwiej tworzy mieszane kompleksy, a obecność kwaśnej wstawki 

aminokwasowej zwiększającej elastyczność umożliwia łatwiejszą adaptację łańcucha 

polipeptydowego do tworzenia większych struktur, zawierających piętnaście jonów metali. 

Patrząc całościowo na uzyskane wyniki wydaje się więc, że MT3 może wykazywać bardziej 

miedziowy charakter, który objawia się nie tylko poprzez większe powinowactwo względem 

jonów Cu(I), ale także poprzez mniejszy wpływ jonów Cu(I) i Zn(II) na siebie, a co za tym 

idzie większą stabilność w kompleksach mieszanych. Wydaje się zatem, że MT3 wykazuje 

większe zdolności adaptacyjne i może pełnić swoje funkcje w różnych, dynamicznie 

zmieniających się środowiskach. 
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 Wpływ jonów Cu(I), pochodzących z redukcji Cu(II), na jony Zn(II) może być inny  

w kompleksach utlenionych, gdyż zarówno stechiometria, jak i ilość reszt cysteinowych 

zaangażowanych w oddziaływanie z równoważnikiem molowym Cu(II) jest inna. Dodatek 

jednego ekwiwalentu Cu(II) do MT3, powoduje wyparcie jednego jonu Zn(II), co sprawia że 

średnia wartość Kd
Zn maleje (Ryc. 27B, Tab. 9), analogicznie jak obserwowano to dla 

kompleksów zredukowanych. Drugi i trzeci równoważnik Cu(II) dodany do Zn7MT3 zmniejsza 

powinowactwo jonów Zn(II) w kompleksach mieszanych. Wartości Kd
Zn jonów Zn(II)  

w kompleksach Cu(I)3Zn4MT3ox i Cu(I)4Zn4MT3ox są podobne, co może sugerować, że czwarty 

jon Cu(I) zamyka klaster w domenie β nie wpływając na powinowactwo jonów Zn(II)  

w domenie α (analogicznie jak zaprezentowano na Ryc. 56). W kompleksach zredukowanych 

kolejne jony Cu(I) początkowo nie zmieniały powinowactw jonów Zn(II), a następnie 

powodowały ich wzrost. W przypadku utlenionych kompleksów MT3 sytuacja wygląda 

inaczej. Piąty oraz szósty jon Cu(II) dodany do układu powoduje, wyparcie jonu Zn(II)  

z domeny α oraz powstanie dodatkowego wiązania disulfidowego. Jony te wpływają też na 

średnią wartość powinowactwa i obniżają wartość Kd
Zn do 10-8,50 M. Siódmy jon Cu(I) zwiększa 

powinowactwo, a ósmy jon, który domyka białko i tworzy w pełni wysycony kompleks 

Cu8Zn2MT3ox, posiadający cztery mostki disulfidowe, zwiększa je jeszcze bardziej, a wartość 

Kd
Zn maleje do 10-9,63 M. Wartość ta odpowiada powinowactwu Zn(II) w kompleksie 

Cu(I)12Zn2MT3, czyli w kompleksie nie w pełni wysyconym i jest bliższa słabym i pośrednim 

miejscom wiązania Zn(II) w Zn7MT3. Porównując powinowactwa jonów Zn(II) w mieszanych 

kompleksach MT3 zredukowanych i utlenionych, zauważyć można że wartości Kd
Zn zmieniają 

się w podobnym zakresie (Ryc. 29A). Dopiero w kompleksie Cu(I)13Zn2MT3 jony Zn(II) 

wiązane są znacznie mocniej, czyniąc ten kompleks najbardziej stabilnym. Zatem mostki 

disulfidowe w kompleksie utlenionym wymuszając inną geometrię kompleksów oraz angażując 

osiem reszt cysteinylowych, nie tylko wpływają na zmianę stechiometrii, ale także na tworzenie 

mniej korzystnej termodynamicznie struktury. 

 Porównując mieszane, utlenione kompleksy MT2 i MT3, można zauważyć, że 

powinowactwa jonów Zn(II) zmieniają się w podobnym zakresie i wykazują podobny trend,  

z jednym wyjątkiem. Podczas wysycania domeny β jonami Cu(I), pochodzącymi z redukcji 

Cu(II), wartości Kd
Zn rosną, a gdy kolejne jony Cu(I) wiążą się do domeny α wartości te maleją. 

Widoczny jest więc inny trend podczas wiązania piątego i szóstego jonu Cu(I), pochodzącego 

z redukcji Cu(II), do MT2 i MT3. W przypadku MT3, powinowactwo w utlenionym 

kompleksie zawierającym pięć i sześć jonów Cu(I) było niższe niż w kompleksie z czterema 

jonami Cu(I), natomiast dla MT2, najniższe powinowactwo obserwuje się dla kompleksu 
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Cu(I)4Zn4MT2ox. Kolejne jony powodują spadek wartości Kd
Zn, aż do 10-9,58 M dla kompleksu 

Cu(I)8Zn2MT2ox. Jednakże powinowactwa Zn(II) względem utlenionych w pełni wysyconych 

form MT2 i MT3 są zbliżone i odpowiadają średniemu powinowactwu jonów Zn(II) w Zn7MT. 

 We wszystkich analizowanych kompleksach mieszanych zauważyć można tożsamy 

trend- podczas wysycania domeny β jonami Cu(I) powinowactwo Zn(II) maleje, a wraz  

z wysycaniem domeny α rośnie (Ryc. 56) (wyjątek stanowi wiązanie 5 i 6 jonu Cu(I), 

pochodzącego z redukcji Cu(II) do MT3). Sugeruje to, że początkowo jony Cu(I) destabilizują 

wiązanie Zn(II), a dalsze wysycanie Cu(I) powoduje wyparcie słabiej związanych jonów 

metali, przez co w wysyconym kompleksie mieszanym pozostają dwa najmocniej związane 

jony Zn(II). Dodatkowo wartości Kd
Zn zmieniają się w podobnym zakresie 10-9,6-10-8,5 M. 

Jedynie dwa ostatnie kompleksy zredukowane MT3- Cu(I)12Zn2MT3 i Cu(I)13Zn2MT3 

wykazują wyższe powinowactwo, czyniąc MT3 białkiem o charakterze miedziowym, gdyż 

białko to łatwiej organizuje się wokół mieszanych klastrów miedziowo-cynkowych i tworzy 

bardziej stabilną strukturę. W kompleksach w pełni wysyconych, średnie powinowactwo 

dwóch jonów Zn(II) jest zbliżone do średniego powinowactwa Zn(II) w kompleksie Zn7MT,  

a jedynie w kompleksie Cu(I)13Zn2MT3 odpowiada powinowactwu mocnych miejsc wiązania, 

wskazując, że jony Cu(I) związane do tego białka nie wpływają na jony Zn(II), tak jak jony 

Zn(II) nie wpływały w nim na jony Cu(I). 

 

Rycina 56. Ogólny trend wpływu wiążących się jonów Cu(I) na jony Zn(II) w mieszanych kompleksach 

MT. Wysycanie domeny β jonami Cu(I) powoduje obniżenie siły wiązania Zn(II), a wysycanie domeny 

α skutkuje wzrostem powinowactwa, zarówno w kompleksach zredukowanych jak i utlenionych. 

 

5.7 Wartości pCu a tworzone formy kompleksowe 

Znając średnie wartości Kd
Cu(I) opisujące wszystkie jony miedzi w danym kompleksie, 

obliczono wartości logβ każdej z form, poprzez pomnożenie wartości -logKd
Cu(I) i ilości jonów 

Cu(I) w kompleksie. Otrzymane wartości wykorzystano do wykreślenia rozkładu form 

kompleksowych (specjacji) w funkcji stężenia wolnej Cu(I) z wykorzystaniem programu 

HySS.223 Dla każdego układu przygotowano dwie zależności: stosunku molowego Cu(I)/MT 

od ułamka molowego tworzonych form kompleksowych oraz pCu od tego samego ułamka. Jak 
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można zaobserwować na Rycinie 57A, B, E i F, podczas wysycania apoMT lub Zn7MT jonami 

Cu(I), w roztworze powstaje mieszanina kompleksów, a nie jedna konkretna forma. Dla każdej 

z form, pierwszy kompleks ma związany jeden jon Cu(I), a finalnie tworzona jest forma  

z trzynastoma jonami Cu(I). Dominującymi formami homometalicznymi MT2 i MT3 są 

również kompleksy z sześcioma oraz dwunastoma jonami Cu(I), a dla MT3 także Cu(I)5MT3. 

Pomiędzy tymi izoformami zauważyć można również podobną populację każdej z form przy 

zmieniającym stosunku Cu(I)/apoMT, jednakże obecność dodatkowej formy Cu(I)5MT3, 

powoduje, że forma Cu(I)6MT3 jest tworzona przy wyższym stężeniu Cu(I) niż Cu(I)6MT2 

(Ryc. 57 A, E).  

 

Rycina 57. Rozkład form kompleksów zredukowanych Cu(I)xZnyMT w buforze boranowym, pH 7,4. 

Górny panel przedstawia ułamek tworzonej formy w zależności od zmieniającego się stosunku 

Cu(I)/MT3, dolny natomiast przestawia ten sam ułamek lecz w funkcji pCu (-log[Cu]wolny). Ułamki oraz 

pCu obliczono w programie HySS.223 

130:61365



131 

 

Warto zauważyć także, że kompleksy, które wcześniej opisywane były jako stabilne formy, jak 

np. kompleks Cu(I)9MT3, nie są dominującymi kompleksami przy którymkolwiek ze 

stosunków Cu(I)/apoMT. Może to być powodowane faktem, iż wartość Kd
Cu(I) opisuje 

pojedynczy etap wiązania, a całość układu dąży do najkorzystniejszych energetycznie form. 

Sugeruje to, że mieszanina kompleksów Cu(I)6MT3 i Cu(I)12MT3, tworzy układ o niższej 

średniej energii i takie formy będą tworzone preferencyjnie. Nie wyklucza to jednak 

możliwości powstawania formy Cu(I)9MT3, gdyż widma CD wskazywały, że forma ta jest 

pierwszym stabilnym kompleksem, a dalsze wysycanie jonami Cu(I), skutkuje 

przearanżowywaniem klastrów. Znacznie większe różnice pomiędzy izoformami widoczne są 

na Rycinie 57C i G, na których przestawiono ułamki tworzenia kompleksów w zależności od 

wartości pCu. Pierwszy kompleks miedziowy- Cu(I)1MT, powstaje przy znacznie wyższych 

wartościach pCu, dla MT3 niż MT2, zatem ta izoforma będzie mogła funkcjonować jako białko 

miedziowe przy niższym stężeniu wolnej miedzi. Dodatkowo finalnie wysycone kompleksy 

Cu(I)13MT tworzone są przy niższych wartościach pCu dla MT3, co ponownie wskazuje, że 

izoforma ta ma bardziej miedziowy charakter. MT3 w szerszym zakresie pCu tworzy 

zróżnicowane kompleksy miedziowe, co powoduje, że może pełnić funkcje buforujące przy 

większych fluktuacjach wolnej miedzi.  

W organizmie nie występują jednak kompleksy miedziowe metalotionein, lecz 

tworzone są kompleksy mieszane Cu(I)xZnyMT. Jak można zauważyć na Rycinie 57B i D, 

ponownie tworzona jest mieszanina różnie wysyconych form, w których zawartość Cu(I) jest 

inna niż w kompleksach homometalicznych, ponownie wskazując na wpływ jonów Zn(II) na 

związane jony Cu(I). Zauważyć można znacznie większe zróżnicowanie kompleksów MT3, dla 

których populacja żadnej z form nie w pełni wysyconej nie przekracza 60%. Dla MT2 

natomiast, po utworzeniu kompleksu Cu(I)4Zn5MT2 tworzona jest forma w pełni wysycona 

Cu(I)13Zn2MT2, a udział pozostałych form nie przekracza 20%. Jeszcze dokładniej widać to na 

Rycinie 57D i H, na której przedstawiono ten sam ułamek jednak w funkcji pCu. Kompleks 

Cu(I)4Zn5MT2 występuje niemalże w całym zakresie pCu (17,5-21), a MT3 tworzy kompleksy 

o zróżnicowanej stechiometrii. Dodatkowo biorąc pod uwagę fakt, iż stężenie wolnych jonów 

Cu(I) wynosi poniżej 10-18 M,92 można sugerować że MT2 będzie tworzyła tylko kompleksy z 

jednym lub czterema jonami Cu(I), a MT3, poprzez mnogość form pośrednich, może 

funkcjonować jako bufor metaliczny i wiążąc lub oddając jony Cu(I), kontrolować stężenie 

wolnych jonów Cu(I). 

Mieszaninę różnie wysyconych kompleksów obserwuje się także podczas wysycania 

apoMT jonami Cu(I) pochodzącymi z redukcji Cu(II) (Ryc. 58). Podobnie jak w przypadku 
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kompleksów zredukowanych, bardziej zróżnicowane formy utlenionych kompleksów 

obserwuje się dla MT3. Wraz ze wzrastającym stężeniem jonów Cu(II), białko wysyca się  

i płynnie przechodzi z jednej formy w kolejną z dominującą populacją Cu(I)3MT3ox oraz 

Cu(I)6MT3ox (Ryc. 58A). Dla MT2 natomiast, dodanie pierwszego równoważnika molowego 

Cu(II) skutkuje powstaniem Cu(I)5MT2ox, a forma ta jest najczęściej występującą aż do  

5 dodanych równoważników (Ryc. 58E). Obecność jonów Zn(II) w kompleksach mieszanych 

prowadzi do zmiany profilu specjacyjnego-  pojawiają się nowe formy kompleksowe, a rozkład 

populacji staje się bardziej wyrównany, co skutkuje zmniejszeniem dominacji konkretnych 

form (Ryc. 58B, F).  

 

Rycina 58. Rozkład form kompleksów utlenionych Cu(I)xZnyMTox w buforze boranowym, pH 7,4. 

Górny panel przedstawia ułamek tworzonej formy w zależności od zmieniającego się stosunku 

Cu(II)/MT3, dolny natomiast przestawia ten sam ułamek lecz w funkcji pCu (-log[Cu]wolny). Ułamki 

oraz pCu obliczono w programie HySS.223 
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Obserwując rozkład kompleksów utlenionych MT3, zauważyć można iż związane jony Zn(II) 

nie wpływają na zakres pCu, w którym MT3 może funkcjonować jako białko miedziowe (Ryc. 

58C, D). Utlenione kompleksy MT2 są natomiast tworzone przy wyższym stężeniu wolnej 

Cu(I)- około jeden rząd wyższe stężenie jest konieczne do utworzenia Cu(I)1MT2ox. 

Dodatkowo formy w pełni wysycone tworzone są w bardzo niskim zakresie pCu, co oznacza, 

że do utworzenia takiej formy wymagane jest bardzo wysokie stężenie wolnej Cu(I)/Cu(II), 

które jest praktycznie nieosiągalne w organizmie. Dla obu izoform, zarówno kompleksy  

homo- jak i heterometaliczne, w warunkach fizjologicznych, powstawać będą jako formy nie 

w pełni wysycone i reagując na zmiany stężenia labilnej Cu(I), będą mogły zmieniać swój 

stopień metalacji, działając tym samym jako bufor metaliczny. Warto zauważyć także, że  

w fizjologicznych warunkach, zatem przy pCu około 18 ([Cu(I)/Cu(II)]wolna=10-18 M), powstaje 

kompleks Cu(I)4Zn4MT3ox, co potwierdza doniesienia literaturowe o szczególnym znaczeniu 

tego kompleksu i potwierdza skuteczność zastosowanej metodologii. 

 Stechiometria kompleksów miedziowych oraz miedziowo-cynkowych MT2 oraz MT3 

jest dynamiczna i wydaje się, że wraz z fluktuacjami stężeń wolnej miedzi ulega zmianom. 

Obie izoformy mogą więc działać jako bufor miedziowy. Dodatkowo, obecność jonów Zn(II) 

w kompleksach mieszanych, pozwala sądzić, że MT nie tylko odpowiadają za homeostazę 

jonów Zn(II) i Cu(I), ale również utrzymują równowagę pomiędzy tymi jonami. Może to mieć 

kluczowe znaczenie, przy gwałtownych zmianach proporcji Cu(I)/Zn(II), jak np. przy stresie 

oksydacyjnym.224 Taki stan prowadzi do wzrostu stężenia Cu(I), który musi zostać szybko 

zneutralizowany. MT mogą wiązać te nadmiarowe jony Cu(I), a równocześnie stanowić 

rezerwuar jonów Zn(II), dla odpowiednich cynkowo-zależnych białek. Zdolności mieszanych 

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

5.8 Wpływ jonów Cu(I) na właściwości donorujące MT3 

Chcąc sprawdzić czy miedziowo-cynkowe kompleksy MT3, mogą donorować jony Zn(II)  

i stanowić bufor cynkowy, analogicznie jak kompleksy MT wysycone Zn(II),99,100,149 zbadano 

transfer jonów Zn(II) z takich kompleksów, do białka zależnego od Zn(II). Przykładem takiego 

białka jest dehydrogenaza sorbitolowa, która wykazuje aktywność enzymatyczną tylko  

w postaci kompleksu ZnSDH. Stała dysocjacji Kd
Zn wynosi około 10-11 M,175 co sugeruje, że 

jony Zn(II) mogą być transferowane z mieszanych kompleksów MT3 do enzymu.  

W organizmie dehydrogenaza sorbitolowa występuje wewnątrz komórek w cytozolu,225 dlatego 

eksperyment przeprowadzono jedynie z kompleksami zredukowanymi. 
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 W niniejszej pracy, wykazano również, że apoSDH staje się aktywnym białkiem  

i odzyskuje zdolność do konwersji D-fruktozy do D-sorbitolu, po związaniu jednego jonu Cu(I) 

(Ryc. 30). Porównując procentową aktywność białka Cu(I)SDH do ZnSDH, zauważyć można, 

że białko staje się aktywne w 75% w zastosowanych warunkach. Jony Cu(I) tworzą kompleksy 

o innej geometrii niż jony Zn(II),96,97 zatem koordynacja jonów Cu(I) może nie odzwierciedlać 

struktury miejsca aktywnego enzymu ze związanym jonem Zn(II), co prowadzić może do 

innego ułożenia reszt aminokwasowych w miejscu katalitycznym. Dlatego też, jony Cu(I) 

jedynie częściowo aktywują dehydrogenazę sorbitolową. Wykorzystując chelatory miedziowe- 

BCS i BCA wyznaczono także stałą Kd
Cu(I) w CuSDH i określono ją jako 10-15,40 M. Wydaje się 

więc, że jony Cu(I) nie mogą być transferowane z miedziowych oraz miedziowo-cynkowych 

kompleksów MT3, gdyż powinowactwa w kompleksach MT są wyższe o ponad dwa rzędy. 

Przeprowadzono jednak szereg reakcji kontrolnych, aby zweryfikować, czy enzym podczas 

inkubacji z miedziowymi kompleksami MT3 nie odzyskuje aktywności. Podczas inkubacji 

dehydrogenazy sorbitolowej z apoMT3, Cu(I)2MT3 lub Cu(I)9MT3 dochodzi do znikomego 

transferu jonów metali, a enzym odzyskuje częściową aktywność, która nie przekracza 20% 

(Ryc. 30B). Bardziej prawdopodobne wydaje się więc, że podczas otrzymywania nieaktywnej 

formy enzymu lub apoMT3, z której przygotowywane były kompleksy miedziowe, nie pozbyto 

się całości Zn(II), które w efekcie mogły aktywować enzym, niż że jony Cu(I) są transferowane 

z miedziowych kompleksów MT3 do apoSDH. 

 Jak opisano w Rozdziale 5.5, powinowactwa jonów Cu(I) w kompleksach 

homometalicznych są zbliżone do powinowactw w kompleksach heterometalicznych. Dlatego 

też, zgodnie z wynikami otrzymanymi w reakcji kontrolnej, założono, że jony Cu(I) nie będą 

transferowane do enzymu. Jak przedstawiono na Rycinie 30B, 30-minutowa inkubacja apoSDH 

z Zn7MT3, jak i z mieszanymi formami- Cu(I)2Zn6MT3 i Cu(I)9Zn4MT3 powoduje, że enzym 

odzyskuje 100% aktywność. Świadczy to o tym, że jeden równoważnik Zn(II) transferowany 

jest z MT3 do apoSDH, dzięki czemu tworzy się aktywna enzymatycznie forma- ZnSDH. 

Przeprowadzony eksperyment pozwala stwierdzić, że wiązanie jonów Cu(I) przez cynkowe MT 

nie prowadzi do utraty funkcji donorujących, a miedziowo-cynkowe kompleksy MT mogą 

wciąż działać jako bufor metaliczny. Po raz kolejny wskazuje to na istotę metalotionein  

w utrzymywaniu homeostazy Zn(II). Pomimo tego, że jony Cu(I) wpływają na powinowactwo 

jonów Zn(II) w metalotioneinach, białko to wciąż może donorować jony Zn(II) do cynkowo-

zależnych białek. Biorąc dodatkowo pod uwagę fakt, iż jony Zn(II) pozostają związane do MT 

nawet przy dużym namiarze Cu(I) można przypuszczać, iż działanie jako bufor cynkowy, jest 

nadrzędną funkcją metalotionein. 
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5.9 Spektrometria mas jako metoda charakterystyki strukturalnej 

kompleksu Cu(I)4Zn(II)4MT3ox 

W niniejszej pracy sporą uwagę poświęcono kompleksowi Cu(I)4Zn4MT3ox, który izolowany 

był z mózgów ssaków.119,154,169,186,190,191 Z mózgu bydlęcego kompleks taki otrzymano bez 

wymuszanej indukcji ekspresji oraz bez dodatkowego podawania soli miedzi, co sugeruje że 

forma taka nie jest artefaktem, a kompleksem który faktycznie występuje w organizmie.190 

Cu(I)4Zn4MT3ox jest niewrażliwy na utlenianie, co jest niespotykane wśród innych białek 

zawierających jony miedzi na niższym stopniu utlenienia. Zgodnie w obecnym stanem wiedzy, 

w Cu(I)4Zn4MT3ox jony Cu(I) wiązane są w domenie β i tworzą tam klaster Cu(I)4Cysx, co 

wykazano analizując izolowane domeny.169 W klastrze tym jony Cu(I) znajdują się blisko 

siebie, w odległościach mniejszych niż 2,8 Å, przez co orbitale d10-d10 mogą nakładać się na 

siebie, stając się tym samym niewrażliwym na tlen z powietrza.192 Ponadto obecność mostków 

disdulfidowych w tej domenie dodatko ją stabilizuje chroniąc przed utlenianiem.116,169 Badania 

przeprowadzone w Zakładzie Chemii Biologicznej pozwoliły jeszcze dokładniej 

scharakteryzować ten kompleks- zlokalizować jony Cu(I) (analizując całe białko, a nie 

domeny) i mostki disulfidowe.192,193 

 Jak przedstawiono na Rycinie 31, wysycanie Zn7MT3 jonami Cu(I), pochodzącymi  

z redukcji Cu(II), prowadzi do kooperatywnego tworzenia kompleksu Cu(I)4Zn4MT3ox już po 

dodaniu jednego równoważnika molowego Cu(II). Równocześnie powstaje kompleks 

Cu(I)4Zn3MT3ox. Jest to zgodne ze stechiometrią kompleksu uzyskaną podczas eksperymentu 

opisanego w Rozdziale 3.5.6. Dodanie do Zn7MT3 czterech równoważników Cu(II) prowadziło 

do dysocjacji 3,5 równoważników molowych Zn(II), zatem do powstania mieszaniny form 

zawierających trzy i cztery związane jony Zn(II). Wraz z dodawaniem kolejnych jonów Cu(II), 

sygnał od kompleksu zawierającego siedem jonów metali maleje, a rośnie sygnał stabilnego 

kompleksu Cu(I)4Zn4MT3ox. Jednak nawet po dodaniu czterech jonów Cu(II) obserwuje się 

różne formy kompleksowe, które dzięki symulacjom widm teoretycznych udało się określić, 

jako formy zawierające od czterech do dziesięciu jonów metali, w których zawartość Cu(I) 

zmienia się od 4 do 6, a Zn(II) od 0 do 4 (Ryc. 32). Najwyżej zmetalizowaną formą jest 

kompleks Cu(I)6Zn4MT3ox, w którym domena β może utworzyć klaster z sześcioma jonami 

Cu(I), pochodzącymi z redukcji Cu(II) lub tworzy klaster z czterema jonami Cu(I), a dodatkowe 

dwa jony Cu(I) wiążąc się do domeny α nie powodują dysocjacji jonów Zn(II). Najniżej 

zmetalizowana forma to Cu(I)4MT3ox. Kompleks ten pozwala sądzić, że wiążące się jony Cu(I) 

wypierając jony Zn(II) z Zn7MT3, niszczą strukturę klastrów (Zn3Cys9 i Zn4Cys11), a następnie 
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dochodzi do ich ponownego złożenia- stabilny cynkowy klaster w domenie β ulega 

reorganizacji i tworzy inny stabilny miedziowy klaster, który jest dodatkowo wspierany przez 

mostki disulfidowe. 

 Podjęto się także próby określenia ilości mostków disulfidowych w utlenionym 

kompleksie mieszanym, w zależności od ilości dodanych równoważników molowych Cu(II) do 

Zn7MT3. W tym celu kompleksy bez dodatku Cu(II) oraz po dodaniu dwóch i czterech 

ekwiwalentów Cu(II) były denaturowane, poprzez zakwaszenie i dopiero wtedy wykonywano 

pomiar mas. Zakwaszenie cynkowego białka, prowadziło do uzyskania czystej tioneiny 3 (Ryc. 

33), która była w pełni zredukowana, co dodatkowo potwierdziło poprawność białka, na którym 

wykonywano eksperymenty. Gdy heterogenną mieszaninę kompleksów otrzymaną podczas 

wysycenia Zn7MT3 dwoma równoważnikami molowymi Cu(I), z redukcji Cu(II), zawierającą 

głównie kompleksy związane z czterema jonami Cu(I) i różniące się zawartością Zn(II) 

poddano zakwaszeniu, otrzymywano apobiałko oraz niewielką frakcję kompleksu 

Cu(I)4MT3ox. Opierając się na symulacjach widm eksperymentalnych można stwierdzić, że 

tioneina uzyskana z takiego kompleksu jest mieszaniną dwóch form- zredukowanej i utlenionej 

(Ryc. 59). Intensywności obu obwiedni są podobne, zatem uśredniając uzyskany wynik, można 

przypuszczać, że w roztworze obserwuje się powstanie jednego mostka disulfidowego. Zgodnie 

z obecnym stanem wiedzy, wiązaniu dwóch równoważników molowych Cu(I) w kompleksie 

utlenionym, towarzyszy przeniesienie dwóch elektronów z grup tiolowych reszt 

cysteinylowych na jony miedzi, co prowadzi do powstania jednego mostka disulfidowego oraz 

redukcji dwóch jonów Cu(II) do Cu(I).186 

 

Rycina 59. Schemat postępowania przy przygotowywaniu próbek do wykrywania mostków 

disulfidowych. Do Zn7MT3 dodawano dwa lub cztery równoważniki molowe Cu(II) i mierzono widmo 

masowe, następnie próbkę denaturowano poprzez zakwaszenie kwasem octowym i ponownie mierzono 

widmo. Po denaturacji kwasem octowym widoczne były trzy formy białka- apoMT3 (tylko po inkubacji 

z dwoma równoważnikami molowymi Cu(II)), apoMT3ox oraz Cu(I)4MT3ox. 
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Zn7MT3 wysycona 4 równoważnikami molowymi Cu(II), tworzy heterogenny kompleks 

Cu(I)4Zn4MT3ox, który poprzez denaturację traci związane jony Zn(II) tworząc kompleks 

Cu(I)4MT3ox. Tak duża populacja tej formy nie była obserwowana dla zdenaturowanego 

kompleksu utworzonego po dodaniu 2 równoważników molowych Cu(II). Może to świadczyć 

o tym, że utworzone dwa mostki disulfidowe wewnątrz kompleksu Cu(I)4Zn4MT3ox, stabilizują 

klaster miedziowy, tworząc ograniczenia steryczne, zapobiegając tym samym dysocjacji jonów 

Cu(I) z kompleksu. Zidentyfikowano także pik o niskiej intensywności, który przypisano jako 

tioneinę. Porównanie widma eksperymentalnego i teoretycznego pozwoliło potwierdzić 

obecność dwóch mostków disulfidowych. Jednak ich położenie pozostawało wciąż niejasne. 

 Badanie procesu metalacji MT i lokalizowanie miejsc wiązania dla kolejnych jonów jest 

trudne, ze względu na dynamiczną strukturę tego białka oraz ze względu na to, że jedynymi 

resztami zaangażowanymi w koordynację metalu są reszty cysteinowe. W Zakładzie Chemii 

Biologicznej opracowano metodę podwójnego znakowania, która umożliwiła mapowanie 

miejsc wiązania Zn(II) i Cd(II) oraz poznanie ścieżki metalacji MT2.128,202 Do tego celu 

wykorzystywano dwa związki alkilujące reszty cysteinowe- NEM oraz IAM, których reakcja z 

grupami tiolowymi przebiega według różnych mechanizmów. Reakcja z NEM zachodzi 

poprzez nukleofilową addycję Michaela i jest szybsza, niż reakcja z IAM zachodząca zgodnie 

z substytucją SN2.
202 Dzięki różnicom pomiędzy tymi odczynnikami, można mapować wolne 

reszty cysteinowe, a następnie te związane z jonami metali, lub tak jak w podejściu 

zastosowanym w niniejszej pracy, mapować początkowo reszty cysteinowe związane z jonami 

Zn(II), a następnie te z jonami Cu(I). Jak przedstawiono na Rycinie 34, dodatek NEM  

w różnych stężeniach powodował dysocjację jonów Zn(II) z heterogennego kompleksu 

Cu(I)4Zn4MT3ox, a jony Cu(I) pozostawały związane w kompleksie. Dopiero zastosowanie 

dużego nadmiaru odczynnika alkilującego powodowało oddysocjowanie wszystkich jonów 

metali i kowalencyjne znakowanie 19, spośród 20 reszt cysteinylowych, co schematycznie 

zaprezentowano na Rycinie 60. 

 

Rycina 60. Schematyczne przedstawienie modyfikacji NEM kompleksu Cu(I)4Zn4MT3ox. Początkowo 

modyfikowane są tylko reszty cysteinowe zaangażowane w wiązanie Zn(II), a dopiero nadmiar NEM 

powoduje znakowanie wszystkich reszt cysteinowych. 
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Dr Peris-Díaz, w niezależnym eksperymencie wykazał, że w warunkach aktywacji kolizyjnej 

CA (ang. collisional activation), NEM pozostaje kowalencyjnie związany do białka,193 dzięki 

czemu możliwe stało się zastosowanie strategii proteomicznej typu top-down. Metodę tą 

wykorzystano do lokalizacji znakowanych NEM reszt cysteinowych, czyli tych, które  

w kompleksie Cu(I)4Zn4MT3ox były zaangażowane w koordynację Zn(II). Głównymi formami 

MT3 po inkubacji Cu(I)4Zn4MT3ox z NEM, były formy Cu(I)4NEM8MT3ox, 

Cu(I)4NEM9MT3ox, Cu(I)4NEM10MT3ox, Cu(I)4NEM11MT3ox i Cu(I)4NEM12MT3ox, dlatego 

też te kompleksy poddano fragmentacji. Widma CID zawierały trzy obszary wartości m/z:  

300–800, gdzie lokalizowały się jony fragmentacyjne b/y bez metalu, 800-1200- jony potomne 

y bez metalu oraz 1700-2000- jony fragmentacyjne y związane z czterema jonami Cu(I). 

Przypisanie pików do jonów potomnych pozwoliło zlokalizować 9, spośród 10 modyfikacji 

NEM w kompleksie Cu(I)4NEM10MT3ox (Rycina 35, 36). Większość z nich znaleziono  

w domenie α, dla której jony potomne y dobrze pokrywają sekwencję. Obecność jonu  

y35 + 7NEM oraz brak jonów y ze związanymi jonami Cu(I), pokrywających tylko domenę  

α świadczy o tym, że w kompleksie Cu(I)4Zn4MT3ox jony Zn(II) zlokalizowane są w domenie 

α, tworząc tam klaster Zn4Cys11, taki sam jak w natywnym białku Zn7MT3. Znacznie niższe 

pokrycie uzyskano dla domeny β, której słaby stopień fragmentacji obserwowany był nawet dla 

apoMT3.128 Dodatkowo tak mała ilość jonów b wynikać może z faktu, iż jony Cu(I) związane 

w tej domenie oraz wewnątrzdomenowe mostki disulfidowe chronią klaster, zapobiegając 

fragmentacji. Uzyskano jednak jony b pokrywające początkowe reszty aminokwasowe od 

strony N-końca. Znaleziono jony b2 do b5, niebędące zmodyfikowane oraz trzy jony b, które 

pokrywają dwie pierwsze reszty cysteinylowe. Jony te- b6 + 1NEM, b7 + 1NEM i b8 + 2NEM, 

pozwalają sądzić, że reszty Cys6 i Cys8 nie są zaangażowane w koordynację jonów Cu(I)  

i mogą tworzyć jeden z dwóch mostków disulfidowych w kompleksie Cu(I)4Zn4MT3ox. 

 

5.10 Izolowane domeny metalotionein jako model 

stechiometryczny  

Domeny metalotionein wykorzystywane są często w badaniach, gdyż są łatwiejsze w produkcji, 

a ich otrzymanie często możliwe jest dzięki mikrofalowemu syntezatorowi peptydów. 

Dodatkowo, całe białko tworzy bardziej złożone i skomplikowane struktury, w związku z czym 

analiza wyników dla mniejszych kompleksów- domenowych, jest łatwiejsza. Wyniki uzyskane 

dla izolowanych domen α i β, są przekładane na całe białko.160,164 Nie wiadomo jednak czy  

w białku domeny nie oddziałują ze sobą, stabilizując wzajemnie utworzone klastry.124,226  

138:13469



139 

 

W tym celu przeprowadzono charakterystykę klastrów oraz ich stabilności dla domenowych 

kompleksów miedziowych oraz miedziowo-cynkowych. Dodatkowo, aby określić czy dla 

zachowania właściwości białka konieczne jest kowalencyjne połącznie dwóch domen 

łącznikiem KKS, wykonano analogiczne eksperymenty dla układów zawierających dwie 

domeny zmieszane w stosunku molowym 1:1. 

 Analizę oddziaływań izolowanych domen MT3 z jonami Cu(I)/Cu(II) rozpoczęto od 

miareczkowań spektrofotometrycznych, spektropolarymetrycznych i MS. Jak przedstawia 

Rycina 38A i B, apoα-MT3 związać może do siedmiu jonów Cu(I), co widoczne jest przy  

255 nm. Na widmach CD (Rycina 40A, B) obserwuje się dwa pasma, przy 226 nm oraz przy 

285 nm. Pierwszym kompleksem, który tworzy stabilny klaster jest kompleks Cu(I)4α-MT3. 

Jego tworzenie powoduje uzyskanie plateau przy 285 nm, a eliptyczność przy 226 nm zaczyna 

rosnąć. Zmiany przy krótszej długości fali nie są tak intensywne jak przy 285 nm, jednak 

zauważyć można drugi punkt równoważnikowy po dodaniu 7 równoważników molowych 

Cu(I). Dalsze wysycanie α-domeny nie powoduje zmian wartości eliptyczności, zatem ten 

punkt równoważnikowy, jest również końcowym punktem miareczkowania. Co istotne, 

wiązanie jonów Cu(I) do C-końcowego fragmentu białka nie powoduje przesunięć położenia 

maksimów jak obserwowano dla MT3 i MT2 miareczkowanych Cu(I), a jedynie zmiany  

w intensywnościach. Mimo to zauważyć można preferencyjne tworzenie dwóch form 

kompleksowych Cu(I)4α-MT3 oraz w pełni wysyconej Cu(I)7α-MT3. Jak wspominano 

wcześniej, eksperymenty spektroskopowe ukazują średnie efekty oddziaływań w roztworze. 

Zatem aby móc zgłębić proces metalacji α-domeny jonami Cu(I), apobiałko wysycano 

metalem, a powstające kompleksy obserwowano na widmach MS (Ryc. 45). Dodanie 

pierwszego równoważnika molowego Cu(I) powoduje, tworzenie dwóch kompleksów  

Cu(I)1α-MT3 oraz Cu(I)2α-MT3, jednak ich intensywność jest znacznie niższa niż sygnału 

apoα-MT3. Wraz z dodaniem drugiego ekwiwalentu Cu(I), udział tych dwóch form nie rośnie, 

natomiast pojawia się sygnał od Cu(I)4α-MT3, który po dodaniu czterech jonów Cu(I) jest 

dominującą formą kompleksową. Wraz z dalszym wysycaniem białka jonami Cu(I) pojawiają 

się wyżej zmetalizowane kompleksy ze związanymi 5-8 jonami Cu(I), przy czym najwyższą 

intensywnością cechuje się kompleks Cu(I)7α-MT3. Przeprowadzone miareczkowanie MS 

wykazuje, że α-domena tworzy różnie wysycone kompleksy, jednak preferowanymi formami 

są te z czterema oraz siedmioma jonami Cu(I). Co istotne α-domena może ulec hipermetalacji 

i tworzyć kompleksy z ośmioma jonami Cu(I), czego nie obserwowano podczas 

eksperymentów spektroskopowych (Ryc. 38, 40). 
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 β-domena może natomiast związać do sześciu jonów Cu(I), jak wykazały 

miareczkowania UV-vis i CD (Ryc. 38A, B i 40A, B). Podobnie jak dla α-domeny, na widmach 

CD widoczne są dwa pasma- przy 215 nm i 255 nm. Eliptyczność przy 255 nm początkowo 

rośnie, a po dodaniu trzech równoważników molowych Cu(I) uzyskiwane jest plateau. 

Preferencyjne tworzenie kompleksu Cu(I)3β-MT3 widoczne jest także przy 215 nm. Ta długość 

fali wskazuje także na końcowy punkt miareczkowania, po utworzeniu kompleksu Cu(I)6β-

MT3 (Ryc. 40B). Widma MS pokazują jednak, że metalacja domeny β nie jest procesem 

etapowym, a układ od razu dąży do utworzenia w pełni wysyconego kompleksu (Ryc. 44). 

Widoczne są trzy kompleksy pośrednie, z dwoma, czterema i pięcioma jonami Cu(I), jednak 

ich intensywność nie przekracza 10%, a dodanie trzech równoważników molowych Cu(I) 

skutkuje preferencyjnym tworzeniem Cu(I)6β-MT3. Możliwe jest też utworzenie kompleksu 

Cu(I)7β-MT3, przy nadmiarze Cu(I). Zatem metalacja β-domeny ma charakter skokowy  

i prowadzi bezpośrednio do tworzenia formy całkowicie wysyconej metalem, co wskazuje na 

silną kooperatywność wiązania. Sugerować to może, że w domenie β tworzony jest stabilny 

klaster Cu(I)6Cys9, który przez obniżenie energii swobodnej układu, staje się termodynamicznie 

korzystny, uniemożliwiając tym samym tworzenie przejściowych form kompleksowych.  

 Uzyskane wyniki dla izolowanych fragmentów pozwalają stwierdzić, że domeny są 

dobrym modelem stechiometrycznym całego białka, gdyż 6 jonów Cu(I), które mogą zostać 

związane przez β-domenę oraz 7 przez α-domenę, odzwierciedlają możliwość związania 13 

jonów Cu(I) przez MT3. Dodatkowo, zdolność każdej z domen do związania dodatkowego jonu 

Cu(I), przekłada się na hipermatalację MT3 i tworzenie kompleksu Cu(I)15MT3. Mimo to 

zdecydowano się na zmieszanie obu domen w stosunku 1:1, aby potwierdzić uzyskane wyniki. 

Miareczkowanie UV-vis wykazało (Ryc. 38A, B), że obie apodomeny mogą wspólnie związać 

13 jonów Cu(I), nie widać tego natomiast na widmach CD (Ryc. 40A, B), na których obserwuje 

się tworzenie dwóch pośrednich form kompleksowych Cu(I)7αβ-MT3 oraz Cu(I)10αβ-MT3. 

Opierając się na wyżej opisanych eksperymentach, można wnioskować, że w kompleksie 

Cu(I)7αβ-MT3, trzy jony Cu(I) związane są do domeny β i cztery do domeny α, a dalsze 

dodawanie Cu(I) do układu powoduje wysycanie klastra w N-końcowym fragmencie białka  

i utworzenie Cu(I)6Cys9. Oznaczałoby to jednak, iż proces metalacji izolowanych domen 

zachodzi w inny sposób niż w całym białku i obie domeny wysycane są w tym samym czasie, 

podczas gdy w całym białku obserwowano najpierw metalację domeny β, a dopiero po jej 

wysyceniu metalację domeny α. Brak zmian na widmie CD dla ostatnich trzech jonów Cu(I), 

koordynowanych przez domenę α może wynikać z faktu, iż podczas wysycania samej α domeny 

pasmo przy 226 nm nie było zbyt intensywne, a zmiany podczas wiązania 5-7 jonów Cu(I) nie 
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były duże. Zatem w układzie zawierającym dwie domeny, których pasma nakładają się, 

wiązanie tych jonów może nie być widoczne.  

Proces metalacji dwóch zmieszanych domen śledzono także z użyciem spektrometrii 

mas, co pozwoliło na bardziej szczegółowy wgląd w stechiometrię tworzonych kompleksów 

pośrednich (Ryc. 46). Na widmach zauważyć można, iż wraz z dodaniem dwóch jonów Cu(I) 

pojawiają się kompleksy Cu(I)4β-MT3 i Cu(I)6β-MT3, a także Cu(I)2α-MT3. Jony Cu(I) są więc 

równolegle kompleksowane przez obie domeny. Jednakże kolejne dwa jony Cu(I) prowadzą do 

zaniku piku od apoβ-MT3, a rośnie udział Cu(I)6β-MT3 i Cu(I)2α-MT3. Następnie powstaje 

kompleks Cu(I)4α-MT3, który wraz z wysyconą domeną β widoczny był na widmach CD jako 

Cu(I)10αβ-MT3. Podczas dalszego wysycania fragmentów białek tworzone są dwa całkowicie 

wysycone kompleksy Cu(I)6β-MT3 i Cu(I)7α-MT3 (Ryc. 56). Zatem pomimo początkowego 

równoległego kompleksowania obu domen jonami Cu(I), domena β jako pierwsza tworzy  

w pełni wysycony klaster. Może to wynikać z tego, że metalacja krótszego fragmentu jest 

znacznie bardziej kooperatywna jak opisano powyżej i każdy jon Cu(I) wiążący się do domeny 

β ułatwia wiązanie kolejnego jonu, a białko dąży do utworzenia stabilnego kompleksu. Dopiero 

gdy domena β zostanie wysycona tworzą się wyżej zmetalizowane formy domeny α. 

 

Rycina 61. Schematyczne przedstawienie metalacji izolowanych domen MT3 jonami Cu(I), na 

podstawie spektrometrii mas. 

 Metalotioneiny oddziałując z jonami Cu(II) mogą tworzyć kompleksy utlenione i jak 

opisano w Rozdziale 5.2 mogą związać do ośmiu jonów Cu(I), pochodzących z redukcji Cu(II). 

Aby sprawdzić zdolność każdej z domen do tworzenia utlenionych kompleksów miedziowych 

i określić pojemność buforową tychże domen, wykonano miareczkowania spektroskopowe. Jak 

przestawiono na Rycinie 39, obie domeny α i β mogą związać do czterech jonów Cu(I), 

pochodzących z redukcji Cu(II). Zatem w każdej z domen oprócz czterech związanych jonów 

Cu(I) mogą znaleźć się dwa mostki disulfidowe, przez co w koordynację metalu w domenie  

α zaangażowanych jest siedem reszt cysteinowych, a w domenie β pięć reszt. Na widmach CD 

(Ryc. 41) nie widać preferencyjnego tworzenia pośrednich form kompleksowych, co może 

sugerować, że podczas wysycania domen jonami Cu(I), pochodzącymi z redukcji Cu(II), 

kooperatywnie tworzone są w pełni wysycone klastry. Jak wykazało miareczkowanie UV-vis 
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(Rycina 39, trzeci panel) zmieszane w stosunku molowym 1:1 domeny mogą związać do ośmiu 

jonów Cu(II). Kompleks Cu(I)xαβ-MT3ox, w przeciwieństwie do pojedynczych domen, oprócz 

tworzenia kompleksu w pełni zmetalizowanego, wykazuje także preferencyjność tworzenia 

Cu(I)4αβ-MT3ox (Rycina 41B). Forma ta może wskazywać na to, iż dodanie do czterech 

równoważników molowych Cu(II) do apoαβ-MT3, powoduje wysycenie jednej z domen,  

a kolejne cztery równoważniki wysycają drugą domenę, jako że dla oddzielnych domen nie 

obserwowano tworzenia pośrednich, stabilnych form kompleksowych. Biorąc pod uwagę 

wcześniejszą metalację domeny β, podczas wysycania Zn7MT3 jonami Cu(II), można 

przypuszczać, że w mieszaninie izolowanych domen początkowo tworzony jest klaster 

miedziowy w mniejszej z domen, a w drugiej kolejności w większej z nich. Jednak aby upewnić 

się, co do tego wniosku należałoby wykonać eksperyment z użyciem spektrometrii mas. 

 Podczas wysycania domen cynkowych- Zn4α-MT3, Zn3β-MT3 oraz Zn7αβ-MT3 jonami 

Cu(I) tworzone są analogiczne kompleksy jak dla apodomen. Zatem w C-końcowym 

fragmencie obserwuje się tworzenie form z czterema i siedmioma jonami Cu(I),  

a w N-końcowym z sześcioma. Wyjątek stanowi kompleks pośredni Cu(I)4Znxβ-MT3, którego 

preferencyjne powstawanie obserwuje się przy 259 nm na widmie CD (Rycina 40D), a który 

nie powstawał podczas miareczkowania apoβ-MT3. Miedziowym kompleksem pośrednim była 

forma zawierająca trzy jony Cu(I). Może to sugerować, że jony Zn(II) związane w kompleksie 

mieszanym wymuszają inną koordynację jonów Cu(I) i tworzone są kompleksy o innej 

geometrii, a finalne wysycenie skutkuje powstaniem tożsamych form. Taka stechiometria 

stabilnych, nie w pełni wysyconych kompleksów domenowych- Cu(I)4Znxβ i Cu(I)3Znxα 

została zaobserwowana dla izolowanych domen mysiej MT.164 Dzięki metodzie NMR, 

wykazano, że izolowane domeny cynkowe, przy wysycaniu jonami Cu(I), stają się bardziej 

elastyczne i dynamiczne oraz że zmienia się geometria jonów- zamiast tetraedrycznie 

wiązanego Zn(II) pojawiają się trygonalnie związane jony Cu(I).164 Zmieszane domeny 

cynkowe mogą natomiast utworzyć kompleksy Cu(I)7Znxαβ-MT3 i Cu(I)10Znxαβ-MT3, 

widoczne na widmach CD (Ryc. 40C, D) oraz całkowicie wysycony Cu(I)13Znxαβ-MT3 (Ryc. 

39). Utlenione mieszane kompleksy są analogiczne do tych tworzonych poprzez wysycanie 

apodomen jonami Cu(II), zatem Cu(I)4Znxα-MT3ox, Cu(I)4Znxβ-MT3ox oraz  

Cu(I)8Znxαβ-MT3ox, z formą pośrednią Cu(I)4Znxαβ-MT3ox, w której analogicznie jak  

w kompleksie miedziowym, jony Cu(II) są najprawdopodobniej zlokalizowane w N-końcowym 

fragmencie białka. 

 Wydaje się więc, że domeny są dobrym modelem stechiometrycznym i odzwierciedlają 

stechiometrię w pełni wysyconych kompleksów metalotioneiny 3. Jednakże zaobserwowane 
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formy pośrednie miedziowych i miedziowo-cynkowych zredukowanych kompleksów MT3  

i izolowanych zmieszanych domen nie są tożsame. Jak przedstawiono w Tabeli 15, MT3  

w kompleksach homometalicznych tworzy stabilną formę z 9 jonami Cu(I), a zmieszane 

domeny z 7 i 9 jonami. Różnice obserwuje się też dla kompleksów heterometalicznych- 

Zn7MT3 tworzyła stabilne formy z 4 i 9 jonami Cu(I), a domeny z 7 jonami. Odmienność 

tworzonych kompleksów przejściowych, zwłaszcza dla kompleksów mieszanych, może 

wskazywać na różnice w procesie metalacji. Finalnie jednak zawartość jonów Cu(I)  

w zredukowanych, w pełni wysyconych kompleksach jest taka sama. Oddziaływania 

międzydomenowe są zatem istotne dla nie w pełni ukształtowanych klastrów i być może 

poprzez zmianę dynamiki domen, względem białka, bardziej korzystne energetycznie będą inne 

formy.124 W stabilnej formie Cu(I)9Zn4MT3, sześć jonów Cu(I) lokalizowano w domenie β,  

a kolejne trzy w domenie β, lub w domenie α, w której znajdowały się dodatkowo cztery jony 

Zn(II) (Rozdział 5.3). Skoro oddziaływania międzydomenowe są istotne dla kompleksów 

zredukowanych, możliwe jest, że jony te oddziałują z dwiema domenami i dobudowują się do 

stabilnych klastrów Cu(I)6Cys9β i Zn4Cys11α. Utlenione kompleksy MT3, jak i zmieszanych 

izolowanych domen tworzą tożsame formy przejściowe pod względem zawartości Cu(I). Dla 

tych kompleksów oddziaływania międzydomenowe nie wydają się więc konieczne. Może to 

potwierdzać, że podczas metalacji MT3, pierwsze cztery jony Cu(I), pochodzące z redukcji 

Cu(II) oddziałują tylko z domeną β i tworzą w niej dwa mostki disulfidowe (obecność jednego 

z nich potwierdzono za pomocą MS, Rozdział 5.9), a dopiero kolejne jony Cu(II) oddziałują  

z domeną α. 

Chcąc zlokalizować jony Zn(II), które pozostają związane w wysyconych kompleksach 

MT3- Cu(I)13Zn2MT3 i Cu(I)8Zn2MT3ox, sprawdzono stechiometrię różnie wysyconych, 

mieszanych kompleksów domen. Jak przedstawiono na Rycinie 42A i B, wraz z dodawaniem 

kolejnych jonów Cu(I) do Zn4α i Zn3β, wypierane są jony Zn(II) i tworzone są kompleksy 

mieszane. Domena α tworzyła dwa stabilne kompleksy mieszane- z czterema oraz siedmioma 

jonami Cu(I). W kompleksach tych obecne są mieszane klastry- Cu(I)4Zn2Cys11 oraz 

Cu(I)7Zn1Cys11. Nie wiadomo jednak, czy jony Cu(I) i Zn(II) są w nich koordynowane przez te 

same reszty cysteinowe, a atomy siarki tworzą wiązania mostkujące z Cu(I) i Zn(II), czy też  

w obrębie jednego klastra tworzone są dwa centra metaliczne. Obecność miedziowo-

cynkowego klastra tworzącego wspólny rdzeń byłoby czymś nowym, gdyż do tej pory nie 

udowodniono obecności takiego klastra w białkach. Nawet badania z wykorzystaniem NMR 

nie pozwoliły na lokalizację jonów Cu(I) w mieszanych kompleksach domenowych mysiej MT 

i na określenie oddziaływań jonów Cu(I) i Zn(II) w obrębie jednego klastra, a autorzy tej pracy 
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jedyną szansę na rozwiązanie struktury miedziowo-cynkowych kompleksów upatrują  

w krystalografii.164 Co istotne, wysycenie domeny α-MT3 siedmioma jonami Cu(I) powoduje 

dysocjację trzech jonów Zn(II), w związku z czym jeden jon Zn(II) pozostaje związany. Zatem 

jeden z dwóch jonów Zn(II) w kompleksie Cu(I)13Zn2MT3, może być związany w domenie α. 

W przypadku domeny β, tworzone były kompleksy z czterema oraz sześcioma jonami Cu(I). 

Wiązanie tych jonów przez Zn3β-MT3 skutkuje powstaniem Cu(I)4Zn1β-MT3 oraz  

Cu(I)6β-MT3. Z domeny β wypierane są więc wszystkie jony Zn(II), a powstały w pełni 

wysycony kompleks jest homometaliczny. Wysycanie jonami Cu(I) obu izolowanych domen 

osobno skutkuje otrzymaniem kompleksów Cu(I)7Zn1α-MT3 i Cu(I)6β-MT3. Zawartość jonów 

Cu(I) odpowiada więc ilości jonów Cu(I) w kompleksie białkowym, nie zgadza się natomiast 

ilość jonów Zn(II). Aby sprawdzić czy do zachowania całkowitej stechiometrii konieczne jest 

połączenie domen łącznikiem KKS czy wystarczą jedynie oddziaływania niekowalencyjne tych 

domen, taki sam eksperyment przeprowadzono poprzez dodawanie jonów Cu(I) do układu 

zawierającego dwie zmieszane domeny. Jak przedstawiono na Rycinie 43 i w Tabeli 11, 

wysycenie Zn7αβ-MT3 trzynastoma jonami Cu(I) powoduje wyparcie około sześciu jonów 

Zn(II) z domen, a jeden jon pozostaje związany. Co ciekawe, aż do dodania 11 równoważników 

molowych Cu(I) w zmieszanych kompleksach domenowych pozostają aż 3 jony Zn(II), co 

może świadczyć o tym, że domeny te oddziałują ze sobą nawet nie będąc połączone, gdyż 

proces wiązania Cu(I) i dysocjacji Zn(II) nie jest analogiczny do tego obserwowanego dla 

dwóch domen wysycanych oddzielnie. Pomimo tego oddziaływania, stechiometria mieszanych, 

domenowych kompleksów zredukowanych, odbiega od tej obserwowanej dla całej MT3- 

obserwowana jest taka sama zawartość Cu(I), a różnice obserwuje się w zawartości jonów 

Zn(II). Zatem do utworzenia poprawnej struktury MT3 konieczne jest kowalencyjne połącznie 

domen i podczas gdy jeden jon Zn(II) jest związany bezpośrednio z domeną α, drugi jon może 

być stabilizowany oddziaływaniami elektrostatycznymi pomiędzy domenami połączonymi 

łącznikiem KKS. 

 Analogiczne wnioski można wyciągnąć dla kompleksów utlenionych. Podczas 

wysycania Zn4α jonami Cu(II), tworzony jest kompleks mieszany Cu(I)4Zn1α-MT3ox, a z Zn3β 

powstaje kompleks Cu(I)4β-MT3ox. Gdy do zmieszanych domen dodawano jony Cu(II), 

ponownie obserwowano dysocjację sześciu jonów Zn(II), a w finalnie wysyconym kompleksie 

Cu(I)8Zn1αβ-MT3ox pozostał jeden jon Zn(II). Proces metalacji obu domen znacznie bardziej 

odzwierciedla metalację każdej z domen osobno i nie sugeruje, że oddziałują one ze sobą. 

Wiązanie czterech pierwszych jonów Cu(I), pochodzących z redukcji Cu(II), powoduje 

dysocjację trzech jonów Zn(II) prawdopodobnie z domeny β, a kolejne cztery jony Cu(I) 
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wypierają kolejne trzy jony Zn(II) z domeny α. Jednak podobnie jak obserwowano dla 

kompleksów zredukowanych- domenowych i białkowych, całkowita ilość jonów Zn(II) jest 

różna, a oddziaływania międzydomenowe są kluczowe dla zachowania stechiometrii 

kompleksów mieszanych. 

Domeny mogą więc służyć jako model stechiometryczny dla miedziowych kompleksów 

metalotionein, gdyż podczas wysycania apodomen tworzone są analogiczne kompleksy jak dla 

apoMT3. Nie są one jednak dobrym modelem przy opracowywaniu ścieżek metalacji, 

ponieważ dla obu tych form pojawiały się inne pośrednie kompleksy, a dodatkowo 

obserwowano różnice w kolejności wysycania domen. Dla mieszanych kompleksów 

białkowych izolowane domeny także nie są odpowiednim modelem. Oprócz tworzonych 

innych form pośrednich, obserwuje się inną zawartość jonów Zn(II) w finalnie wysyconych 

kompleksach. Sugeruje to, że do prawidłowego formowania się klastrów wewnątrz białka  

i uzyskania odpowiedniej struktury kluczowe są nie tylko niekowalencyjne oddziaływania 

międzydomenowe, ale także ich połączenie łącznikiem KKS, o czym świadczy również inny 

przebieg widm CD dla w pełni wysyconych miedziowych i miedziowo-cynkowych 

kompleksów domenowych i białkowych (Ryc. 62). Zatem wszelkie nieścisłości w obecnym 

stanie wiedzy na temat oddziaływań jonów Cu(I)/Cu(II) z MT mogą wynikać ze źle dobranej 

metodologii i z bezpośredniego przekładania właściwości kompleksów domenowych, na efekty 

zachodzące w całym białku.160.164 

 

Rycina 62. Widma wysyconych kompleksów αβ-MT3 (zielony) oraz MT3 (niebieski) zredukowanych, 

miedziowych (A), zredukowanych, mieszanych (B), utlenionych, miedziowych (C) oraz utlenionych, 

mieszanych (D). 

 

5.11 Wpływ oddziaływania międzydomenowego w białku na 

powinowactwa jonów Cu(I)/Cu(II) 

W Zakładzie Chemii Biologicznej wykazano, że izolowane domeny MT2 wiążą jony Zn(II) 

mocniej niż MT2.123 Miejsca wiązania w całym białku mają zróżnicowane powinowactwa, 

przez co MT2 może występować jako białko częściowo wysycone- Zn4-6MT2 i działać jako 
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bufor metaliczny, wiążąc lub oddając jony metalu do odpowiednich apobiałek.90,227 

Powinowactwa Zn(II) względem oddzielnych domen są natomiast znacznie bardziej 

wyrównane. Różnice w wartościach Kd
Zn przypisano różnicom w dynamice koordynacyjnej. 

MT2 ze względu na oddziaływania elektrostatyczne pomiędzy i wewnątrz domen, jest 

sztywniejszą i bardziej zorganizowaną strukturą. Rozdzielenie domen powoduje, że 

oddziaływania te są niszczone, a domeny stają się bardziej elastyczne.124 Avinash Kumar Singh 

i współpracownicy wykazali, że połączenie domeny β z małym, sztywnym białkiem- wiliną-1, 

skutkuje częściowym przywróceniem właściwości obserwowanych dla całego białka, 

potwierdzając tym samym znaczenie oddziaływań międzydomenowych, ograniczających 

elastyczność i umożliwiających poprawne formowanie klastrów.124 Chcąc sprawdzić jak 

elastyczność ta wpływa na powinowactwa jonów Cu(I) w domenach zastosowano chelatory 

miedziowe BCA i BCS (Ryc. 10). 

 Konieczność użycia chelatora BCA wskazuje na znaczne obniżenie powinowactw Cu(I) 

do izolowanych domen zarówno w kompleksach utlenionych, jak i zredukowanych. Wartości 

Kd
Cu(I) w miedziowych kompleksach domen α i β MT3 maleją wraz z wysycaniem, jednak 

nawet najwyższe powinowactwo jest o ponad dwa rzędy niższe niż najniższe powinowactwa  

w miedziowym kompleksie MT3 (Ryc. 47A, B, Tab. 12). Powodem wzrostu powinowactw 

wraz z wysycaniem, jest tworzenie stabilniejszych i bardziej zorganizowanych struktur. 

Dynamiczny spadek Kd
Cu(I) dla zredukowanych kompleksów domen, obserwuje się aż do 

utworzenia Cu(I)4α-MT3 i Cu(I)3β-MT3. Preferencyjne tworzenie tych kompleksów 

obserwowano również na widmach CD (Rycina 40A, B). Możliwe jest więc, że jony Cu(I)  

w kompleksach Cu(I)4α-MT3 i Cu(I)3β-MT3 wiązane są przez wszystkie reszty cysteinylowe, 

tworząc pierwszy klaster, a kolejne jony Cu(I) koordynowane są wiązaniami mostkującymi, nie 

wpływając znacząco na średnią wartość powinowactwa (Ryc. 63). 

 

Rycina 63. Schemat metalacji domen β-MT3 (A) i α-MT3 (B) jonami Cu(I). Pierwsze jony wiązane są 

w stabilny kompleks Cu(I)4α-MT3 i Cu(I)3β-MT3, a metal koordynowany jest w geometrii trygonalnej, 

a kolejne jony wiązane są w geometrii dygonalnej, wiązaniami mostkującymi i nie wpływają znaczącą 

na średnią wartość Kd
Cu(I). 
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Dodatkowo, zgodnie z wiedzą iż początkowo jony Cu(I) koordynowane są w geometrii 

trygonalnej, a dopiero wraz z końcem wysycania w geometrii dygonalnej,161,202 można 

przypuszczać iż w stabilnym kompleksie pośrednim, metale wiązane są przez trzy atomy siarki 

reszt cysteinowych, a później liczba koordynacji zmienia się na dwa. Analogiczną zależność 

obserwuje się dla kompleksów utlenionych- pierwsze trzy jony Cu(II) wiążące się do domeny 

α oraz dwa do domeny β powodują wzrost siły wiązania, a kolejne jony nie wpływają na 

powinowactwo lub obniżają je. 

Dla mieszanych kompleksów widoczny jest inny trend- powinowactwo Cu(I) maleje 

wraz z wysycaniem domen. Kompleksy mieszane tworzone są przez dodatek jonów 

Cu(I)/Cu(II) do wysyconych cynkiem fragmentów białkowych. Zatem geometria wiązania 

wymuszana jest przez związane w kompleksie jony Zn(II), co może początkowo wpływać na 

destabilizację klastrów. Jednak podobnie jak obserwowano dla całych metalotionein, 

powinowactwa Cu(I) do domen MT3 w pełni wysyconych kompleksach miedziowych  

i miedziowo-cynkowych są zbieżne, co świadczy o tym, że pomimo innej ścieżki metalacji  

i obecności jonów Zn(II) w mieszanym kompleksie domeny α, tworzą się podobne klastry  

o zbliżonej sile wiązania Cu(I). 

 Aby sprawdzić czy zmieszanie domen umożliwia odtworzenie oddziaływań 

elektrostatycznych obecnych w białku wyznaczono powinowactwa jonów Cu(I)/Cu(II)  

w układach zawierających obie domeny w stosunku molowym 1:1. Jak opisano w Rozdziale 

4.3.5, chelator BCA okazał się zbyt słabym konkurentem względem zmieszanych domen MT3, 

co sugeruje, że domeny α i β, nawet niepołączone łącznikiem KKS oddziałują ze sobą. 

Powinowactwa miedziowych kompleksów zmieszanych domen, zarówno zredukowanych, jak 

i utlenionych, znacznie bardziej oddają powinowactwa kompleksów białkowych niż oddzielne 

domeny (Rycina 64A, C). Największe różnice pomiędzy wartościami Kd
Cu(I), wynoszące około 

1,5 rzędu, obserwowano dla kompleksów nie w pełni wysyconych. Wartości Kd
Cu(I) 

kompleksów zredukowanych stają się niemalże takie same od dodania ósmego równoważnika 

molowego Cu(I), a utlenionych od szóstego równoważnika. Ponownie wskazuje to na różnice 

w procesach metalacji i na istotę oddziaływań międzydomenowych, dla nie w pełni 

ukształtowanych klastrów. Warto zaznaczyć jednak, że domeny niepołączone kowalencyjnie, 

pomimo tego, że odzyskują część oddziaływań elektrostatycznych i bardziej oddają 

właściwości białka, niż każda z domen osobno, wciąż nie są idealnym modelem 

stabilnościowym dla miedziowych kompleksów metalotionein. 
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Rycina 64. Porównanie wartości -logKd
Cu(I) w różnie wysyconych kompleksach białkowych (niebieski) 

i domenowych (zielony) zredukowanych, miedziowych (A), zredukowanych, mieszanych (B), 

utlenionych, miedziowych (C) i utlenionych, mieszanych (D). 

Dla kompleksów mieszanych obserwuje się inną zależność- początkowo jony Cu(I) 

wiążące się do wysyconych Zn(II) domen lub całej MT3 cechują się zbliżonymi wartościami 

Kd
Cu(I), a różnice nie przekraczają jednego rzędu (Rycina 64B, D). Dalsze wypełnianie klastrów 

prowadzi do stopniowego różnicowania powinowactw, zwłaszcza dla kompleksów 

zredukowanych. Jak wspominano wcześniej, tworzeniu mieszanych kompleksów towarzyszy 

przearanżowanie stabilnych klastrów cynkowych, do klastrów miedziowych lub miedziowo-

cynkowych, a związany Zn(II) wymusza inną koordynację jonów Cu(I) i wpływa na 

powinowactwo. W zredukowanym kompleksie domenowym, zawartość jonów Zn(II) malała 

bardziej dynamicznie od dodania 11 równoważnika molowego, aż do pełnego wysycenia  

i właśnie od tego punktu obserwowane jest znaczne obniżenie powinowactwa. W wysyconym 

kompleksie domenowym- Cu(I)13Zn1αβ-MT3 znajduje się jeden jon Zn(II) mniej niż  

w kompleksie białkowym- Cu(I)13Zn2MT3, przez co stabilizacja jest mniejsza, a różnice  

w powinowactwie większe. W kompleksach utlenionych, zawartość jonów Zn(II) w domenach  

i w białku zmienia się liniowo wraz z dodawaniem Cu(II). W kompleksach domenowych każdy 

wiążący się jon Cu(I), pochodzący z redukcji Cu(II), wypiera większą ilość równoważników 

Zn(II) niż z MT3, co skutkuje powstaniem odmiennych kompleksów- Cu(I)8Zn1αβ-MT3ox  

i Cu(I)8Zn2MT3ox. Zatem w każdym kompleksie zawierającym taką samą ilość jonów Cu(I), 

efekt stabilizacji Zn(II) jest mniejszy. Wydaje się więc, że różnice w powinowactwach 

pomiędzy zmieszanymi izolowanymi domenami, a całym białkiem wynikają z różnic  

w zawartości Zn(II). Zatem oddziaływania międzydomenowe, które jak wspomniano wcześniej 

są niezbędne do utworzenia poprawnej formy kompleksu mieszanego- Cu(I)13Zn2MT3  

i Cu(I)8Zn2MT3ox, pośrednio wpływają również na właściwości termodynamiczne kompleksów 

mieszanych, zredukowanych i utlenionych. 
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6. Podsumowanie 

 W niniejszej pracy doktorskiej scharakteryzowano zredukowane i utlenione kompleksy 

dwóch izoform metalotionein- 2 i 3. Po raz pierwszy przeprowadzono w roztworze,  

w neutralnym pH pełną analizę stechiometryczną i stabilnościową tworzonych form. Izoformy 

te, w literaturze opisywane są jako białka o odmiennym charakterze: miedziowym- MT3 oraz 

cynkowym- MT2, czego nie udało się jednoznacznie potwierdzić w toku przeprowadzonych 

badań. Maksymalne wysycenie obu izoform następuje po związaniu takiej samej ilości jonów 

Cu(I)- 13 dla kompleksów zredukowanych oraz 8 dla kompleksów utlenionych, niezależnie czy 

tworzony jest kompleks miedziowy czy kompleks miedziowo-cynkowy. Badania 

przeprowadzone na izolowanych domenach pozwalają stwierdzić, iż sześć jonów Cu(I) 

wiązanych jest przez domenę β, a siedem przez domenę α, gdy tworzone są kompleksy w pełni 

zredukowane oraz po cztery jony Cu(I) w każdej z domen, gdy tworzone są kompleksy 

utlenione. Warto zaznaczyć jednak, iż wysycając białka cynkowe otrzymywane są kompleksy 

heterometaliczne, a w finalnie wysyconym kompleksie pozostają dwa jony Zn(II). Centra 

metaliczne w kompleksach miedziowych i miedziowo-cynkowych będą się więc różniły. 

Najprawdopodobniej w domenie β obecny będzie klaster miedziowy, taki sam jak w przypadku 

kompleksu homometalicznego, a w domenie α klaster mieszany- miedziowo-cynkowy. Jak 

wykazano dla izolowanych domen, w domenie α pozostaje jeden jon Zn(II), a lokalizacja 

drugiego jonu jest wciąż niejasna. Opierając się jednak na badaniach kompleksu 

Cu(I)4Zn4MT3ox, w której jony Cu(I) były wiązane w domenie β, a jony Zn(II) w domenie  

α, można przypuszczać, iż drugi jon Zn(II) w kompleksach w pełni wysyconych Cu(I), także 

znajduje się w większej z domen, a do pełnego utworzenia klastra Cu(I)7Zn2Cys11 konieczne są 

oddziaływania międzydomenowe, które stabilizują wysycone klastry. Dodatkowo wykazano, 

że w kompleksie Cu4Zn4MT3ox jeden z mostków disulfidowych z całą pewnością tworzony jest 

przez reszty cysteinylowe domeny β, a drugi również najprawdopodobniej zlokalizowany jest 

w mniejszej domenie. Zatem w tworzenie klastra metalicznego, stabilizowanego dwoma 

wiązaniami disiarczkowymi, zaangażowanych jest pięć reszt cysteinylowych. Pomiędzy 

izoformami MT2 i MT3 zaobserwowano różnice w procesach metalacji i stabilności 

tworzonych kompleksów pośrednich, jednak finalne kompleksy wydają się być do siebie 

podobne, zarówno stechiometrycznie jak i stabilnościowo. Dodatkowo potwierdzono zdolność 

MT3 do hipermatalacji Cu(I), podczas której każda z domen związać może kolejny jon Cu(I). 

Wcześniej zjawisko to zaobserwowano dla MT3 wysycanej Zn(II), która związać mogła do  

9 jonów Zn(II), a tą zwiększoną pojemność białka przypisano obecności kwaśnej wstawki 
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aminokwasowej w domenie α. Wyznaczono także powinowactwa jonów Cu(I) w miedziowych 

i mieszanych kompleksach zredukowanych i utlenionych. Najmocniejsze wiązanie jonów Cu(I) 

obserwuje się w miedziowych kompleksach MT3, a najsłabsze w miedziowych kompleksach 

MT2, w której powinowactwa nie są zróżnicowane. Jony Cu(I) w mieszanych kompleksach 

MT2 i MT3 wiązane są z podobnymi powinowactwami. Wyznaczone stałe Kd
Cu(I)  

i przygotowane rozkłady form kompleksowych pozwalają sądzić, że w warunkach 

fizjologicznych, gdy stężenie labilnej Cu(I) wynosi poniżej 10-18 M, MT2 oraz MT3 będą 

tworzyły kompleksy nie w pełni wysycone Cu(I). Izoformy te mogą więc dynamicznie 

reagować na fluktuacje [Cu(I)/Cu(II)] i poprzez zmianę stopnia metalacji mogą działać jako 

akceptor jonów Cu(I) i odbierać te kluczowe jony metali od chaperonów miedziowych. 

Dalszych badań wymaga jednak określenie zdolności takich kompleksów do działania jako 

donor jonów Cu(I). Obecna wiedza na temat pozostałych białek miedziowych nie pozwala 

stwierdzić czy MT mają szanse oddawać jony Cu(I). Zatem umiejscowienie MT w szlaku 

transportu Cu(I)/Cu(II) jest wciąż niepełne. Na przykładzie aktywacji cynkowo-zależnego 

enzymu SDH, potwierdzono jednak właściwości donorujące Zn(II) miedziowo-cynkowych 

MT. Pozwala to sądzić, że nawet po związaniu Cu(I), metalotioneiny wciąż mogą pełnić swoje 

funkcje buforujące i stanowić donor i akceptor Zn(II). Ta cecha metalotionein sugeruje, że 

główne funkcje MT powiązane są z utrzymywaniem homeostazy Zn(II), a dzięki dużej 

zawartości reszt cysteinowych białko to może działać także jako przejściowy magazyn Cu(I), 

zapobiegający szkodliwym działaniom tego redoksowo-aktywnego metalu. 

 Wykazano także, że izolowane domeny mogą być wykorzystywane jako model 

stechiometryczny, jednakże tylko dla w pełni wysyconych kompleksów homometalicznych, dla 

których oddziaływania elektrostatyczne pomiędzy tworzonymi klastrami nie są konieczne. 

Przeprowadzone badania pozwalają stwierdzić, iż domeny nie mogą być wykorzystywane do 

określania stabilności tworzonych form- zwłaszcza gdy każda z domen analizowana jest 

osobno. Fragmenty białek są bardziej elastyczne, przez co tworzone kompleksy miedziowe są 

znacznie słabsze. Zmieszanie dwóch domen odtwarza część oddziaływań, a obserwowane 

powinowactwa stają się bliższe powinowactwom w białku, jednak wciąż nie w pełni 

odzwierciedlają układ białkowy. 
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metallothionein complexes function as metal buffer. 9th International Symposium on 

Metallomics, 17-21.06.2024, Londyn, Wielka Brytania. 

4. Prezentacja posterowa: Alicja Orzeł, Artur Krężel. Mixed Cu(I)/Zn(II)-metallothionein-3 

as a metal buffer. 2nd Metal-Binding Peptides conference, 10-12.07.2024, Tuluza, Francja. 

5. Prezentacja posterowa: Alicja Orzeł, Artur Krężel. The influence of Zn(II) on the binding 

of Cu(I) in the mixed Cu(I)/Zn(II)-MT3 complex. 45th International Conference on 

Coordination Chemistry. 28.07-3.08.2024, Fort Colins, Kolorado, USA. 

6. Prezntacja posterowa: Alicja Orzeł, Artur Krężel. New advancements in the understanding 

of zinc and copper metabolism – interplay of Cu(I) and Zn(II) ions in mixed 

metallothionein-3 complexes. The 49th FEBS Congress, 5-9.07.2025, Stambuł, Turcja.  

7. Prezentacja posterowa: Alicja Orzeł, Artur Krężel. Copper and Zinc Interplay in 

Metallothionein-3 – Structural and Thermodynamic Insights. The 21st International 

Conference on Biological Inorganic Chemistry (ICBIC-21), 5-9.07.2025, Long Beach, 

Kalifornia, USA. 

Prezentowane przez współpracowników: 

1. Prezentacja posterowa: Olga Kerber, Józef Tran, Alicja Misiaszek, Aleksandra 

Chorążewska, Artur Krężel. Silver binding to a peptide model of Rad50 interprotein hook 

domain. International Conference on Metal-Binding Peptides, 5-8.07.2022, Nancy, Francja. 

2. Prezentacja posterowa: Alicja Orzeł, Artur Krężel. The thermodynamic and structural 

interplay of zinc and copper in the mixed Cu(I)/Zn(II)-MT3 species: New insights into zinc 

and copper metabolism. The 8th International Society for Zinc Biology Meeting: ISZB2024, 

1-6.12.2024, Merida, Meksyk. 
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3. Prezntacja posterowa: Alicja Orzeł, Artur Krężel. Zn(II) and Cu(I) Binding Properties of 

Human Metallothionein-3, Neuronal Growth-Inhibitory Factor. The 39th Protein Society 

Annual Symposium (PS39), 26-29.06.2025, San Francisco, Kalifornia, USA. 

4. Prezentacja posterowa: Bartosz Bednarz, Alicja Orzeł, Artur Krężel. Efficient Cu(I) 

transfer from the C-terminal tail of Ctr-1 to zinc metallothionein-2 and GSH – implications 

for cellular copper homeostasis. The 49th FEBS Congress, 5-9.07.2025, Stambuł, Turcja.    

Otrzymane stypendia: 

1. Grant BPIDUB.4610.177.2024 w ramach programu Młody Badacz Uniwersytetu 

Wrocławskiego na wyjazd na konferencję naukową, 45th International Conference on 

Coordination Chemistry. Kwota dofinansowania: 1633,40 USD + 5150 PLN. 

2. Grant BPIDUB.4610.126.2025 w ramach programu Młody Badacz Uniwersytetu 

Wrocławskiego na wyjazd na konferencję naukową, 21st 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 komórkowym buforowaniu jonów miedzi i cynku”, 

kierownik projektu: prof. dr hab. Artur Krężel;  

2. Wykonawca w projekcie OPUS nr 2019/33/B/ST4/02428 „Nowe regioselektywne 

strategie w chemicznej i biochemicznej modyfikacji białek”, kierownik projektu: prof. 

dr hab. Artur Krężel. 

 

Szkolenia: 

1. 10-12.01.2023, Wrocław. Szkolenie: Advanced and IMS-coupled Proteomics and Native 

MS Analysis of Proteins; 

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

 

Działalność dodatkowa: 

Popularyzacja nauki w ramach Dolnośląskiego Festiwalu Nauki, warsztaty „Z-Rozum 

Biotechnologię”; 14.09.2024, Wrocław. 
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