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Moja praca doktorska opisuje popularne czujniki - FluoZin-3, Zinpyr-1 i Zinbo-5 pod
wzgledem ich sity wigzania jonu Zn(II) oraz zdolnosci do tworzenia kompleksow
trojsktadnikowych z ligandami o niskiej masie czasteczkowej, naturalnie wystepujacymi w

komorce i ptynach pozakomorkowych.

Jony Zn(Il) uczestnicza w prawie wszystkich procesach wewnatrzkomoérkowych i
zewnatrzkomoérkowych. Badania bioinformatyczne wykazaly, ze prawie jedna dziesigta
ludzkich biatek jest potencjalnie zaangazowana w wigzanie Zn(II). Dostepno$¢ cynku w
komorce jest $cisle kontrolowana ze wzgledu na udzial tych jonéw w metabolizmie, ekspres;ji
genow, naprawie DNA 1 przekazywaniu sygnatow. Zaburzenia w fizjologii cynku sg zwigzane
z podatnos$cig na infekcje, nowotwory, cukrzyce, udary i choroby neurodegeneracyjne. Dlatego

odpowiednia rownowaga Zn(II) jest kluczem do zdrowego organizmu.

Pula wewnatrzkomoérkowych jonow Zn(Il) jest na poziomie milimolarnym. Wigkszo$¢
tej puli jest zwigzana z biatkami. Reszta jest definiowana jako wymienialna (lub wolna),
poniewaz jest tatwo dostepna dla biatek, ale nie jest zwigzana z biatkami. Wymienialne jony
Zn(1l) sa niezbedne do aktywacji lub hamowania wielu procesow biologicznych. W praktyce
stezenie wewnatrzkomorkowych jondéw Zn(Il) okresla si¢ za pomoca czujnikow
fluorescencyjnych specyficznych dla jonéw Zn(II). W zaleznoS$ci od zastosowanego czujnika
wiele grup badawczych wyznaczalo stezenie wymienialnego cynku w zakresie od kilku do
kilkuset pikomoli na litr, co jest dramatycznie niskie w porownaniu z catkowitym stg¢zeniem

Zn(ll) w wigkszosci komoérek eukariotycznych. Dlatego pomiar wymienialnego cynku



wewnatrz komorki jest bardzo trudny i pozadane jest sprawdzenie dziatania komercyjnie

dostepnych czujnikow.

Hipoteza mojego projektu byto to, ze sygnaly wytwarzane przez niektore czujniki cynku sa
znieksztatcone z powodu obecnosci zwigzkéw / ligandow o niskiej masie czasteczkowej
(LMWL). Mozliwe, ze zwigzki te konkurujg z czujnikami o jony cynku i jednoczes$nie sg zdolne
do tworzenia z nimi kompleksow trojsktadnikowych. Celem moich badan byto zbadanie, ktore

metabolity tworzg kompleksy i jak modulujg sygnaty fluorescencyjne czujnikow.

Jako potencjalnie istotne ligandy o niskiej masie czasteczkowej (LMWL) wybrano
cytrynian, octan, ATP, histydyne, glicyng, kwas glutaminowy oraz zredukowany i utleniony
glutation. Dodatkowo zbadano rowniez fosforan nieorganiczny, ktory jest skladnikiem
wewnatrz- 1 zewnatrzkomorkowych uktadow buforujacych. Metabolity te wystepuja w
znaczacych stezeniach w warunkach fizjologicznych. Ponadto, ich stg¢zenia sg bardzo zmienne
ze wzgledu na ich udzial w procesach metabolicznych, np. ATP, cytrynian 1 glutaminian

oscylujg wraz z cyklem Krebsa, podczas gdy na poziom glutationu wptywa stres komaorkowy.

Eksperymenty wykazaty, ze wspotzawodnictwo 1 tworzenie trojskladnikowych
kompleksow z LMWL silnie wptywaja na fluorescencje Zn(Sensor). Sygnat fluorescencyjny
Zn(FluoZin-3) moze by¢ wygaszony nawet o osiemdziesigt procent przy stezeniu
fizjologicznym mieszaniny LMWL. Dodatkowo czujnik FluoZin-3 wolny i skompleksowany z
Zn(1II) zostat doktadnie zbadany w szerokim zakresie pH. Lacznie okreslono eksperymentalnie
osiem wartosci pKa oraz wyznaczono wartos¢ “°Kg kompleksu Zn(FluoZin-3) w pH 7,4 réwna

9,1 £0,4 nM (-log “Kgq = 8,04).

Moje badania eksperymentalne zaowocowaly zestawem stalych wigzania kompleksow
trojsktadnikowych Zn(Sensor)(LMWL). Wyniki pokazaty, ze FluoZin-3 tworzy najsilniejszy

kompleks trojsktadnikowy ze zredukowanym glutationem z Kiern rowna 2,8 x 108 M. Inne



testowane czujniki: ligand podwojny - Zinpyr-1 i ratiometryczny — Zinbo-5 tworzg najsilniejsze
trojsktadnikowe kompleksy z kwasem glutaminowym o K 0dpowiednio 4,7 x 10 M1 i 4 x

10" ML,

Ponadto uzyskane state trojsktadnikowe zastosowano w symulacjach numerycznych
rozktadow Zn(II) przy st¢zeniach fizjologicznych wybranych LMWL. Symulacje wykazaty, ze
Zn(FluoZin-3)(GSH) byl dominujaca frakcjg dla uktadu Zn(ll)/FluoZin-3 (ponad 47%
wymienialnego Zn(I1)); Zn(Zinpyr-1)(Glu) dominujaca frakcja dla Zn(11)/Zinpyr-1 (ponad 96%
wymienialnego Zn(Il)); oraz Zn(Zinbo-5)(Glu) — najliczniejszy (ponad 40%) w tych

symulacjach.

Metody  zastosowane w mojej pracy obejmowaly  spektrofluorymetrig,
spektrofotometrie, spektrometri¢ mas, dynamiczne rozpraszanie $wiatla i potencjometrig.
Wymagany sprzet byt dostgpny w Instytucie Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk.
Dodatkowy eksperyment przeprowadzono na spektrometrze NMR w Centrum

NanoBioMedical Uniwersytetu Adama Mickiewicza w Poznaniu.

Podsumowujac, moje eksperymenty wykazaty, ze obecno$§¢ wewnatrzkomorkowych
ligandow o niskiej masie czasteczkowej moze znaczaco wplywac¢ na sygnat fluorescencyjny
komercyjnych czujnikow cynku. Potwierdzitam obecno$¢ trdjsktadnikowych kompleksow
danych czujnikow z cynkiem oraz z niektorymi LMWL. Ponadto symulacje wskazuja, ze w
warunkach fizjologicznych mozliwe jest, ze czujniki s3 w stanie raportowa¢ wolne jony Zn?*
oraz Zn(ll) skompleksowany jednoczesnie z LMWL. Wyniki moich badan zostaty uzupetnione
zestawem statych trwalos$ci. Dzieki temu mozliwe jest uzyskiwanie rzeczywistych stezen jonow
Zn** za pomoca komercyjnie dostgpnych czujnikow. Wyniki w postaci plakatow zostaty
zaprezentowane na trzech konferencjach migdzynarodowych. Najwazniejsze ustalenia zostaty

szczegdtowo opisane w trzech opublikowanych artykutach naukowych.



