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Streszczenie

Tytul pracy: Charakterystyka stabilnosci i reaktywnos$ci ludzkich metalotionein w kontekscie

komorkowej homeostazy jonéw Zn(l1)

Ludzkie metalotioneiny sg niskoczasteczkowymi biatkami wystepujacymi gtownie w
cytoplazmie. Dzieki wysokiej zawarto$ci reszt cysteinowych w swojej sekwencji
aminokwasowej, posiadajg one zdolno$¢ do wigzania jonow metali o charakterze migkkim i
posrednim wedtug teorii HSAB. Pierwsza czg¢$¢ badan przeprowadzona w niniejszej pracy
doktorskiej dotyczyta zbadania biofizycznych réznic pomiedzy dziesigcioma homologami
metalotionein: MT1a, MT1b, MT1le, MT1f, MT1g, MT1h, MT1x, MT2a, MT3 i MT4.
Szczegolng uwage poswiecono badaniom siedmiu biatek MT1, ktore do tej pory nie
zostaty scharakteryzowane w kontekscie komorkowej homeostazy jonow Zn(l1). W tym celu
metalotioneiny nadprodukowano w bakteryjnym systemie ekspresyjnym i oczyszczono.
Nastepnie biatka scharakteryzowano pod wzgledem stechiometrii wigzania jonow Zn(l1),
stabilnosci oraz reaktywnosci. Dalsze badania prowadzono nad reaktywnoscia i stabilnoscia
tych biatek monitorujac wymiane jonow Zn(ll) migdzy metalotioneinami i innymi
biatkami i peptydami wigzacymi Zn(II). Potwierdzono wystgpowanie stabo zwigzanego
jonu Zn(11) we wszystkich izoformach metalotionein. Ponadto stwierdzono, ze pomigdzy
poszczegdlnymi izoformami metalotionein wystgpuja stabilno$ciowe roznice w wigzaniu i
donorowaniu jonéw Zn(II). Stabilnos$¢ izoform maleje wraz ze wzrostem ich reaktywnosci
do donorowania jonow Zn(ll). Szczego6lng rolg w buforowaniu jonéw Zn(ll) i utrzymywaniu
homeostazy jonow Zn(ll) odgrywaja czesciowo nasycone formy metalotionein, takie
jak ZngMT, ZnsMT i Zn,MT. W drugiej czesci tej pracy doktorskiej przeprowadzono
mapowanie reszt cysteinowych wiagzacych kazdy z siedmiu molowych rownowaznikow
jonéw Zn(ll). W tym celu zastosowano chemiczng modyfikacje reszt cysteinowych za
pomoca jodoacetamidu, a nastgpnie trawiono zmodyfikowane biatko trypsyna, . Powstale
hydrolityczne fragmenty (peptydy tryptyczne) rozdzielono i zidentyfikowano metoda,
LCMS. Na podstawie zebranych danych przesledzono $ciezke asocjacji jonow Zn(ll) do
biatka MT2a i zaproponowano model asocjacji pokazujac tym samym potencjalne struktury
metalotionein o r6znym stopniu nasycenia jonami Zn(11). Wykazano réwniez, ze cysteina

21, jako jedyna ulega modyfikacji podczas wigzania sze$ciu molowych rownowaznikow



jonow Zn(ll) przez biatko MT2a. Ten sam wniosek wyciggni¢to w wyniku dysocjacji
jednego jonu Zn(ll) z MT2a z uzyciem apo-formy cynkowego enzymu - dehydrogenazy
sorbitolowej. Tym samym, dwukrotnie potwierdzono, w procesie asocjacji i dysocjacji biatka
MT2a, ze cysteina 21 stanowi kotwiczacy donor w wigzaniu najstabszego jonu Zn(ll) w
biatku MT2a i tworzy stabe miejsce wigzania Zn(ll). Miejsce to nazywane jest
regulatorowym, poniewaz jest najbardziej reaktywne. Siodmy jon Zn(II), okreslany rowniez,
jako luzno zwigzany, jako pierwszy podlega wymianie pomie¢dzy metalotioneinami a
biatkami efektorowymi. Stabe miejsce wigzania biatkaMT2a i jego rola w akceptorowo-
donorowych wtasciwosciach metalotionein jest szeroko dyskutowana w niniejszej pracy.
Osobne badania prowadzono na syntetycznych fragmentach odpowiadajagcych B- i a-
domenie biatka MT2a. Pokazano, ze jony Zn(Il) w izolowanych domenach wigzg si¢ z mniej
rozroznialnym powinowactwem i brak jest w nich stabego miejsca wigzania. Stwierdzono, ze
wbrew panujacej opinii, pojedyncze B- i a- domeny nie sag dobrym modelem do badan catego
biatkaMT2a.
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