Wplyw zmiennosci sekwencyjnej w motywach palcow cynkowych na ich
wlasciwosci koordynacyjne, strukture oraz stabilnos¢

Streszczenie

Cynk (Zn?") to jeden z najbardziej rozpowszechnionych pierwiastkéow $ladowych bedacy
drugim najliczniej wystepujacym metalem w organizmach zywych. Jest wykorzystywany przez
biatka do petienia zroznicowanych funkcji biologicznych. Jako pierwiastek §ladowy wchodzi
w sktad wielu biatek, bedac kofaktorem ponad 300 enzyméw, w tym dehydrogenazy
mleczanowej, fosfatazy zasadowej anhydrazy weglanowej, dysmutazy ponadtlenkowe;j
1 dehydrogenazy alkoholowej. Bierze on udzial w tworzeniu motywu palca cynkowego (ZF,
ang. zinc finger motif), ktory wystepuje w czynnikach transkrypcyjnych.

Glownymi wewnatrzkomoérkowymi biatkami wiazacymi Zn?* sg metalotioneiny, ktore petnia
istotng funkcje w magazynowaniu, dystrybucji i uwalnianiu Zn?>" w przestrzeniach
komoérkowych. Rodzina tych biatek stanowi gtowny sktadnik komorkowego buforu cynkowego
i jest zdolna do asocjacji/dysocjacji az do siedmiu Zn?" na czasteczke biatka z réznym
powinowactwem. W rezultacie komorka dysponuje pula ,,wolnego” Zn?*, ktéra oznacza
stezenie Zn?* dostepne do zwiazania dla innych biatek. Liczne badania in vitro wykazaly,
ze buforowanie Zn?* w ukladach biologicznych wptywa na aktywnos¢ wielu biatek zaleznych
od cynku i tym samym moze nadawa¢ i modulowa¢ funkcje tychze biatek.

Jon cynku, jako posredni kwas, tworzy liczne kompleksy zarowno z ligandami
nieorganicznymi, np.: woda czy jony cyjankowe, jak i ligandami organicznymi pochodzgcymi
z reszt bocznych aminokwasoéw tj.: atom siarki reszt cysteinylowych, atom azotu reszt
histydynylowych oraz aniony karboksylowe pochodzace =z reszt aspartylowych
i glutaminylowych. Najczesciej w biatkowych motywach wigzacych Zn?* spotyka sie
kompleksy wykazujace symetrie tetraedryczng o liczbie koordynacyjnej 4 lub kompleksy
o liczbie koordynacyjnej 5 i 6. W biatkach nie znaleziono sfery koordynacji Zn?* o liczbie
koordynacyjnej wiekszej niz 6. W zalezno$ci od funkcji miejsc wigzacych cynk w biatku mozna
je podzieli¢ na miejsca Kkatalityczne, strukturalne, klastrowe, translokujace oraz
migdzyczasteczkowe.

Miejsca charakteryzujace si¢ wysoka stala powinowactwa to miejsca strukturalne, ktore
najczesciej stabilizujg strukturg domen biatkowych, zapewniajac stabilno$¢ kinetyczng uktadu.
Jak dotad, najlepiej poznanymi miejscami strukturalnymi w bialkach sa palce cynkowe, male,
kompaktowe domeny cynkowe wyspecjalizowane w oddziatywaniach z innymi
makromolekutami. W zalezno$ci od rodzaju ligandéw koordynujacych jon cynku oraz struktury
przyjetej po zwigzaniu Zn?* wyrdznia sie wiele klas i rodzajow palcow cynkowych. Wigkszo$é
z nich oddzialuje z kwasami nukleinowymi (DNA, RNA), innymi biatkami, a niektore nawet
z lipidami. Ich funkcje sg zroznicowane, jednak najwazniejsze to swoiste rozpoznanie DNA,



aktywnos$¢ transkrypcyjna, regulacja apoptozy i udzial w faldowaniu biatek. W ludzkim
proteomie cynkowym najczescie] wystepujacym, a zatem czg¢sto opisywanym i badanym
motywem palca cynkowego jest tzw. motyw klasyczny inaczej zwany jako Cys;His> (CCHH).
Motyw ten posiada dobrze zdefiniowang i wysoce zachowang sekwencje, zawierajaca
konserwowane reszty aminokwasowe odpowiedzialne za wigzanie jonéw Zn?* i tworzenie
rdzenia hydrofobowego, a takze zmienne reszty aminokwasowe odpowiedzialne za interakcje¢
z DNA oraz reszty o nieznanej dotad funkcji. W trakcie wigzania jonu Zn?* do motywoéw
palcow cynkowych typu CCHH powstaje charakterystyczna trojwymiarowa struktura
sktadajaca si¢ z dwoch anty-rownoleglych B kartek oraz o-helisy zwana jako PBa. Liczne
badania wykazaty, ze obecno$é¢ jonu Zn?' jest kluczowa dla stabilnosci struktury PBfa,
a sztuczne substytucje lub delecje konserwowanych reszt histydynylowych, badz
cysteinylowych wptywaja na wigzanie Zn?". Zmiany w geometrii wiazania Zn?* do motywow
palcéw cynkowych typu CCHH wptywaja na zmiany w ich drugorzgdowej strukturze, tym
samym prowadza do zaburzenia funkcji biologicznych wielu bialek posiadajacych domeny
palcéw cynkowych.

Zardwno czynniki strukturalne jak 1 termodynamiczne wplywaja na réznice
w powinowactwie palcow cynkowych do jonéw Zn?" i tym samym powoduja ich
dywersyfikacje, przez co w warunkach zmiennego stezenia wolnego Zn?* w komorce moga one
byé czesciowo lub catkowicie wysycone metalem. Odpowiedni poziom wolnego Zn?
komorkowego zapewnia prawidlowe funkcjonowanie biatek cynkowych. Jezeli stezenie
dostgpnego w komorce cynku skorelowane jest ze statymi dysocjacji komplekséw motywow
palcow cynkowych z Zn?*, woéwczas motywy te sa aktywowane i moga selektywnie
oddziatywa¢ z DNA. Dostepne dane literaturowe na temat fizykochemicznej charakterystyki
palcow cynkowych 1 bialek ze strukturalnymi miejscami wigzania cynku s3 wcigz
niewystarczajace, aby zrozumie¢ mechanizm stabilizacji/destabilizacji tych domen i tym
samym funkcje¢ danego bialka.

Zatozone cele niniejszej pracy doktorskiej obejmowaty: zbadanie relacji pomiedzy sekwencja,
strukturg a stabilnoscia w palcach cynkowych, poznanie wplywu jonow Ag"
na strukture, geometri¢ oraz stabilno$¢ zmiennych sekwencyjnie palcow cynkowych, a takze
charakterystyke fizykochemiczng 1 strukturalng bogatej w reszty cysteinylowe domeny
pochodzacej z ludzkiego biatka MTF1, bedacego czynnikiem transkrypcyjnym posiadajacym
motyw palca cynkowego typu CCHH.

W pierwszej czesci badan skupiono si¢ na charakterystyce czynnikow strukturalnych
1 efektow termodynamicznych przyczyniajacych si¢ do utraty stabilnosci w motywach
klasycznych palcéw cynkowych BBa. W tym celu zastosowano dwa modele peptydowe oparte
na sekwencji konsensowej palcow cynkowych pierwotnie zdefiniowanej w roku 1991 (Cpl-
1991), a pdzniej doprecyzowanej w 2015 (Cp1-2015). Uzyskane wyniki wykazaty, ze peptydy
te, pomimo wysoce zachowanej sekwencji, r6znig si¢ istotnie pod wzgledem stabilnosci
kompleksow cynkowych. W dalszym toku badan zaobserwowano, ze utrata wigzan



wodorowych powstalych pomigdzy zmiennymi resztami aminokwasowymi pochodzacymi
z fragmentu a-helisy a konserwowanymi resztami hydrofobowymi prowadzi do spadku
stabilnosci komplekséw cynkowych. Przeprowadzona analiza termodynamiczna wigzania
jonow Zn?* do motywow zmiennych sekwencyjnie palcow cynkowych wykazata, ze tworzenie
silnych kompleksow z Zn?* wynika z korzystnej zmiany czynnika entalpowego. Niemnigj
jednak, w peptydach 0 obnizonej stabilnosci zaobserwowano, ze konkretne zmienne
aminokwasy zaangazowane s3 w wigzania wodorowe, a utrata tych wigzan obniza stabilnos¢
termodynamiczng tworzonych komplekséw. W tym przypadku proces wigzania Zn?* jest
napg¢dzany entropowo i zwigzany z czynnikiem entropowym pochodzacym z reorganizacji
strukturalnej, zmian w solwatacji i/lub interakcji wewnatrzczasteczkowych, ktore r6znig si¢
w zalezno$ci od typu i polozenia aminokwasow.

W kolejnej czeséci pracy przeprowadzono analize bioinformatyczng z uzyciem bazy danych
UniProt z wykorzystaniem narzedzia ScanProsite 1 dowiedziono, ze okoto 10% sekwencji
motywow klasycznych palcow cynkowych zdeponowanych w bazie UniProt zawiera naturalne
substytucje w obrebie reszt aminokwaséw wiazacych Zn?*. W trakcie analizy otrzymanych
sekwencji wybrano 9 sekwencji motywow palcow cynkowych z zaburzong sferg
koordynacyjng — XCHH, CXHH, CCXH, CCHX (X oznacza inne niz Cys i His reszty
aminowkasowe) — obecnych w ludzkich oraz mysich czynnikach transkrypcyjnych,
zidentyfikowanych na poziomie biatka, ktore zostaly poddane dalszej charakterystyce
stabilnosciowej oraz funkcjonalnej. Przeprowadzone badania pokazaty, ze w przypadku
motywow palcoOw cynkowych z zaburzong sferg koordynacyjng, czwarte lub pigte miejsce
koordynacyjne moga zajmowac czgsteczki wody. Uzyskane pomiary stabilnosciowe wyraznie
wskazuja, ze powinowactwo dla motywow placow cynkowych, u ktorych brak jednej reszty
cysteinylowej, XCHH 1 CXHH, zostalo zmniejszone o okoto 4-5 rzedéw wielkosci
w porownaniu do motywow klasycznych palcow cynkowych dzikiego typu. Ponadto badania
spektroskopowe tychze palcéw pokazuja, ze tworzg one kompleksy ZnL (gdzie L oznacza
czasteczke palca cynkowego) poprzez zwigzanie metalu do mieszanych donorow {SNNOO},
potwierdzajac tym samym obecnos¢ dwoch czasteczek wody w sferze koordynacyjnej metalu.
Z drugiej strony, dane spektoskopowe uzyskane dla grupy palcow cynkowych zawierajacych
substytucje w obrebie reszt histydynylowych (CCXH 1 CCHX) pokazujg, ze palce te moga
tworzy¢ kompleksy ZnL, (CCXH) 1 ZnL (CCHX). W przypadku palcow cynkowych
tworzacych kompleksy Znl, jon metalu wigzany jest do donoréw siarkowych {SSSS}.
Natomiast dla palcow cynkowych tworzacych kompleksy ZnL. metal wigze si¢ do mieszanych
donorow {SNNO} sugerujac obecnos¢ czasteczki wody w sferze koordynacyjnej. Warto
zwroci¢ uwage, ze wyliczone state dysocjacji dla grupy palcéw cynkowych zawierajacych
substytucje w obrebie reszt histydynylowych pokrywajg si¢ z zakresem fluktuacji stezenia
wolnego Zn** w komoérce. Przeprowadzona analiza transferu Zn** w powszechnie znanym
komorkowym uktadzie buforujacym, jakim jest tioneina/metalotioneina, pokazuje, ze
w zaleznosci od sekwencji 1 powinowactwa motywy tych palcéw cynkowych byty nasycone
lub nienasycone Zn?* w obecnosci metalotioneiny. Wyniki te sugeruja regulatorowa role dla
motywow palcow cynkowych z zaburzong sfera koordynacyjng, ktorych state dysocjacji



pokrywaja zakres stezenia wolnego Zn?*. Otrzymane wyniki s3 pierwszymi opisanymi
w literaturze informacjami na temat naturalnie wystgpujacych motywow palcow cynkowych
z zaburzong sferg koordynacyjna, ktére moga by¢ funkcjonalne.

Pomimo ze natywnie palce cynkowe wysycone s3 jonami Zn?*, posiadaja réwniez zdolnos¢ do
wigzania innych metali, ktére po dostaniu si¢ do komorki, moga konkurowac
z Zn** prowadzac do reorganizacji strukturalnej motywow palcow cynkowych, wynikajacej
ze zmiany geometrii metalu w miejscu wigzacym. W konsekwencji reorganizacja strukturalna
w motywach palcow cynkowych prowadzi do zahamowania ich funkcji i tym samym do ich
toksycznosci. Z najnowszych badan srodowiskowych wynika, ze wzrost zawarto$ci jonéw Ag*
w $rodowisku wzrasta ze wzgledu na wszechobecne wykorzystanie nanoczastek srebra w wielu
produktach codziennego uzytku. Badania strukturalne dotyczgce wigzania jonow Ag"
do metalotioneiny pokazuja, ze Ag* wypiera Zn®" i wigze sie do centrum koordynacji w sposéb
liniowy. Wypieranie Zn?* przez Ag* w metalotioneinie sugeruje, ze w Ag* moze wypiera¢ Zn?*
z innych bialek, w tym rowniez z palcow cynkowych.

Z toksykologicznego punktu widzenia badania strukturalne dotyczgce wigzania jonow Ag* do
motywow  palcow cynkowych s3 istotnym obszarem zainteresowania, dlatego
w dalszym etapie projektu badawczego zbadano, czy obecno$¢ Ag" moze mie¢ wplyw
na strukture, geometri¢ oraz stabilno§¢ motywow palcéw cynkowych. W tym celu syntezie
poddano szereg zmiennych sekwencyjnie peptydow, opierajac si¢, jak dotad, na najlepiej
poznanej i przebadanej sekwencji konsensowej palca cynkowego Cp1-2015. Uzyskane wyniki
sugeruja, ze Ag" wypiera Zn?* z motywow palcow cynkowych zawierajacych dwie (CyszHisz,
CCHH), trzy (CyssHis2, CCCH), lub cztery (Cyss, CCCC) reszty cysteinylowe w sferze
koordynacyjnej. W trakcie wigzania Ag® do przebadanych motywow palcow cynkowych
tworza si¢ wysoce stabilne kompleksy AgnSn. Zmiany w geometrii wigzania metalu w sferze
koordynacyjnej prowadza do zniszczenia natywnej 1 wysoce uporzadkowanej struktury palcow
cynkowych. Aby okre$li¢ geometric wigzania Ag® do palcow cynkowych, zastosowano
rentgenowskg spektroskopie absorpcyjng (ang. X-ray Absorption Spectroscopy — XAS).
Badania XAS wykazatly, ze kazdy jon srebra zwigzany jest do dwoch donorow siarkowych,
ze $rednig odlegloscia Ag—S wynoszaca 2.41 A. Zaprezentowane wyniki badan strukturalnych
na temat kompleksow palcow cynkowych z Ag* stanowig solidny fundament dla zrozumienia
molekularnych podstaw toksycznos$ci srebra.

Ostatni etap projektu poswigcono charakterystyce fizykochemicznej i strukturalnej bogatego
w reszty cysteinylowe fragmentu wywodzacego si¢ z ludzkiego czynnika transkrypcyjnego 1
zaleznego od jonéw cynku (MTF1). Bialko MTF1 posrednio uczestniczy w regulacji Zn?*
w komorce poprzez metalo-zalezng regulacje biosyntezy wielu biatek cynkowych biorgcych
udzial w homeostazie Zn?* w komorce. Biatko MTF1 posiada na C-konicu unikalny motyw
bogaty w reszty cysteinylowe. Motyw ten jest wysoce zachowany u wyzszych eukariontow, co
moze sugerowac o jego wyspecjalizowanej roli w mechanizmie aktywacji biatka MTFL1.
Uzyskane wyniki bazujace na krotszym i dluzszym fragmencie motywu bogatego w reszty



cysteinylowe dowodza, Ze motyw ten jest zdolny do wigzania jondow Zn?" z warto$cia statej
dysocjacji zblizong do warto$ci otrzymanej dla motywow palcéw cynkowych, pokrywajacym
zakres fluktuacji stezenia wolnego Zn?* w komoérce.

W trakcie dalszej charakterystyki zaprezentowano, ze motyw bogaty w reszty cysteinylowe
podczas wigzania Zn?* tworzy dimer, ktérego obecno$é jest $cisle zwigzana z dostepnoscia
wolnego Zn?* w ukladzie. Tym samym, przy niskim stezeniu wolnego Zn?* jedynie
niezwigzana z Zn?* forma monomeryczna jest obecna, natomiast przy zwiekszaniu stezenia
wolnego Zn?*, powstaje dimeryczny kompleks cynkowy, prawdopodobnie z dwujadrowym
centrum ZnyL, (gdzie L oznacza czasteczke peptydu zawierajagcego motyw bogaty w reszty
cysteinylowe).



