Manuel Peris Diaz

,Biofizyczna charakterystyka czgsciowo wysyconych form metalotioneiny cynkowej oraz ich
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Charakterystyka strukturalna biatek i ich potranslacyjnych modyfikacji, oddziatywania biatko-
biatko, a takze charakterystyka powstatych kompleksow ma ogromne znaczenie dla zrozumienia
procesOéw biologicznych. Techniki badawcze, takie jak techniki rentgenowskie, jadrowy rezonans
magnetyczny (NMR) czy mikroskopia elektronowa (cryoEM) to metody strukturalne, ktore
dostarczajg szczegotowych informacji na poziomie atomowym. Mimo ogromnych walorow, ich
zastosowanie w badaniu znaczacej ilosci biatek jest nadal niemozliwe z przyczyn
technologicznych. Z pomoca przychodzi jednak spektrometria mas (MS), ktora poza mozliwo$cia
jej uzycia w badaniach strukturalnych, jest takze podstawowym narzedziem w badaniach
proteomicznych czy funkcjonalnych. Z tego powodu w biologii strukturalnej uznawana jest
za wartosciowg metode uzupelniajaca. Metoda ta stata si¢ tez jedng z podstawowych technik
badawczych w niniejszej pracy doktorskiej. Uzyte w niej metody proteomiki natywnej MS oraz
kombinacja analizy MS z symulacjami komputerowymi stanowity podstawe wyjasnienia
oddziatywan mig¢dzy strukturg a funkcjg, zachodzacych w ludzkiej metalotioneinie (MT).
Metalotioneiny to rodzina niskoczasteczkowych biatek bogatych w reszty cysteiny (~ 6 kDa),
ktore zaangazowane sa w utrzymanie homeostazy jonow Zn(II) i Cu(I). Wigzac do siedmiu jonow
Zn(I1), metalotioneina stanowi jeden z gtéwnych uktadéw buforujgcych, utrzymujacych stezenie
Zn(II) w komoérce na odpowiednim poziomie. Ze wzgledu na zréznicowane powinowactwo
siedmiu jonow Zn(II), wahajace si¢ w przedziale statej dysocjacji od 1022 do 10 M, MT obecna
jest w warunkach komorkowych w postaci form czesciowo wysyconych jonami Zn(ll) (Zns.sMT).
Z tego tytutu biatko to nazywane jest ,,gabka molekularng”. Wychwytuje nadmiar Zn(ll)
lub przekazuje go apoproteinom w sytuacji jego deficytu. Jednakze molekularne podstawy tego
mechanizmu pozostawaly dotad mato poznane. Nie znane byto migdzy innymi w jaki sposob
faldowane sg czg¢sciowo-wysycone formy MT oraz czy te same struktury powstajg, gdy jony
metalu dysocjujg z form 0 wyzszym stopniu zmetalizowania. Odpowiedz na te pytania byta
niemozliwa ze wzgledu na bariery technologiczne czy metodyczne. Celem pracy doktorskiej byto
zatem opracowanie nowej metodologii, opartej na potagczeniu chemicznego znakowania MT
ze spektrometria masows. Pozwolito to zlokalizowa¢ miejsca wigzania Zn(II) z atomowsg
doktadnoscia w tychze strukturach. W trakcie realizacji badan, opracowano rowniez
kompleksowe oprogramowanie do analizy danych MS, dziatajace w oparciu o0 jezyk R, dostepne
dla kazdego zainteresowanego. faczac metody MS ichemometrii z zaawansowanymi
symulacjami dynamiki molekularnej, mozliwe bylo opisanie molekularnych podstaw,

odpowiadajacych za zréznicowanie powinowactwa Zn(ll) w MT. Wyniki uzyskane w trakcie



realizacji projektu doktorskiego przyczynilty sie do wyjasnienia sposobu funkcjonowania tych

matych, reaktywnych, aczkolwiek bardzo waznych biatek komorkowych.



