Streszczenie

Cynk (Zn?*) to jeden z najbardziej rozpowszechnionych jonéw metali przejéciowych w zywych
organizmach. Gtéwnym jego zadaniem jest modulowanie funkcji biatek komorkowych. Jednak
Wciaz nie jest pewne czy wysycenie bialek jonami Zn?" w komoérce jest powiazane z ich
biologiczna funkcja. Wiele dowodéw wskazuje, ze zalezny od jonow Zn?* proces fatdowania
bialek jest jednym z najwazniejszych czynnikow wplywajacych na ich stabilno$¢ i
reaktywnos$¢. Najpopularniejszg grupa biatek cynkowych sg palce cynkowe, mate, kompaktowe
domeny cynkowe wyspecjalizowane w oddziatywaniach z innymi makromolekutami. Czg$¢ z
nich oddziatuje z kwasami nukleinowymi (DNA, RNA), inne z biatkami a nawet lipidami.
Funkcje palcow cynkowych sa rozmaite, do najwazniejszych z nich nalezy selektywne
rozpoznawanie sekwencji DNA, aktywnos$¢ transkrypcyjna, regulacja apoptozy czy udzial w
faldowaniu biatek. Najczesciej opisywanym 1 badanym motywem palca cynkowego jest tzw.
motyw klasyczny CCHH wystepujacy najliczniej w ludzkim proteomie cynkowym. Motyw ten
posiada S$cisle okreslona 1 wysoce konserwowanag sekwencje, w ktorej wystepuja reszty
odpowiedzialne za wigzanie jonu Zn?*, tworzenie rdzenia hydrofobowego a takze zmienne
reszty aminokwasowe, odpowiedzialne za interakcj¢ z DNA oraz reszty o nieznanej dotad
funkcji. W trakcie wigzania jonu Zn?* do motywow palcéw cynkowych typu CCHH powstaje
charakterystyczna trojwymiarowa struktura sktadajaca si¢ z dwoch anty-rownoleglych  kartek
oraz a-helisy zwana jako Bpa. Liczne badania wykazaty, ze obecnos¢ jonu Zn?* jest kluczowa
dla stabilnosci struktury PPa a sztuczne mutacje lub delecje konserwowalnych reszt
histydynowych badz cysteinowych wptywaja na wiazanie jonu Zn?* zaburzajac tym samym
funkcjonowanie wielu biatek posiadajacych domene palcéw cynkowych.

Zaroéwno czynniki strukturalne jak i termodynamiczne wptywaja na réznice w powinowactwie
tych palcow do jondéw Zn?" i tym samym powodujg ich dywersyfikacje przez co w warunkach
fluktuacji stezenia wolnego Zn?* w komorce mogg one byé czesciowo lub catkowicie
wysycone. Wolny cynk komoérkowy pelni istotng rolg w sygnalingu komorkowym, a jego
wlasciwy poziom zapewnia prawidlowe funkcjonowanie biatek cynkowych. Dlatego tez jezeli
pula dostgpnego w komorce cynku skorelowana jest ze stalymi powinowactwa motywow
palcow cynkowych wowczas motywy te s3 aktywowane i mogg selektywnie oddziatywac z
DNA. Dostepne dane literaturowe na temat chemicznej i biofizycznej charakterystyki palcow
cynkowych i biatek ze strukturalnymi miejscami wigzania cynku wyraznie pokazuja, Ze obecna
wiedza na temat energetyki domen palca cynkowego jest wcigz niewystarczajaca, aby
zrozumie¢ mechanizm stabilizacji/destabilizacji tych domen i tym samym funkcj¢ danego
biatka lub jego reaktywnos$¢. Celami niniejszej pracy doktorskiej bylo zbadanie relacji
pomiedzy sekwencja-strukturg a stabilnoscig w palcach cynkowych, poznanie wptywu jonow
srebra na strukture, geometri¢ oraz stabilno§¢ zmiennych sekwencyjnie palcéw cynkowych, a
takze charakterystyka biofizyczna bogatej w reszty cysteinowe domeny pochodzacej z
ludzkiego biatka MTF1, bedacego czynnikiem transkrypcyjnym posiadajacym motyw palca
cynkowowego typu CCHH.
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W pierwszej czesci badan skupiono si¢ na charakterystyce czynnikow strukturalnych i efektow
termodynamicznych przyczyniajacych si¢ do utraty stabilno$ci w motywach klasycznych
palcow cynkowych. W tym celu otrzymano dwa modele peptydowe oparte na sekwencji
konsensusowej palcéw cynkowych pierwotnie zdefiniowanej w 1991 (Cp1-1991) roku a
pézniej ponownie sprecyzowanej w 2015 (Cpl1-2015) roku. Uzyskane wyniki wykazatly, ze
peptydy te, pomimo wysokiej konserwatywnosci sekwencji, r6znig si¢ istotnie pod wzglgdem
stabilno$ci kompleksow cynkowych. W dalszym toku badan zaobserwowano, ze za utrate
stabilno$ci odpowiedzialne sg aminokwasy z fragmentu tworzacego strukture a-helisy.
Przeprowadzona analiza termodynamiczna wigzania jonéw Zn?* do motywéw zmiennych
sekwencyjnie palcow cynkowych wykazata, ze tworzenie silnych kompleksow z Zn?* wynika
z korzystnej zmiany czynnika entalpowego. Niemniej jednak, w peptydach o obnizonej
stabilno$ci zaobserwowano, ze konkretne niekonserwowane aminokwasy sa odpowiedzialne za
utrate stabilnoéci. W tym przypadku proces wigzania Zn?" jest napedzany entropowo i jest
zwigzany z czynnikiem entropowym pochodzacym z reorganizacji strukturalnej, zmian w
solwatacji 1/lub interakcji wewnatrzczasteczkowych, ktore roznig si¢ w zaleznosci od typu i
potozenia aminokwasow.

W kolejnej czesci pracy przeprowadzono analiz¢ bioinformatyczng z uzyciem bazy danych
UniProt z wykorzystaniem narz¢dzia ScanProsite 1 pokazano, ze okoto 10% sekwencji
motywow klasycznych palcow cynkowych zdeponowanych w bazie UniProt zawiera naturalne
substytucje w obrgbie aminokwasow wiazacych jony cynku. Analiza otrzymanych sekwencji
umozliwita wybranie 9 sekwencji motywow palcow cynkowych z zaburzong strefa
koordynacyjng (XCHH, CXHH, CCXH, CCHX) obecnych w ludzkich oraz mysich czynnikach
transkrypcyjnych zidentyfikowanych na poziomie bialka, ktére zostaly poddane dalszej
charakterystyce stabilno$ciowej oraz funkcjonalnej. Przeprowadzone badania pokazaty, ze w
przypadku motywow palcow cynkowych z zaburzong strefa koordynacyjna, 4 lub 5 miejsce
koordynacyjne moga zajmowac czasteczki wody. Przeprowadzone pomiary stabilno$ciowe
wyraznie wskazuja, ze powinowactwo dla motywow placow cynkowych u ktorych brak jedne;j
reszty cysteinowej, XCHH i CXHH, zostato zmniejszone o okoto 4-5 rzedoéw wielkosci w
poréwnaniu do motywow klasycznych palcow cynkowych dzikiego typu. Warto zwrocié
uwage, ze wyliczone state dysocjacji dla grupy palcow cynkowych zawierajacych substytucje
w obrebie reszt histydynowych pokrywaja zakres fluktuacji stgzenia wolnego cynku w komorce
a przeprowadzona analiza transferu cynku w powszechnie znanym komoérkowym uktadzie
buforujagcym jaki jest tioneina/metalotioneina pokazuje, ze w zalezno$ci od sekwencji i
powinowactwa motywy tych palcow cynkowych byly catkowicie lub czesciowo nasycone Zn?*
w obecno$ci metalotioneiny. Wyniki te sugeruja potencjalnie regulatorowa role dla motywow
palcow cynkowych z zaburzong strefg koordynacyjna, ktorych stale powinowactwa pokrywaja
zakres stg¢zenia wolnego cynku. Otrzymane wyniki sg pierwszymi doniesieniami na temat
naturalnie wystgpujacych motywoéw palcow cynkowych z zaburzong strefa koordynacyjna,
ktére moga by¢ funkcjonalne.
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Pomimo, ze natywnie palce cynkowe wysycone sg cynkiem, posiadajg roéwniez zdolnos$¢ do
wigzania inny metali ktére moga akumulowaé sie i konkurowaé z Zn?" prowadzac do
nieodwracalnie toksycznych zmian. Z najnowszych badan srodowiskowych wynika, ze wzrost
zawartosci jonoOw srebra w pyle wzrasta ze wzgledu na wszechobecne wykorzystanie
nanoczastek srebra w wielu produktach codziennego uzytku. Poniewaz, jony srebra cechujg sie
wysokim powinowactwem do grup tiolowych a ich wplyw wigzania do motywow biatkowych
nie zostal jak dotad opisany. W dalszym etapie projektu badawczego zbadano czy obecno$é¢
jonéw srebra moze mie¢ wptyw na strukture, geometri¢ oraz stabilnos¢ motywdéw palcow
cynkowych. W tym celu syntezie poddano szereg motywow klasycznych palcow cynkowych
opierajacych si¢ na najlepiej jak dotad poznanej i przebadanej sekwencji konsensusowej palca
cynkowego Cp1-2015. Uzyskane wyniki sugeruja, ze srebro moze bezposrednio zastgpowac
cynk w motywach palcow cynkowych (CCHH, CCCH 1 CCCC), tworzac wysoce stabilne
kompleksy AgnSn. Kooperatywne wigzanie srebra do motywow palcéw cynkowych prowadzi
do termodynamicznie nicodwracalnego tworzenia si¢ klastrow srebrowych zaburzajac tym
samym natywna i wysoce uporzadkowang struktur¢ palcéw cynkowych. Aby zbadaé
wiasciwosci strukturalne klastrow srebrowych, zastosowano rentgenowska spektroskopig
absorpcyjng (ang. X-ray Absorption Spectroscopy — XAS), ktora wykazata, ze kazdy jon srebra
zwigzany jest do dwoch donorow siarkowych, ze $rednig odlegto$cia Ag—S wynoszaca okoto
2.41 A. Wyniki tych badan sg pierwszymi doniesieniami strukturalnymi na temat kompleksoéw
palcow cynkowych z jonami srebra 1 stanowig solidng podstawe dla zrozumienia
molekularnych podstaw toksyczno$ci srebra.

Ostatni etap rozprawy doktorskiej po§wiecono charakterystyce biofizycznej bogatego w reszty
cysteinowe fragmentu wywodzacego si¢ z ludzkiego czynnika transkrypcyjnego 1 zaleznego
od jonéw cynku (MTF1). Biatko MTF1 posrednio uczestniczy w regulacji jonow cynku w
komorce poprzez metalo-zalezng regulacje biosyntezy wielu biatek cynkowych bioracych
udzial w homeostazie Zn** w komoérce. Biatko MTF1 posiada na C-koncu unikalny motyw
bogaty w reszty cysteinowe, zwany klastrem cysteinowym. Motyw ten jest wysoce
konserwowany u wyzszych eukariontow, co moze sugerowac o jego wyspecjalizowanej roli w
trakcie aktywacji biatka MTF1. Uzyskane wyniki bazujace na krotszym i dtuzszym fragmencie
klastra cysteinowego pokazuja, ze motyw ten jest zdolny do wigzania jonéw Zn?* z
powinowactwem zblizonym do motywdw palcow cynkowych, pokrywajacym zakres fluktuacji
stezenia wolnego Zn?* w komoérce. W trakcie dalszej charakterystyki pokazano, ze klaster
cysteinowy podczas wigzania Zn?* tworzy dimer, ktorego obecno$¢ jest $cisle zwigzana z
dostepnoscia wolnego Zn?* w uktadzie. Tym samym, przy pikomolowym stezeniu wolnego
Zn** jedynie niezwigzana z Zn?* forma monomeryczna jest obecna, natomiast przy zwiekszaniu
stezenia wolnego Zn?* do nanomolowego, a nastepnie mikromolowego stezenia, powstaje
dimeryczny kompleks cynkowy (prawdopodobnie z centrum dwujadrowym). Przeprowadzone
badania sugeruja, ze klaster cysteinowy moze bra¢ udziat w aktywacji ludzkiego biatka MTF1
1 jego translokacji do jadra komorkowego.
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