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Wyjasnienie elementéw homeostazy niklu i cynku(ll) u bakterii i grzybéw

Sumaryczny IF trzynastu prac = 56,88; liczba ich niezaleznych cytowan (z dn. 12.03.2018): 98 (tgcznie
39 prac z sumarycznym IF = 161.87; Indeks Hirscha = 13, 428 cytowan, w tym 309 niezaleznych).
Autora korespondujgcego oznaczono gwiazdka. IF dotyczy roku wydania prac.

H1. Watty Joanna, Potocki Stawomir, Rowifiska-Zyrek Magdalena*

Zinc homeostasis at the bacteria/host interface—from coordination chemistry to nutritional
immunity.

Chemistry-A European Journal, 2016, 22, 15992-16010.



IF: 5.317
Liczba niezaleznych cytowan: 4 (razem 7)

Méj wktad w powstanie tej pracy polegat na propozycji tematu, napisaniu wstepu i rozdziatéw ‘Zinc-
dependent immune-system response. Chosen aspects of nutritional immunity’, ‘Local zinc limitation’,
‘Competition for zinc inside the macrophage’, ‘Conclusions and Future Perspectives’, naniesieniu
poprawek do pozostatych rozdziatdw, prowadzeniu korespondencji z edytorem i redagowaniu
odpowiedzi na uwagi recenzentéw. Mdj udziat procentowy szacuje na 50%.

H2. Walencik Paulina K., Watty Joanna, Rowiriska-Zyrek Magdalena*
Fungal zinc homeostasis - a tug of war between the pathogen and host.
Current Medicinal Chemistry, 2016, 23, 3717-3729.

IF: 3.249

Liczba niezaleznych cytowan: 0 (razem 2)

Méj wktad w powstanie tej pracy polegat na propozycji tematu, napisaniu wstepu, podsumowania i
rozdziatdw ‘Zincosomes — the zinc-storage vesicles’, ‘A tug of war over zinc’, wyszukiwaniu literatury,
nadzorowaniu pisania i wprowadzeniu poprawek do pozostatych czesci pracy, prowadzeniu
korespondencji z edytorem i redagowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentéw. Mdj udziat procentowy
szacuje na 60%.

H3. toboda Dorota, Rowifska-Zyrek Magdalena*

Zinc binding site in Pral, a zincophore from Candida albicans.
Dalton Transactions, 2017, 46, 13695-13703.

IF: 4.029

Liczba niezaleznych cytowan: 1

Méj wkiad w powstanie tej pracy polegat na propozycji tematu, przeprowadzeniu (MS, NMR) lub
nadzorowaniu przeprowadzonych eksperymentéw i pomocy w ich interpretacji, napisaniu tekstu
publikacji, prowadzeniu korespondencji z edytorem i redagowaniu odpowiedzi na uwagi
recenzentéw. Mdj udziat procentowy szacuje na 70%.

H4. toboda Dorota, Rowifiska-Zyrek Magdalena*

Candida albicans zincophore and zinc transporter interactions with Zn(ll) and Ni(ll)
Dalton Transactions, 2018, 47, 2646-2654.

IF: 4.029

Liczba niezaleznych cytowan: 0

Méj wkiad w powstanie tej pracy polegat na propozycji tematu, przeprowadzeniu (MS, NMR) lub
nadzorowaniu przeprowadzonych eksperymentéw i pomocy w ich interpretacji, napisaniu tekstu
publikacji, prowadzeniu korespondencji z edytorem i redagowaniu odpowiedzi na uwagi
recenzentéw. Moj udziat procentowy szacuje na 70%.

H5. Rowiniska-Zyrek Magdalena*

Coordination of Zn** and Cu* to the membrane disrupting fragment of amylin.
Dalton Transactions, 2016, 45, 8099-8106.

IF: 4.029

Liczba niezaleznych cytowan: 3 (razem 5)



Méj udziat procentowy to 100%.

H6. toboda Dorota, Rowifiska-Zyrek Magdalena*

Zn(ll) - pramlintide: stability, binding sites and unexpected aggregation.
Journal of Inorganic Biochemistry, 2017, 174, 150-155.

IF: 3.348

Liczba niezaleznych cytowan: 0

Méj wkiad w powstanie tej pracy polegat na propozycji tematu, przeprowadzeniu (MS, NMR) lub
nadzorowaniu przeprowadzonych eksperymentéw i ich interpretacji, napisaniu tekstu publikacji,
prowadzeniu korespondencji z edytorem i redagowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentéw. Moj
udziat procentowy szacuje na 80%.

H7. RowiAska-Zyrek Magdalena*, Witkowska Danuta, Potocki Stawomir, Remelli Maurizio, Koztowski
Henryk

His-rich sequences —is plagiarism from nature a good idea?

New Journal of Chemistry, 2013, 37, 58-70.

IF: 3.159

Liczba niezaleznych cytowan: 22 (razem 31)

Méj wktad w powstanie tej pracy polegat na propozycji tematu, napisaniu rozdziatu ‘Other His-rich
sequences in proteins and peptides’, wstepu i podsumowania, prowadzeniu korespondencji z
edytorem i redagowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentéw. Mdj udziat procentowy szacuje na 40%.

H8. Koztowski Henryk*, Potocki Stawomir, Remelli Maurizio, Rowiriska-Zyrek Magdalena, Valensin
Daniela

Specific metal ion binding sites in unstructured regions of proteins.

Coordination Chemistry Reviews, 2013, 257, 2625-2638.

IF: 12.098

Liczba niezaleznych cytowan: 36 (razem 40)

Méj wktad w powstanie tej pracy polegat na wspdttworzeniu koncepcji pracy, napisaniu rozdziatow
‘Cysteines as anchoring sites for metal ions’, ‘Polyhistidine sequences vs. the Cys-Cys binding site’,
wstepu i konkluzji, pomocy w redagowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentéw. MJj udziat
procentowy szacuje na 25%.

H9. RowiAska-Zyrek Magdalena*, Zakrzewska-Czerwinska J., Zawilak-Pawlik Anna, Koztowski Henryk
Ni** chemistry in pathogens - a possible target for eradication.

Dalton Transactions, 2014, 43, 8976-8989.

IF: 4.197

Liczba niezaleznych cytowan: 9 (razem 13)

Méj wktad w powstanie tej pracy polegat na propozycji tematu, napisaniu ‘chemicznej’ czesci pracy
(rozdziaty ‘Nickel’s bioinorganic preferences’, ‘Tempting binding sites in Helicobacter pylori’,
‘Histidines — some useful statistics’, ‘Cysteine rich sequences in Helicobacter pylori — an anchoring
site for nickel ions’), wstepu i podsumowania, prowadzeniu korespondencji z edytorem i
redagowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentéw. Mdj udziat procentowy szacuje na 40%.



H10. Chiera Nadine M., Rowinska-Zyrek Magdalena*, Wieczorek Robert, Guerrini Remo, Witkowska
Danuta, Remelli Maurizio, Koztowski Henryk

Unexpected impact of the number of glutamine residues on metal complex stability.

Metallomics, 2013, 5, 214-221.

IF: 3.978

Liczba niezaleznych cytowan: 14 (razem 23)

Méj wktad w powstanie tej pracy polegat na propozycji tematu, przeprowadzeniu (MS) lub
nadzorowaniu (CD, UV-Vis, EPR, potencjomeria) eksperymentéw okreslajgcych stechiometrie,
miejsca wigzace i termodynamike niklowych kompleksdw, ich interpretacji i korelacji z wynikami
obliczen teoretycznych, napisaniu tekstu publikacji, prowadzeniu korespondencji z edytorem i
redagowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentéw. Méj udziat procentowy szacuje na 40%.

H11. Rowinska-Zyrek Magdalena, Potocki Stawomir, Witkowska Danuta, Valensin Daniela, Koztowski
Henryk*

The zinc-binding fragment of HypA from Helicobacter pylori: a tempting site also for nickel ions.
Dalton Transactions, 2013, 42, 6012-6020.

IF: 4.097

Liczba niezaleznych cytowan: 9 (razem 17)

Méj wktad w powstanie tej pracy polegat na propozycji tematu, nadzorowaniu syntezy peptydow,
opracowaniu i przeprowadzeniu eksperymentéw okreslajgcych stechiometrie i termodynamike
powstajgcych komplekséw (MS, CD, UV-Vis, potencjomeria), ich interpretacji i korelacji z wynikami
eksperymentdow spektroskopowych (NMR), przygotowaniu tekstu publikacji i pomocy w redagowaniu
odpowiedzi na uwagi recenzentéw. Mdj udziat procentowy szacuje na 40%.

H12. Rowinska-Zyrek Magdalena*

Peryplasmic HupE region-Ni*" interactions: thermodynamics, binding mode and competition with
Cu®*and zZn*".

Inorganica Chimica Acta, 2017, 460, 141-147 (praca na zaproszenie w specjalnym wydaniu
‘Bioinorganic chemistry — the new generation’).

IF: 2.002

Liczba niezaleznych cytowan: 0

Méj udziat procentowy to 100%.

H13. Rowiriska-Zyrek Magdalena*

Metal interactions with the transmembrane region of HupE Ni*" transporter explain its efficiency.
Journal of Inorganic Biochemistry, 2018, 180, 33-38.

IF: 3.348

Liczba niezaleznych cytowan: 0

Méj udziat procentowy to 100%.
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4.1. Cel naukowy podjetych badan

Infekcje wywotywane przez lekooporne bakterie zabijajg co roku co najmniej 700 000 osdb. W ciggu
ostatnich 30 lat nie wynaleziono zadnej nowej klasy antybiotyku, a opornos¢ na te juz istniejgce
dramatycznie wzrosta. Wedtug szacunkéw Komisji Europejskiej, jesli obecny stan wiedzy nie ulegnie
zmianie, w 2050 roku lekooporne bakterie i grzyby beda przyczyna ponad 10 milionéw zgondéw (Rys.
1). Nowe terapeutyki i sposoby specyficznego dostarczania ich bezposrednio do mikroorganizmoéw sg
intensywnie poszukiwane.

Deaths attributable to antimicrobial resistance every year by 2050
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317,000

Latin America
392,000 4,150,000

Source: Review on Antimicrobial Resistance 2014

Rysunek 1 Szacunki Komisji Europejskiej co do liczby $miertelnych infekcji spowodowanych
lekoopornymi mikroorganizmami.*

Obecnie stosowane antybiotyki celujg w szereg jasno okreslonych punktéw metabolizmu bakterii: (i)
uszkadzajg btone protoplazmatyczng (polimyksyny, lipopeptydy), (ii) blokujg synteze Sciany
komédrkowej (beta-laktamy, cycklczne glikopeptydy), (iii) blokujg synteze biatek (tetracykliny,
aminoglikozydy, makrolidy), (iv) blokujg synteze kwaséw nukleinowych (fluorochinolony, rifamycyny)
czy (v) innych szlakéw metabolicznych (sulfony, sulfonamidy).’

Podobnie wyglada sprawa lekéw przeciwgrzybicznych - wyrdzniamy terapeutyki (i) zaburzajace
funkcje btony komadrkowej (polienowe lub pochodne pirydonu), (ii) inhibitory biosyntezy ergosterolu
(azolowe, triazolowe, pochodne alliloaminy i fenylomorfoliny, (iii) inhibitory syntezy kwasow
nukleinowych (analogi cytozyny) oraz (iv) inhibitory syntezy $ciany komérkowej (echinokandyny).?

Rozsgdne wydaje sie poszukiwanie nowych klas terapeutykdw — celowanie w szlaki metaboliczne,
w ktére nie celujg jeszcze standardowe terapie, wobec ktdrych mikroorganizmy zdazyty nabraé
odpornosci.



Jedng z najwiekszych przeszkdd w znalezieniu skutecznych i specyficznych lekdw przeciwbakteryjnych
i przeciwgrzybicznych, ktére nie powodujg powaznych skutkéw ubocznych u pacjentéw, wynika
z faktu, ze mikroorganizmy dzielg wiele podstawowych szlakéw metabolicznych ze swoim ludzkim
gospodarzem (szczegdlnie grzyby (oba sg eukariotami), o wiele wiecej niz z prokariotycznymi
bakteriami). W celu opracowania wysoce specyficzne leku przeciwgrzybicznego Ilub
przeciwbakteryjnego, wazne jest, aby zrozumiec¢ i celowaé w rdinice w metabolizmie cztowieka
i drobnoustroju. Takg znaczacg rdznicg moze okazac sie system transportu i homeostaza cynku(ll)
i niklu(ll). Utrzymanie prawidtowej homeostazy tych jondw metali jest jednym z niezbednych
elementow dla przezycia i wirulencji bakterii i grzybow.

Swiat nauki zaczat rozwaza¢ tg zalezno$¢ jako potencjalny cel terapeutyczny okoto dziesieciu lat
temu, zauwazajgc zwigzek miedzy tzw. odpornoscia odiywcza (ang. ‘nutritional immunity’)
a homeostazg jonéw metali. Od tego czasu liczba prac, ktérych tematem jest zaréwno odpornosé
odzywcza, jak i homeostaza jondw metali, rosnie logarytmicznie (Rys. 2).
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Rysunek 2. Wyszukiwanie fraz ‘nutritional immunity’ i ‘metal ions’ w ISI Web of Knowledge
(1.03.2018).

Cynk to drugi (po zelazie) najbardziej rozpowszechniony metal bloku d w zywych organizmach,* jest
takze kluczowym czynnikiem wirulencji patogendw. Jest obecny w dysmutazie ponadtlenkowe] (SOD)
i innych centralnych enzymach bakterii i grzybéw zwigzanych z detoksykacjg reaktywnych form tlenu,
wytwarzanych przez komérki gospodarza podczas interakcji gospodarz-patogen.’ Metaloproteinazy
wigzgce cynk uczestnicza w inwazji patogenu; sg to np. metaloproteinazy ADAM lub deuterolizyna
(z dwoma histydynami wigzgcymi cynk i katalitycznym glutaminianem w jego centrum
katalitycznym).®” Warto wspomnie¢, ze jedng z grup enzyméw, ktére wymagaja jonéw Zn** jako
kofaktora, sg metalo-beta-laktamazy (np. New Delhi metalo-beta-laktamazy 1 (NDM-1)), zdolne do
dezaktywacji antybiotykéw beta-laktamowych, stosowane w leczeniu infekcji wielolekowych.?

Wychwycenie tego metalu nie jest trywialnym zadaniem; catkowite stezenie cynku w tkankach
gospodarza waha sie w zakresie od 11-23 pM, a stezenie wolnego Zn** to 0,1-1 nM.? Organizm
gospodarza wydaje sie zdawacé sobie sprawe z niezbednosci cynku dla grzybowych patogenéw
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i ogranicza (i tak juz skapy) poziom wolnego Zn*" poprzez aktywno$¢ wiasnych transporteréw lub
poprzez ekspresje biatek wiazacych cynk, takich jak np. produkowane przez neutrofile kalprotektyny.?

Jony niklu sg kolejnym przyktadem jonéw metali bloku d, ktére sg niezbedne dla patogendw; s3
kofaktorami dziewieciu enzymoéw: ureazy, hydrogenazy, dehydrogenazy tlenku wegla, syntazy
acetylo-CoA, dysmutazy ponadtlenkowej, reduktazy metylo-koenzymu-M, dioksygenazy, glioksalazy
i racemazy mleczanowej.’ Z wyjatkiem ureazy, enzymy te wystepuja tylko w mikroorganizmach
i dlatego sg doskonatym celem terapeutycznym. Warto wspomnieé, ze cztowiek nie posiada zadnego
niklowo-zaleznego enzymu i ten pierwiastek bytby catkowicie zbedny, gdyby nie obecnosc¢
potrzebujgcych niklu symbiotycznych bakterii w organizmach ssaczych.

Wyniki opisanego nizej cyklu prac, ktére stanowig mdj dorobek habilitacyjny majg istotny aspekt
poznawczy, ktdry ma przetozenie na rozwdj co najmniej kilku dziedzin: (i) po pierwsze, s wktadem
do pieknej, podstawowej chemii bionieorganicznej cynku i niklu — zostat wyjasniony sposdb
koordynacji, wskazane miejsca wigzania i wyjasniona termodynamiczna stabilnos¢; po drugie (ii),
uzyskane wyniki pozwalajg zrozumie¢ nieorganiczng biochemie biatek uwiktanych w homeostaze
i transport Zn** i Ni**; po trzecie (iii), doniesienia te moga by¢ pierwszym krokiem w kierunku
znalezienia nowych, specyficznych przeciwgrzybowych i przeciwbakteryjnych terapeutykéw opartych
na fragmentach biologicznie istotnych biatek (chaperonéw, cynkoforéw) potgczonych z lekiem
przeciwdrobnoustrojowym.

Ogdlnym celem badan przedstawionych w ponizszych pracach bylo wyjasnienie elementéw
homeostazy niklu(ll) i cynku(ll) u bakterii i grzybow. Cele szczegétowe to:

- zrozumienie chemii bionieorganicznej transportu Zn”* opartego na cynkoforach — wskazanie miejsca
koordynacji Zn** na cynkoforze Pral i cynkowym transporterze Zrtl z Candida albicans; okre$lenie
specyficznosci tego typu transportu wzgledem jonéw Zn*" i Ni**

- wyttumaczenie roli koordynacji jondw Zn** na przeciwdrobnoustrojowg efektywnosé¢ dziatania
amyliny; okreslenie geometrii wigzania i parametréw termodynamicznych powstajgcego kompleksu

- zrozumienie wptywu niekoordynujgcych reszt aminokwasowych na termodynamiczng stabilnos¢
niklowych komplekséw wybranych bakteryjnych biatek magazynujacych Ni**

- okreélenie roli pH i obecnoéci Ni** na wiazanie sie Zn®* do tzw. strukturalnego rejonu HypA,
bakteryjnego biatka uwiktanego w poprawne fatdowanie sie hydrogenazy

- wskazanie rejondéw i precyzyjnych donoréw wigzacych jony Ni**, Cu®* i Zn** w btonowym niklowym
transporterze HupkE; okreslenie termodynamiki wigzania i wyjasnienie specyficznosci transportera.

4.2. Najwazniejsze wyniki

4.2.1 Wychwyt jonédw Zn** przez bakterie i grzyby

Cynk jest jednym z kluczowych sktadnikéw odzywczych dla gatunkow ze wszystkich krélestw, bedac
strukturalnym lub katalitycznym sktadnikiem setek enzymodw, niezbednych dla przezycia zaréwno
patogennych mikroorganizmdw, jak i ich gospodarzy. 9% proteomu bakteryjnego i grzybowego to



biatka wigzace cynk; ich gtéwng funkcje jest regulacja transkrypcji i innych proceséw biologicznych.™
Jak wspomniano juz we wstepie — biatka wigzgce cynk(ll) sg podstawa wirulencji mikroorganizmdw i
nie ulega watpliwosci, ze wychwytywanie Zn®>* ma zasadnicze znaczenie dla zjadliwosci i przezycia
patogendéw w organizmie gospodarza. Wychwycenie tego metalu jest skomplikowanym procesem,
m.in. ze wzgledu na subnanomolowe stezenie wolnego Zn*".

Praca H1 jest przeglagdem homeostazy cynku u bakterii i ludzi. Wyjasnia znaczenie tego skfadnika
odzywczego dla patogendw, opisuje role czujnikéw cynku, regulatorow i transporteréw oraz
podsumowuje rézne systemy pobierania i rézine biatka zaangazowane w homeostaze cynku -
zarowno te uzywane do przechowywania, buforowania i sygnalizacji wewnatrz komarki, jak i te
wydalane w celu uzyskania Zn®* od gospodarza. Wyjasniono ludzka zalezng od cynku odpowiedz
uktadu odpornosciowego, ze szczegdélnym uwzglednieniem ‘cynkowej odpornosci odzywczej’ (ang.:
zinc nutritional immunity), procesu opisujgcego wspétzawodnictwo miedzy bakteriami lub grzybami
a zywicielem tego mikroorganizmu, podczas ktérego zaréwno patogen, jak i gospodarz prébujg
kontrolowaé dostepnos¢ cynku(ll). Ta wyrafinowana walka o Zn** moze by¢ uznana za potencjalny cel
dla nowych terapii przeciwbakteryjnych.

W ciggu ostatnich 30 lat, nie tylko antybiotykooporne bakterie, ale i lekooporne grzyby staty sie coraz
czestszym problemem — nowe terapeutyki i sposoby specyficznego dostarczania ich bezposrednio
do grzyba s3 intensywnie poszukiwane. Jedng z najwiekszych przeszkdd w znalezieniu skutecznych
i specyficznych lekéow przeciwgrzybicznych, ktére nie powodujg powaznych skutkéw ubocznych
u pacjentéw, wynika z faktu, ze grzyby dzielg wiele podstawowych szlakow metabolicznych ze swoim
ludzkim gospodarzem (oba sg eukariotami), o wiele wiecej niz z prokariotycznymi bakteriami. W celu
opracowania wysoce specyficzne leku przeciwgrzybicznego, wazne jest, aby zrozumie¢ i celowac
w roznice w metabolizmie cztowieka i grzyba. Znaczacg rdinica pomiedzy komdrkami
mikroorganizmow i ssakéw jest system transportu cynku, mikroelementu niezbednego dla prawie
wszystkich organizméw [H1, H2].

Chorobotwércze grzyby przystosowaty sie do natozonych przez gospodarza cynkowych limitéw
poprzez rozwdj dodatkowych mechanizméw pozyskiwania tego metalu — wydzielajg specyficzne
biatka chelatujace, ktére wiazg Zn*" i dostarczaja go do grzybowego transportera btonowego (sposéb
ich dziatania jest podobny do dobrze znanych sideroforow — sekretowanych przez bakterie lub grzyby
niskoczgsteczkowych nosnikdw zelaza).

Pojecie ‘cynkofor’ i odkrycie sposobu jego dziatania jest relatywng nowoscig w swiecie nauki. Citiulo
i wsp. wyjaénili szczegdty tego mechanizmu u C. albicans™: (i) po inwazji komdrek gospodarza,
w zasadowym pH i matej ilosci wewnatrzkomérkowego cynku wytwarzany jest Pral (ang. pH-
regulated antigen 1, antygen regulowany pH; 299 aminokwasowe biatko); (ii) Pral jest uwalniane
z powierzchni strzepkéw grzyba; jest to niezbedne dla wzrostu grzyba i powoduje uszkodzenia
érodbtonka gospodarza;? (i) Pral wiaze cynk z otaczajacych tkanek (wolny Zn®* lub zwiazany
do biatek gospodarza) i (iv) wraca do grzyba i za pomoca membranowego transportera Zrtl
przekazuje Zn*" komorce grzybowej (Rys. 3).'* Geny pral i zrt1 sg ko-ekspresjonowane.” Delecja
genu pral uniemotzliwia C. albicans wykorzystanie cynku gospodarza i tym samym nie pozwala
na wzrost grzyba i uszkadzanie otaczajacych komérek."
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Rysunek 3. Schemat pobierania Zn®* przez C. albicans z komérek gospodarza; sekretowany cynkofor
Pral wigze wolny lub zwigzany do innych biatek gospodarza cynk i wraca na powierzchnie grzyba,
gdzie oddziatuje z transporterem Zrt1 w celu przekazania Zn** komérce.

Jednym z celéw podjetych przeze mnie badan jest zrozumienie interakcji Zn** z cynkoforami
i transporterami cynku z Candida albicans, najczestszej przyczyny zakazen grzybiczych u ludzi. Ten
zazwyczaj bedacy komensalem grzyb bywa najczestszg przyczyna kandydozy — stanu obejmujacego
infekcje od powierzchownych, poprzez chroniczne az do przewlektych, systemowych i potencjalnie
zagrazajgcych zyciu candidemii.

ChcieliSmy zrozumieé¢ chemie bionieorganiczng transportu cynku do C. albicans opartg o cynkofor
Pral, ktéry dostarcza metal do transbtonowego transportera cynku Zrtl poprzez (i) wskazanie
miejsca wigzania Zn®* zaréwno na Pral, jak i Zrt1, (i) wyjasnienie termodynamiki interakcji Pral-zn*-
Zrt1 i (iii) okre$lenie selektywnosci tego typu transportu wzgledem jonéw Zn*" i Ni**.

Najbardziej popularne miejsca wigzania cynku(ll) w biatkach sa do$¢ dobrze opisane w literaturze.™
Gtéwne ligandy biorgce udziat w koordynacji to reszty His, Cys, tancuchy boczne reszt kwasowych,
czasteczki wody i, duzo rzadziej, Tyr, Asn, Ser i Thr. Ze wzgledu na geometrie wigzania i udziat
koordynujacych reszt mozna wyrdzni¢ sze$¢ klas miejsc wigzgcych cynk: (i) wigzanie cynku do
przynajmniej 3 reszt His w motywie HEXXHXXGXXH; (ii) wigzanie do trzech His, z ktérych dwie s3
w motywie HXH, a trzecia jest w oddalonej pozyciji; (iii) wigzanie do donordw His i Cys; (iv) udziat
dwdch His, reszty kwasowej faricucha bocznego Asp lub Glu i czgsteczki wody w wigzaniu; (v)
wigzanie Zn* tylko do kwasowych ligandéw oraz (vi) inny sktad ligandéw."” Naturalnie, chemia
koordynacyjna cynku w biomolekutach nie jest tak trywialna jak to opisano powyzej; istotna dla
stabilnosci tego typu komplekséw jest druga powtoka interakcji, ktdra obejmuje oddziatywania reszt
potozonych blisko miejsca wigzania. Dobrym przyktadem moze by¢ ten, ktéry opisano podrozdziale
4.2.3 dla komplekséw poliHis i poliGIn sekwencji z Ni**, w ktédrym region polyGln tworzy sie¢
kooperatywnych wigzan wodorowych, ktére chronig rdzen kompleksu przed i innymi
kompetycyjnymi ligandami [H10].

ZastosowaliSmy wyzej opisane reguty do odnalezienia miejsc wigzacych cynk w Pral (rejony
zaznaczone na czerwono na Rys. 4A; nasze przypuszczenia sg zgodne z pokazanymi przez Citiulo
i wsp.'). Istotnym zagadnieniem jest tez struktura biatka. Pracowaliémy z uktadami modelowymi —
peptydami, ktére sg fragmentami Pral. Struktura Pral nie zostata, jak dotad, rozwigzana, dlatego
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postuzylismy sie programem Phyre2 (wykorzystujagcym technike zdalnej homologii do modelowania
struktury biatek),'® ktory pokazat, ze Pral, a w szczegdlnosci jego C- koricowa czeé, jest catkowicie
nieustrukturyzowana, a wiec idealna do zastosowania naszego eksperymentalnego podejscia.
Rowniez struktura Zrtl, transportera cynku, pozostaje nierozwigzana. UzyliSmy Phyre2 do
modelowania struktury i przewidywania zewngtrz — i wewngatrzkomérkowych rejonéw tego
transportera. Okazuje sie, ze zewnatrzkomdrkowa cze$¢ Zrtl to N-koniec tego biatka (reszty 1-183,
Rys. 4B); ponadto, rejon ten jest wysoce nieustrukturyzowany.

\) Pral

MENYLLFCLFFARSY AAPY IVIRFYDASP TGY DWRADWVYEGFPIDSSUNATOYNQLS TGLOQEAL
LLAEMARDH T REFGSESPFFFREEY FOGNDTASAEVVGHFENYVVGADEKSSILFLUDDLDDRECKNDC
WAGYWROGSNISDOTIICDLSFY IRRYLSOQLOSGOY TVSKSKE TN IFWAGDLLHRFWHLESIGOLY
IENY ADTYEEYLELAOENSTY AVENSNSLIY Y ALDYY AYDVTIPGEGONGDGTSY KRSDFSSFED
SIEGEDSGASSTASSSHOMTDSNPSATTDANSHOC T THADGEYVIH

By £l
MEFTHLFFIGLLTRVYTETVIVLSTRSYRLATTESTPTRDGTVYLTLTROOSSSTSLNASTITTPPSN
SSASVOTTAVIDOCHFIINSVOY CVDGY GNEGSILPVPTNTNNLPTS Y DGO TISNDGDTFON DD
KEVOFVELEDEDDEESSSSSGKRKCHFHAGY EHCVIIDANHDAVTCERVERDY DIP

Rysunek 4. Sekwencja aminokwasowa cynkoforu Pral; B) Sekwencja zewngtrzkomorkowej, N-
koncowej czesci transportera Zrtl. Przewidywane miejsca wigzania Zn* wyrdzniono na czerwono.

Wyboru odpowiednich fragmentéw biatek, bedacych modelowymi miejscami wigzania cynku,
dokonano na podstawie dwdch kryteriéw: (i) s3 one w nieustrukturyzowanym rejonie oraz (ii)
zawierajg przewidywane miejsca (badz kilka miejsc) wigzacych cynk. Oparty na cynkoforach system
transportu Zn** jest bardzo dobrze zachowany réwniez u innych grzybéw; u A. fumigatus, dwa ko-
ekspresjonowane geny, zrfC i aspf2, sa odpowiednikami zrt1 i pral u C. albicans.” Wybraliémy takie
fragmenty biatek, ktére najprawdopodobniej wiazg Zn**, i ktérych sekwencja jest ewolucyjnie dobrze
zachowana w cynkoforach Pral z C. albicans i Aspf2 z A. fumigatus (43% homologii).

Na podstawie spektrometrii mas pokazaliSmy stechiometrie powstajacych komplekséw; badania
potencjometryczne pozwolity na wyznaczenie czesciowych i catkowitych statych trwatosci
utworzonych komplekséw; NMR pozwolit wskazaé precyzyjnie miejsca wigzania metalu. Poréwnanie
catkowitych statych tworzenia pokazato, ze C-konicowy region Pral (Ac-
SHQHTDSNPSATTDANSHCHTHADGEVHC-COOH) ma najwieksze powinowactwo do jondw Zn** (Rys.
5A). Najprawdopodobniej to wtasnie ten rejon cynkoforu jest odpowiedzialny za wigzanie metalu.
Spektroskopia NMR pokazata, ze C-koficowy region Pral wigze Zn** przez cztery histydylowe
imidazole (His288, His290, His292 i His298) (Rys. 6A) [H3]. Najprawdopodobniej jest to to miejsce,
ktore wchodzi w interakcje z transporterem cynku Zrt1.
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Rysunek 5 A) Wykres kompetycyjny miedzy fragmentami cynkoforu Pral: Ac-IEHY-NH,; Ac-AEHARDH-
NH,; Ac-SHQHT-NH,; Ac-SHCHTHADGEVHC-COOH i Ac-SHQHTDSNPSATTDANSHCHTHADGEVHC-
COOH oraz jonami Zn** oraz B) miedzy fragmentami transportera Zrtl (Ac-
KKCHFHAGVEHCVDDNNHDA-NH, i Ac-TDCHFHNS-NH,). Na podstawie catkowitych statych tworzenia
opisuje hipotetyczng sytuacje, w ktorej zmieszano ekwimolarne ilosci ligandéw i metalu. Wykres
przedstawia tworzenie sie kompleksu w réznych wartosciach pH, w 298 K, | = 0.1 M, [Zn**] = [L] =
0.001M.

Rysunek 6. Proponowany sposéb wiazania Zn*" do A) cynkoforu Pral i B) transportera Zrt1. Struktura
opiera sie na koordynatach symulowanych przez program Phyre2.*® Rysunek zostat wygenerowany za
pomoca Pymol.*®

Do wskazania precyzyjnych miejsc wigzania Zn** na N-koricowym, zewnatrzkomdérkowym rejonie
transportera Zrtl uzyliémy analogicznego podejscia eksperymentalnego. W fizjologicznym pH,
rejonem zdolnym do zwiazania Zn** okazat sie by¢ rejon KKCHFHAGVEHCVDDNNHDA (Rys. 5B).
Spektroskopia NMR wskazata imidazolowe azoty reszt His156, His161 i His168 oraz tiolowg siarke
Cys162 jako miejsca koordynacji Zn** (Rys. 6B) [H4].

Czy mozemy zatem sugerowacé, ze wyzej opisane rejony Pral i Zrt1 przekazujg sobie jon Zn*? Biorac
pod uwage chemie bionieorganiczng obu biatek, jest to wysoce prawdopodobne — na podstawie
obliczonych statych trwatoéci mozemy wywnioskowaé, ze w pH 7.4, okoto 85% dotepnego Zn*" bedzie
zwigzane do zewnatrzkomorkowego fragmentu transportera Zrtl, a tylko 15% - do oddziatujgcego
z nim cynkoforu Pral (Rys. 7) [H4]. Z punktu widzenia termodynamiki umozliwia to efektywny

12



transport Zn?* do wnetrza komoérki grzybowej (naturalnie, musimy pamietaé¢ o tym, ze praca na
fragmentach biatek in vitro nie odzwierciedla w petni ich funkcji in vivo — musza jg potwierdzic¢
badania biologiczne).

Zn(l1)-Ac-KKCHFHAGVEHCVDDNNHDA-NH,

Zrtl

free Zn(ll)
80

60

Zn2+

- HTDSNPSATTODANSHCHTHAD GEVHC-COOH

% formation relative to [Zn(l])]

20

Pral

Rysunek 7. Wykres kompetycyjny miedzy wigzacymi Zn>* fragmentami cynkoforu Pral i transportera
Zn* Zrtl (odpowiednio Ac-SHQHTDSNPSATTDANSHCHTHADGEVHC-COOH i Ac-
KKCHFHAGVEHCVDDNNHDA-NH,). Na podstawie catkowitych statych tworzenia opisuje hipotetyczng
sytuacje, w ktdrej zmieszano ekwimolarne ilosci ligandéw i metalu. Wykres przedstawia tworzenie sie
kompleksu w réinych wartoéciach pH, w 298 K, | = 01 M, [Zn*] = [Ac-
SHQHTDSNPSATTDANSHCHTHADGEVHC-COOH] = [Ac-KKCHFHAGVEHCVDDNNHDA-NH,] = 0.001M.
Linig przerywang zaznaczono pH fizjologiczne.

Innym istotnym aspektem funkcjonowania systemu transportu opartego na cynkoforach jest jego
specyficznosé dla danego jonu metalu. Ogdlnie przyjeto, ze Pral jest specyficzny dla cynku(ll). Czy
oznacza to, ze nie bedzie on przekazywat grzybowi innych niezbednych dla niego jonéw metali, ktére
majg powinowacwo do tych samych reszt aminokwasowych, co Zn*? Okreslilismy sposdéb wigzania
niklu(ll), kolejnego niezbedego dla przezycia i wirulencji jonu metalu, do badanych fragmentéw Pral
i Zrtl. Okazuje sie, ze Ni*, cho¢ w teorii posiada réwnie wysokie powinowactwo do grup, do ktérych
koordynuje Zn*, nie zaburza wigzania sie Zn** do badanych przez nas fragmentéw — w pH
fizjologicznym, do Pral wiaze sie duzo stabiej niz Zn** (w pH 7.4 mniej niz 20% Pral zwigze Zn?*, reszta
— Ni**), natomiast jego powinowactwo do Zrtl jest poréwnywalne do cynkowego; wynika to
najprawdopodoniej z faktu, ze rejon KKCHFHAGVEHCVDDNNHDA jest w stanie skoordynowa¢ dwa
jonu Ni** i tylko jeden jon Zn*" [H4].

Wyniki wyzej opisanycch badan mogg mieé znaczenie dla rozwoju co najmniej kilku dziedzin: (i) po
pierwsze, jest to wktad do podstawowej chemii bionieorganicznej cynku — wyjasniony zostat sposéb
koordynacji, wskazane miejsca wigzania i wyjasniona termodynamiczna stabilnos$¢; po drugie (ii),
uzyskane wyniki pozwalajg zrozumieé nieorganiczng biochemie cynkoforow, biatek, ktére s3
naprawde biologicznie istotne; po trzecie (iii), moze by¢ krokiem w kierunku znalezienia nowych,
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specyficznych przeciwgrzybowych terapeutykow opartych na fragmentach cynkoforow potgczonych
z lekiem przeciwgrzybicznym.

Przyjzyjmy sie blizej ostatniemu punktowi - czy nasze rozwazania sg naprawde istotne biologicznie,
i czy C-koncowy rejon Pral faktycznie jest rozpoznawany i wychwytywany przez C. albicans i czy sa w
stanie przenies¢ cynk do wnetrza grzyba in vivo? Odpowiedzi na to pytanie moglismy udzieli¢ dzieki
wspotpracy z Prof. Duncanem Wilsonem z Uniwersytetu w Aberdeen (jeden z odkrywcéw Pral), ktéry
zobrazowat wychwytywanie znakowanego fluorescencyjnie C-konncowego fragmentu Pral (AF647-
SHQHTDSNPSATTDANSHCHTHADGEVHC) przez C. albicans (Rys. 8, dane nieopublikowane) — okazuje
sie, ze dyskutowany przez nas C-koncowy fragment Pral jest rozpoznawany przez C. albicans
w podobny sposdb, co jego petnej dtugosci, dziesiecikrotnie wiekszy, natywny analog.

Rysunek 8. Wychwytywanie fluorescencyjnie znakowanego C-kornicowego fragmentu Pral (AF647-
SHQHTDSNPSATTDANSHCHTHADGEVHC) przez C. albicans (Malavia, toboda, Wilson, Rowiriska-Zyrek,
praca w przygotowaniu).

Zrozumienie sposobu pozyskiwania Zn** przez C. albicans otwiera nowe mozliwosci terapeutyczne,
oparte na lekach przeciwgrzybicznych zwigzanych z C-koricowym fragmentem cynkoforu Pral, ktéry
w selektywny sposéb dostrczatby lek do grzyba. Jaki lek powigzaé z Pral? Poza najbardziej
popularnymi lekami imidazolowymi lub triazolowymi warto przyjze¢ sie blizej tym opartych na
przeciwdrobnoustrojowych peptydach. Przykfad jednego z nich opisano w nastepnym podrozdziale.

4.2.2. Rola jonéw Zn** w tworzeniu ztogdéw amyloidowych przeciwdrobnoustrojowej amyliny

Ze wzgledu na generalny brak opornosci mikroorganizméw na peptydy przeciwdrobnoustrojowe
(ang.: antimicrobial peptides, AMP), sg one duza nadziejg na zostanie nowg, skuteczng klasg
terapeutykéw. Istnieje wiele sposobdw, na ktére AMP mogg oddziatywac na patogeny — poprzez
niszczenie bton komdrkowych, wytwarzanie reaktywnych form tlenu, hamowanie syntezy Sciany
komérkowej, kwaséw nukleinowych i biatek lub wychwytywanie istotnych dla patogenéw jonéw
metali. Jony Zn** maja dwojaki wptyw na aktywnosé peptydéw przeciwdrobnoustrojowych: (i) AMP
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wiazg je, dzieki czemu mikroorganizmy nie dostajg wystarczajgco duzo jondw metali istotnych dla ich
zycia i zjadliwosci (wychwytywanie jonéw metali, w tzw. ang. ‘nutritional immunity’) lub (ii) AMP
potrzebujg danego jonu metalu do wzmocnienia ich dziatania przeciwdrobnoustrojowego (jony
metali wptywajg na tadunek i/lub strukture AMP).

Przyktadem peptydu przeciwdrobnoustrojowego jest amylina (znana tez jako IAPP, ang. Islet Amyloid
Polypeptide);**,?° jest ona zaréwno peptydem przeciwdrobnoustrojowym, jak i neurohormonem
kontrolujgcym regulacje glikemiczng — synergicznym partnerem insuliny. Ten 37 aminokwasowy
polipeptyd wytwarzany przez komoérki beta trzustki, w przebiegu cukrzycy typu 2 (popularnej
chorobie metabolicznej, na ktérg choruje ponad 300 min osdb na sSwiecie) tworzy patologiczne
amyloidowe depozyty w obrebie wysp Langerhansa trzustki. Patologiczne fibryle amyloidowe
wystepujg u ponad 90% cukrzykéw i prowadzg do uszkodzen i dysfunkcji komodrek trzustki,
powodujac postep choroby.? Ludzka amylina jest wyjatkowo trudno rozpuszczalna i btyskawicznie

h.2% Mechanizm

fibryluje, skutkujgc stresem oksydatywnym i uszkodzeniami bton komdrkowyc
prowadzacy do konwersji natywnej postaci peptydu do nierozpuszczalnych fibryli pozostaje
niewyjasniony. Rosngca ilo$¢ doniesien sugeruje udziat jonéow cynku(ll) w procesie tworzenia
struktury beta kartki, mikrodepozytéw, a nastepnie fibrylarnych ztogéw.>*,>® Przeciwdrobnoustrojowa
skuteczno$é amyliny silnie zalezy od stopnia jej agregacji, a agregacja z kolei — od obecnosci jonéw

Zn2+.26

Ludzka posta¢ amyliny ma sekwencje KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGAILSSTNVGSNTY, z mostkiem
dwusiarczkowym pomiedzy resztami cystein 2 i 7 oraz z amidowanym C-koricem. Obie modyfikacje s3
konieczne do petnej aktywnosci biologicznej amyliny.”

W reakcji fibrylizacji amyliny, wczesne, tzw. prefibrylarne struktury sg ogromnie toksyczne dla
komoérek beta trzustki. Tworzace sie w nastepnym etapie struktury wtdkien amyloidu réwniez wydajg
sie mie¢ pewien wptyw cytotoksyczny, jednak ta koricowa posta¢ amyloidu jest duzo mniej toksyczna
od utworzonych wczesniej struktur prefibrylarnych.

N-terminalna domena amyliny obejmuje umownie aminokwasy od 1 do 19. Pierwsze 16
aminokwasow jest identyczne u wszystkich wymienionych gatunkdéw; na 18 miejscu w amylinie
ludzkiej (a takze tej wystepujgcej u konia, chomika i wiewiorki) znajduje sie histydyna, podczas gdy
we wszystkich innych polipeptydach (np. w niefibrylujgcej, szczurzej amylinie) jest ona zastgpiona
przez arginine. Substytucja ta wzbudzita szczegdlne zainteresowanie w kontekscie jej roli w procesie
fatdowania, fibrylacji i agregacji polipeptydu, sugerujac zalezno$¢ miedzy zdolnoscig wigzania jonow
metali a sktonnoscig do tworzenia fibryli i toksycznosciag neurohormonu — fragment 1-19 ludzkiej
amyliny, ktdry nie tworzy fibryli jest tak samo toksyczny jak peptyd o petnej dtugosci, podczas gdy ten
sam fragment szczurzej amyliny nie wykazuje zadnej toksycznosci.”®,*®,*® Podobnie ludzki fragment
20-29 amyliny jest w stanie fragmentowac btony komdrkowe, podczas gdy ten sam fragment szczurzy
(w ktérym trzy aminokwasy podstawione sg proling, ktéra uniemozliwia powstawaniu wtdkienek
amyloidu) nie wykazuje toksycznosci komdrkowej.*! C-terminalna cze$¢ amyliny (30-37), bedac
odcinkiem wysoce hydrofobowym, moze rowniez wspomagac proces fibrylacji.

Szczurza amylina wykazuje az 84% homologii sekwencji aminokwasowej z forma ludzka, a pomimo
tego nie tworzy fibryli. Polipeptydy te rdézni tylko szes¢ aminokwasow, z ktérych najwazniejszymi
substytucjami wydajg sie by¢ wspomniane wczesniej trzy proliny (Pro25, 28 i 29) obecne u szczura,
a nieobecne u ludzi, oraz reszta histydyny (His18) zastgpiona w amylinie szczurzej resztg argininy.
Proliny sg resztami, ktére najprawdopodobniej zapobiegajg tworzeniu sie drugorzedowych struktur,
a histydylowy imidazol z duzym prawdopodobienstwem bierze udziat w wigzaniu jonéw metali.
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Rownie istotny moze okazad sie zwigzek protonacji histydyny z tworzeniem fibryli — deprotonacja His
moze prowadzi¢ do szybszego formowania fibryli w poréwnaniu z warunkami nizszego pH (Rys. 9).

Pramlintyd: KCNTATCATCY RLANFIMHES NNFGPILPPT NVGSNTY-(NH, )
Ludzka amylina: KCNTATCATQ RLANFLWHES NNFGAILSST NVGSNTY-(NH, )
Szczurza amylina:  KCNTATCATQ RLANFLY“BS NNLGPLPPT NVGSNTY-(NH.,)

Rysunek 9. Sekwencje aminokwasowe pramlintydu oraz ludzkiej i szczurzej amyliny (numery uniprot
odpowiednio P10997 i P12969). Kolorami wyrdzniono substytucje jakim poddano amyline ludzka
i szczurzg w stosunku do pramlintydu. Histydynal8, ktéra najprawdopodobniej bierze udziat
W wigzaniu jonéw cynku i miedzi, wyrdzniono w ramce.

Ciekawym wariantem amyliny jest pramlintyd, jej syntetyczny analog — nowy, dopuszczony w USA
w 2006 roku do stosowania w leczeniu cukrzycy hipoglikemiczny lek stosowany u pacjentéow
u ktérych leczenie insuling nie przynosi pozgdanych efektéw. W sekwencji pramlintydu trzy
aminokwasy zostaty zastgpione prolinami (Pro 25, 28 i 29, jak w niefibrylujacej sekwencji szczurzej)
by zmniejszy¢ tendencje leku do tworzenia struktur wyzszego rzedu i agregowania. Zachowana
zostata natomiast kluczowa dla oddziatywar: z metalami histydyna (His18) (Rys. 9).%°

Celem naszych badan byto rozwianie kontrowersji narostych wokét roli Zn®* w procesie agregacji
amyliny poprzez precyzyjne wskazanie miejsc jego wigzania, okreslenie termodynamiki tworzacego
sie kompleksu i zrozumienie wptywu koordynacji Zn** na proces agregacji i tworzenia sie struktur
amyloidowych. Pracowali§my na dwodch analogach natywnej, silnie agregujgcej amyliny: na
pramlintydzie i fragmencie 1-19 amyliny.

Pokazaliémy, ze zarowno w przypadku amyliny,,o [H5], jak i pramlintydu [H6], selektywne
przesuniecia sygnatdw pochodzacych od korelacji Ha-HB His18 i wszystkich korelacji Ha Lysl
w obecnosci jondw cynku(ll) (Rys. 10) wskazujg na to, ze wigze sie on do imidazolu His18 i do grupy
N-koncowej aminowe]j Lysl, wymuszajgc w ten sposéb zgiecie gtdéwnego tancucha peptydowego
miedzy resztami 1 i 18 (Rys. 11) [H6). Analogiczny sposdb koordynacji zaobserwowano w przypadku
amyliny,_19 [H5].
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Rysunek 10. Widmo TOCSY 3 mM pramlintydu (czarne kontury) i 3 mM pramlintydu w obecnosci 1
ekwiwalentu Zn** (zielone kontury), pH 7.2, T = 298 K.

-

Rysunek 11. Sugerowany sposéb koordynacji kompleksu Zn**-pramlintyd [H6)].

Termodynamiczna stabilnoé¢ kompleksu Zn**-pramlintyd jest duzo wyzsza od stabilnosci Zn*'-
amylinai.ig — w pH 7.4, kompleks pramlintydu jest ponad dziesieciokrotnie bardziej stabilny niz jego
krotszy analog, co wskazuje na stabilizujgcg role rejonu 20-37 [H6]. Jeszcze bardziej ciekawy jest
wptyw tego rejonu na fibrylizacje kompleksu Zn**-pramlintyd — poczatkowo dobrze rozpuszczalna,
nieagregujaca amylina po ok. 20h od skoordynowania Zn** zaczyna tworzy¢ oligomeryczne agregaty,
podczas gdy sam peptyd pozostaje dobrze rozpuszczalny (Rys. 12) [H6].

Takie wywotane koordynacjg cynku(ll) zgiecie peptydu prowadzgce do opdznionej w czasie agregacji
moze by¢ czesSciowym wyjasnieniem procesu tworzenia prefibrylarnych, oligomerycznych form
amyliny, ktére sg znacznie bardziej toksyczne (zarowno dla mikroorganizmow, jak i dla ludzkich
komdrek B trzustki) niz duze ztogi amyloidowe.
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Rysunek 12. Obrazy z mikroskopu sit atomowych A) kompleksu Zn**-pramlintyd, inkubowane przez 24
godziny; B) pramlintyd, inkubowany przez 24 godziny; i C) przezroczystg ptytke z miki.

Btedne fatdowanie sie biatek jest powszechng cechg wielu chordb. Najbardziej popularnymi
przyktadami sg biatka uwiktane w neurodegeneracje - a-synukleina, B-amyloid, huntingtyna lub
biatko prionowe. Przez prawie dwie dekady bylismy swiadkami toczacej sie debaty na temat wptywu
jonéw metali na molekularne podstawy i, z kolei, na przebieg tych choréb.** Niedawno rozpoczeto
podobng dyskusje na temat amyliny, ktéra wykazuje liczne podobienstwa do wigzgcych metal neuro-
biatek tworzgcych amyloidy.

Powyzsze, zupetnie nieoczekiwane zjawisko agregacji kompleksu Zn**-pramlintyd stawia wigzanie
cynku(ll) do amyliny w zupetnie nowym swietle — zaréwno w przebiegu cukrzycy, jak i w terapii
przeciwdrobnoustrojowej, wyjasniajgc wptyw wigzania metalu na agregacje kompleksu.

4.2.3 Bakteryjne biatka magazynujace jony Ni**

Zrozumienie termodynamiki koordynacji niklu(ll) do jego potencjalnych miejsc wigzacych jest
waznym krokiem w kierunku znalezienia ‘stabych punktéw’ homeostazy tego metalu. Poszukujac
specyficznych, racjonalnych celéw terapeutycznych dla nowych lekéw przeciwdrobnoustrojowych,
skupitam sie na biatkach transportujgcych i magazynujacych nikiel(ll) — metal kluczowy dla przezycia
mikroorganizmdéw, a zbedny dla funkcjonowania komdrek ssaczych. Po szczegétowej analizie
sekwencji i struktur takich biatek (dostepnych odpowiednio w bazach danych uniprot i pdb) okazato
sie, ze wiele z nich jest niezwykle bogatych w reszty histydylowe [H7, H8, H9]. Nie jest zaskakujgce to,
ze histydyny znajdujg sie w biatkach wiazacych Ni** — reszta imidazolowa bardzo efektywnie wigze
ten jon metalu; dziwi natomiast duza liczba powtdrzen tej reszty aminokwasowej i/lub dtugosé
rejonéw typu ‘HHHHHH’. Wskazatam réwniez, ze wiekszos¢ sekwencji polihistydylowych znajduje sie
w silnie nieustrukturyzowanych rejonach [H9] i ze tego typu powtdrzenia wigzg nikiel(ll) silniej niz
motyw ATCUN, jedna z najsilniej wigzacych Cu®* i Ni** sekwencji biatkowych, ale tylko w pH nizszym
niz fizjologiczne [H7]. Kompleks, w ktorym nikiel(ll) wigze sie do sgsiadujgcych z sobg cystein (do
cysteinylowych tioli i znajdujgcego sie miedzy nimi amidowego atomu azotu) okazat sie by¢ trwalszy
zaréwno do niklowego kompleksu sekwencji polihistydylowych, jak i kompleksu z motywem ATCUN
[H8].

Pokazatam réwniez, w jaki sposéb powtdrzenia aminokwasow niebiorgcych bezposredniego udziatu
w koordynacji wptywajg na stabilno$¢ kompleksu peptydu z takim rejonem [H10]. Przeanalizowalismy
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szereg niklowych komplekséw N-koricowych rejonéw bakteryjnych biatek Hpn i Hpn-like (MAHHE-
NH,, MAHHEEQ-NH,, MAHHEQQ-NH,, MAHHEQQHQA-NH,, MAHHEEQHG-NH, i MAHHEQQQQQQA-
NH,), ktérych najbardziej prawdopodobna funkcja jest przechowywanie jondw Ni**. Opierajac sie na
wynikach spektrometrii mas, ktéra pokazata stechiometrie powstajgcych komplekséw, spektroskopii
UV-Vis i CD, pokazujacych bezposrednie otoczenie koordynacyjne Ni** oraz miareczkowan
potencjometrycznych, ktére pozwolity ustali¢ state tworzenia komplekséw tego metalu
z analizowanymi fragmentami biatek, pokazaliémy korelacje miedzy liczbg glutamin wystepujacych
w badanych sekwencjach, a stabilnoscig ich niklowych komplekséow. Okazato sie, ze im wiecej
glutamin w sekwencji, tym bardziej stabilne okazywaty sie by¢ badane kompleksy (Rys. 13A) — to
bardzo ciekawa zaleznos$¢, ze wzgledu na to, ze glutaminy nie biorg bezposredniego udziatu w
koordynacji. Jaka jest wiec ich funkcja? Obliczenia dynamiki molekularnej pokazaty, ze
niekoordynujgce tancuchy boczne glutamin tworzg sie¢ wigzan wodorowych, ktore
najprawdopodobniej chronig kompleks przed hydrolizg (Rys. 13B) [H10]. To odkrycie pozwala
spojrze¢ na sekwencje poliglutaminowe, nie tylko te wystepujgce w bakteryjnych biatkach
uwiktanych w homeostaze metali, ale takie w niektérych chorobach neurodegeneracyjnych,
z zupetnie nowej perspektywy.
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Rysunek 13 A) Wykres kompetycyjny, oparty na catkowitych statych tworzenia, przedstawiajgcy
hipotetyczng sytuacje, w ktérej zmieszano réwnomolowe (0.001 M) iloéci Ni**, MAHHE-NH,,
MAHHEEQ-NH,, MAHHEQQ-NH, i MAHHEQQHQA-NH,; B) Sie¢ wigzan wodorowych w kompleksie Ni—
MAHHEQQQQQQA-NH, [H10].

Homeostaza Ni** jest w nierozerwalny sposéb powigzana z homeostazg Zn** — oba metale
konkurujg o podobne miejsca wigzania. Dobrze obrazuje to przyktad biatka HypA, uwiktanego w
fatdowanie hydrogenazy (jego rola polega m.in. na dostarczaniu Ni** do hydrogenazy). HypA wiaze
jon Zn** w tzw. miejscu strukturalnym — nieustrukturyzowanej petli, zawierajacej w swojej sekwengiji
dwa motywy CXXC (ELECKDCSHVFKPNALDYGVCEKCHS). Pokazaliémy w jaki sposéb Zn** wigze sie do
tego rejonu HypA i dlaczego Ni**, metal o duzym powinowactwie to reszt tiolowych, nie wypiera
cynku z badanego fragmentu. Istniejg bardzo duze réznice w termodynamicznej stabilnosci obu
metali z rejonem petli HypA — jesli w fizjologicznym pH (pH=7.4) zmieszlibysmy réwnomolowe ilosci
metali i liganda, to ponad 98% badanego liganda bedzie wigzato jony Zn** [H11]. Potwierdza to
monitorowane za pomocg CD miareczkowanie omawianego kompleksu Ni** jonami n* —w miare
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dodawania Zn** zanikajg charakterystyczne dla niklowych komplekséw pasma [H11]. Diametralnie
rézna stabilnos¢ komplekséw wynika z réznych sposobdéw koordynacji w okotofizjologicznym pH —
Ni** wiaze sie do tiolowej siarki i poprzedzajacych ja amidowych atoméw azotu, podczas gdy Zn*'
koordynuje do czterech cysteinylowych tioli (Rys. 14). Ponadto, sposéb koordynacji Zn®* do
analizowanego rejonu petli HypA silnie zalezy od pH — w pH nizszym od 7.4 w wigzaniu biorg udziat
dwa imidazolowe azoty i dwa cysteinylowe tiole. Otrzymane wyniki pozwalajg zrozumiec (i) dlaczego
w biologii miejscem wigzania Zn®** w HypA jest nieustrukturyzowana petla HypA, a naturalnym
otoczeniem koordynacyjnym Ni** jest jego N-koricowa domena oraz (ii) w jaki sposéb pH-zalezna

koordynacja Zn** jest w stanie zmieni¢ konformacje biatka i sposéb wigzania Ni**.**

Rysunek 14. Sposéb koordynacji Zn*" (A) I Ni** (B) do rejonu petli biatka HypA [H11].

4.2.4 Transport metali

W  wiekszosci naturalnych $rodowisk bakteryjnych, dostepnos¢ niklu(ll) jest bardzo niska
(nanomolarna). Bakterie rozwinety wysoko wyspecjalizowane systemy transportu dla tego metalu, by
zapewnic jego dostepnosé dla niklowo-zaleznych enzyméw.** Importery Ni** mozna podzieli¢ na dwie
gtéwne kategorie: (i) pojedyncze polipeptydowe permeazy i (ii) ztozone transportery z rodziny (ang.)
‘ATP-binding cassette’, wykorzystujace energie hydrolizy ATP do transportu Ni**,** ktére mozna
podzieli¢c na kanoniczne importery ABC i niedawno odkryte czynniki transportujgce czynnik
energetyczny (ang. energy-coupling factor (ECF) transporters).®*® Pojedyncze polipeptydowe
permeazy dzielg sie na trzy grupy: transportery niklowo-kobaltowe (NiCoT), UreH i HupE/Ure).®
Ostatni z nich, HupE, jest ewolucyjnie dobrze zachowanym niklowych transporterem, obecnym
zarowno u pategennych bakterii, jak i u Rhizobium leguminosarum, Gram-ujemne] bakterii
wspotzyjacej z  roslinami  motylkowymi. Wedtug danych biologicznych, rejonami HupE
zaangazowanymi w transport Ni** sa: (i) peryplazmatyczna, N-koricowa domena odpowiedzialna za
wigzanie metalu (,,HVGLHADGTLAGLN3s) i btonowy rejon, ktdry przekazuje metal do wnetrza
komorki bakteryjnej (ssHPFSGLDH,s) (Rys. 15).3” Co ciekawe, pokazano, ze transport Ni** zaburza

obecno$é jondw Cu**.*®
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M:.’ }‘“ - Rysunek 15. Schematyczna budowa transportera HupE z

Rhizobium leguminosarum. Wskazano sekwencje

zaangazowane w transport Ni** 27

Okreslilismy specyficzno$¢ zaréwno peryplazmatycznej, jak i btonowej domeny HupE wzgledem

> obecnych w ziemiach, ktére sa naturalnym

natywnych jonéw Ni** oraz jonéw Cu* i Zn
Srodowiskiem, w ktérym wystepuje Rhizobium leguminosarum i ktére najprawdopodobniej moga by¢

inhibitorami transportu Ni**, konkurujac z nim o miejsca wigzace na HupE.

Za pomoca spektroskopii NMR precyzyjnie wskazaliémy miejsca wigzace Ni*', Cu®* i Zn* w
peryplazmatycznym i btonowym fragmencie biatka. W pH fizjologicznym (pH=7.4) peryplazmatyczny
rejon ,,HVGLHADGTLAGLN;s wigze badane metale w analogiczny sposéb, angazujgc w koordynacje
imidazolowy i aminowy atom azotu His1 (tzw. wigzanie histaminopodobne) i azot z imidazolu His5
(Rys. 16). Z termodynamicznego punktu widzenia, Cu** jest w stanie wyprze¢ Ni** z jego miejsca
wigzania w peryplazmatycznym fragmencie HupE, podczas gdy Zn** nie jest znaczacym konkurentem

dla Ni¥, ani w stezeniu réwnomolowym ([ligand] = [Ni*'] = [Cu®'] = [Zn*'] = 0.001 M), ani w

toksycznym stezeniu metali, przy ktorych liczba Rhizobium leguminosarum spada w glebie o kilka
rzedow wielkosci ([ligand] = [Ni**] + [Cu™] + [Zn®']; [Ni*] = 0.22 mM, [Cu®'] = 0.54 mM, [Zn*] = 2.52
mM)* [H12].

Rysunek 16. Wiazanie jonéw Ni*, zn* i Cu* do
peryplazmatycznej, N-koficowej domeny transportera HupE,
odpowiedzialnego za wigzanie metali (,,HVGLHADGTLAGLN;5). W
pH 7.4) peryplazmatyczny fragment wigze badane metale w
analogiczny sposdéb, angazujagc w koordynacje imidazolowy i
aminowy atom azotu Hisl (tzw. wigzanie histaminopodobne) i
azot z imidazolu His5.
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Powinowactwo btonowego fragmentu 3sHPFSGLDH,4; do jondw Ni**, Cu®" i Zn** jest analogiczne do
powinowactwa fragmentu peryplazmatycznego wzgledem wymienionych jondw metali (jony Cu®* sg
w stanie wyprze¢ z niego jony Ni**, chociaz sposéb koordynacji badanych metali do tego rejonu rézni
sie od siebie; w pH fizjologicznym, natywny Ni** koordynuje do do azotu imidazolowego His43 i
karboksylowe] reszty Aspd2. Cu®* z kolei wigze sie do imidazolowych azotéw His36, His43 i
poprzedzajacego His43 amidu; Zn®* wiaze sie jedynie do taficuchéw bocznych His36 i His43, a jego
sfere koordynacyjng uzupetniajg czgsteczki wody (Rys. 17).
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Rysunek 17. Schematyczny sposdb koordynacji jondw Ni**, Cu*" i Zn** do btonowego fragmentu HupE,
36HPFSGLDH,43, w pH 7.4.

Termodynamiczne parametry komplekséw utworzonych przez peryplazmatyczny [H12] i btonowy
[H13] fragment HupE okazaty sie by¢ sporym zaskoczeniem. Spodziewano sie, ze peryplazmatyczny
fragment bedzie wigzat Ni*" stabiej od fragmentu btonowego, ktéry ‘podaje’ transportowane jony
wgtgb komarki — taki sposdb koordynaci czynitby transport wydajnym. Zaobserwowano odwrotng
sytuacje — peryplazmatyczny fragment, HupE, ,,HVGLHADGTLAGLN;s, wigze Ni** z duzo wiekszym
powinowactwem niz transmembranowy rejon 3sHPFSGLDH4;. W pH fizjologicznym, tylko okofo 5%
dostepnego Ni** bedzie zwigzane do rejonu btonowego, w pH 5-6 — okoto 10%, a w pH 4.5 — 13%.
Pozostata cze$s¢ metalu pozostaje zwigzana do rejonu peryplazmatycznego. Pordwnanie
termodynamicznych parametrow komplekséw utworzonych przez peryplazmatyczny [H12] i blonowy
[H13] fragment HupE pozwala wyttumaczyé dlaczego jest on transporterem o S$rednim
powinowactwie i matej wydajnosci — jego peryplazmatyczny rejon wiaze Ni** z duzo wiekszym
powinowactwem niz odpowiedzialny za transport btonowy fragment ;sHPFSGLDH,;, ktdry przekazuje
Ni** do $rodka komérki. Ponadto, specyficznoéé obu rejonéw wzgledem badanych jonéw metali jest
podobna — jony Cu** wiazg sie do nich silniej niz jony Ni**, co ttumaczy dlaczego Cu®* jest inhibitorem
badanego transportera.

Oczywiscie nalezy pamieta¢ o tym, ze wyniki uzyskane in vivo, w srodowisku btonowym, mogg rdéznic
sie od tych uzyskanych in vitro dla wyizolowanych fragmentéw transportera; niemiej jednak
wskazanie sposobu koordynacji i zrozumienie zaleznosci miedzy termodynamikg komplekséw metali
z odpowiednimi fragmentami HupE i ich wptywem na wydajnos¢ dziatania transportera jest istotnym
wktadem w chemie bionieorganiczng niklowych transporteréw (wcigz znacznie mniej poznang niz
chemia bionieorganiczna metali duzo bardziej powszechnych w biologii, takich jak zelazo, miedz czy
cynk). Wykorzystanie podstawowej wiedzy o strukturalnych i termodynamicznych aspektach
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transporterow niklowych jest jednym z bardziej obiecujacych obszaréw badawczych, mogacych by¢
podstawg do zaprojektowania nowych, specyficznych terapii przeciwdrobnoustrojowych, takich jak
(i) strategia ‘konia trojanskiego’, w ktdrej odpowiednie antybiotyki sg potgczone z nikloforami i sg
przekazywane przez dany transporter lub pozostaja w jego bezposrednim otoczeniu® lub (ii)
strategia oparta na tzw. odpornosci odzywczej (ang. ‘nutritional immunity’), w ktérej zahamowany
zostatby transport Ni** do wnetrza patogenu.

4.3. Gtéwne osiggniecia:

Przedstawiony wyzej cykl prac wyjasnia elementy homeostazy niklu(ll) i cynku(ll) u bakterii i grzybow.
Do ich gtéwnych osiggniec zaliczam:

- okreslenie miejsc wigzacych Zn** w cynkoforze Pral z C. albicans; opisanie geometrii i
termodynamiki powstajgcych komplekséw i wskazanie C-koncowego rejonu biatka jako miejsca,
ktére wigze Zn** z najwiekszym powinowactwem;

- okreslenie miejsc wigzacych Zn** na nieustrukturyzowanej, N-koricowej domenie transportera cynku
Zrt1 z C. albicans i opisanie geometrii i termodynamiki powstajgcych kompleksow;

- zrozumienie chemii bionieorganicznej transportu Zn** opartego na cynkoforach (zrozumienie
interakcji Pral-Zrt1); zasugerowanie sposobu przekazywania Zn>* z cynkoforu na transporter Zn*';

- okreslenie specyficznosci transportu metali opartego na cynkoforach; pokazanie, ze mogg one
réwniez (z mniejsza wydajnoscig) transportowac jony Ni**;

- wskazanie miejsc koordynujgcych Zn*" na fragmencie amyliny 1-19 i pramlintydzie — nieagregujacym
analogu amyliny i opisanie termodynamiki powstajgcych komplekséw;

- zasugerowanie potencjalnego wptywu koordynacji jonéw Zn** na przeciwdrobnoustrojowa
efektywnos¢ dziatania amyliny; okreslenie geometrii wigzania i jego wptywu na strukture badanych
ligandéw (amylinai.ig i pramlintyd);

- okreslenie sposobu koordynacji i zrozumienie wptywu niekoordynujgcych powtdrzen polyGin na
strukture i zwiekszong termodynamiczng stabilnos¢ niklowych komplekséw N-korncowego rejonu
Hpn-like, bakteryjnego biatka magazynujacego jony Ni**;

- wskazanie roli specyficznych specyficznych rejonéw biatek chaperonowych z powtérzeniami polyHis
2+,

i polyGln, do ktérych najsilniej koordynuja jony Ni** i Zn**;

- wyttumaczenie wptywu pH i wiazania sie Ni** do N-koricowej domeny HypA, bakteryjnego biatka
uwiktanego w poprawne fatdowanie sie hydrogenazy na wiazanie sie Zn** do tzw. strukturalnego
rejonu tego biatka;

- wytlumaczenie przecietnej efektywnosci dziatania HupE, bakteryjnego transportera Ni**;

- wyjasnienie selektywnosci transportera HupE wzgledem jonéw Ni**, Zn** i Cu®*;
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4.4, Wykorzystanie wynikow:

Opisane wyzej badania idealnie wpisujg sie w nurt badan podstawowych, ktérych gtéwnym celem
jest (wedtug definicji) ‘zdobycie nowej wiedzy o podstawach zjawisk i obserwowalnych faktéw bez
nastawienia na bezposrednie zastosowanie praktyczne’. Bez badan podstawowych, nie mogtyby
istnie¢ badania aplikacyjne.

Cel badan powstat z ciekawosci naukowej, a nie z potrzeby znalezienia praktycznego rozwigzania
danego problemu, jednak trudno bytoby upiera¢ sie przy tym, ze opisane wyzej badania nie majg
potencjatu aplikacyjnego. Termodynamiczna i strukturalna charakterystyka cynkoforow czy

transporteréow Zn** i Ni**

moze stanowi¢ podstawe, pierwszy krok w kierunku racjonalnego
projektowania potencjalnych lekéw specyficznych wobec mikroorganizméw, ktére mogg by¢ oparte
np. na tradycyjnym leku potgczonym z czescig cynkoforu, ktora jest szczegdlnie rozpoznawana przez
grzybowy przenosnik lekéw. Pierwsze badania biologiczne, ktére pokazujg, ze Candida albicans

rozpoznaje C-koricowy rejon Pral, zostaty juz wykonane (patrz Rysunek 8 i jego opis).

Pomimo tych wstepnych, bardzo obiecujgcych danych na temat potencjalnego wykorzystania wyzej
opisanej wiedzy, w moim odczuciu jest ona nadal przede wszystkim interesujgcym wktadem po
pieknej, podstawowej chemii bionieorganicznej, pozwalajagcym na lepsze zrozumienie podstawowych
mechanizmdéw chemicznych. Prace sg oparte na dobrze kontrolowanych eksperymentach i uwaznych
obserwacjach i chociaz sg to wyraznie podstawowe badania, to wyraznie widac, ze jest to fundament
(tzw. ‘cegta w scianie’) w projektowaniu skutecznych, specyficznych i selektywnych lekéw do
stosowania w ukierunkowanej terapii przeciwdrobnoustrojowej.

5.1. Podsumowanie dorobku naukowego

1. Liczba publikacji opublikowanych w czasopismach z bazy Journal Citation Reports: 39

2. Liczba publikacji opublikowanych w czasopismach z bazy Journal Citation Reports po uzyskaniu
stopnia doktora: 29

3. Sumaryczny IF: 161.87
4. Sredni IF: 4.15

5. Liczba wszystkich cytowan: 428; cytowani niezaleznych: 309 (wg Web of Science, dane z dn.
20.03.2018

6. Indeks Hirscha: 13
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5.2. Publikacje stanowigce dorobek naukowy (poza cyklem publikacji wymienionym w punkcie 4b),

opublikowane w czasopismach z bazy Journal Citation Reports:

Po uzyskaniu stopnia doktora:

1.

Belotti D., toboda D., Rowinska-Zyrek M.* Remelli M.*, Investigation on the metal binding
sites of a putative Zn(ll) transporter in opportunistic yeast species Candida albicans, New
Journal of Chemistry, 2018, DOI: 10.1039/C8NJO0533H.

toboda D., Koztowski H., Rowinska-Zyrek M.*, Antimicrobial peptide — metal ion interactions
— a potential way of activity enhancement, New Journal of Chemistry, 2018, DOI:
10.1039/C7NJ04709F.

Hecel A., Watly J., Rowifiska-Zyrek M., Swigtek-Koztowska J., Kozlowski H., Histidine tracts in
human transcription factors: insight into metal ion coordination ability, Journal of Biological
Inorganic Chemistry, 2018, 23, 81-90.

Watty J., Hecel A., Rowiriska-Zyrek M.*, Kozlowski H., Impact of histidine spacing on modified
polyhistidine tag — metal ion interactions, Inorganica Chimica Acta (praca na zaproszenie,
specjalne wydanie z okazji jubileuszu Prof. Sovago), Inorganica Chimica Acta, 2018, 472, 119-
126.

todyga-Chruscinska E., Pilo M., Zucca A., Garribba E., Klewicka E., Rowinska-Zyrek M.,
Symonowicz M., Chrusciinski L., Cheshchevik V. T., Physicochemical, antioxidant, DNA
cleaving properties and antimicrobial activity of fisetin-copper chelates, Journal of Inorganic
Biochemistry, 2018, 180, 101-118.

Watty J., Hecel A., Kotkowska P., Koztowski H., Rowifiska-Zyrek M.*, Poly-Xaa sequences in
proteins - biological role and interactions with metal ions : chemical and medical aspects.,
Current Medicinal Chemistry, 2018, 25, 22-48.

Remelli M., Guerrini R., Pontecchiani F., Potocki S., Rowiriska-Zyrek M., Watly J., Kozlowski H.,
Zn(l1) and Ni(ll) complexes with poly-histidyl peptides derived from a snake venom (praca na
zaproszenie, specjalne wydanie z okazji jubileuszu Prof. Sovago), Inorganica Chimica Acta,
2018, 472, 149-156.

Kotkowska P., Hecel A., Kedzierska D., Ostrowska M., Walencik P., Watty J., Zdyb K., Spodzieja
M., Rodziewicz-Motowidlo S., Potocki S., tuczkowski M., Gumienna-Kontecka E., Rowinska-
Zyrek M.*, HENRYK - an endless source of metal coordination surprises, Journal of Inorganic
Biochemistry, 2016, 163, 258-265.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Rowinska-Zyrek M., Skilandat M., Sigel R. K. O., Secondary structure confirmation and
localization of Mg(ll) ions in the mammalian CPEB3 ribozyme, RNA - A Publication of the RNA
Society, 2016, 22, 750-763.

Lodyga-Chruscinska E., Symonowicz M., Sykula A., Bujacz A., Garribba E., RowiAska-Zyrek M.,
Oldziej S., Klewicka E., Janicka M., Krolewska K., Cieslak M., Brodowska K., Chruscinski L.,
Chelating ability and biological activity of hesperetin Schiff base, Journal of Inorganic
Biochemistry, 2015, 143, 34-47.

Rowinfska-Zyrek M.*, Salerno M., Koztowski H., Neurodegenerative diseases — understanding
their molecular bases and progress in the development of potential treatments, Coordination
Chemistry Reviews, 2015, 284, 298-312.

Rowinska-Zyrek M., Skilandat M., Sigel RKO., Solution structure and metal ion binding sites of
the human CPEB3 ribozyme's P4 domain, J. Biol. Inorg. Chem., 2014, (19)6, 903-912.

Pontecchiani F., Simonovsky E., Wieczorek R., Barbosa N., Rowiriska-Zyrek M., Potocki S.,
Remelli M., Miller Y., Koztowski H., Unusual binding mechanism of Cu(ll) ions to the poly-
histidyl domain of a peptide found in the venom of an African viper Dalton Trans., 2014,
43(44), 16680 - 16689

Rowinska-Zyrek M., Skilandat M., Sigel RKO., ‘Hexaamminecobalt(lll) — Probing Metal lon
Binding Sites in Nucleic Acids by NMR’ Z. Anorg. Allg. Chemie, 2013, 639. 1313.

Witkowska D., Politano R., Rowirniska-Zyrek M., Guerrini R., Remelli M., Koztowski H., ‘The
coordination of Nill nad Cull ions to the polyhistidyl motif of Hpn proteins: is it as strong as
we think?’, Chem. Eur. J., 2012, 18, 11088.

Witkowska D., Valensin D., Rowiriska-Zyrek M., Karafova A., Kamysz W., Koztowski H.,
‘Coordination of Ni2+ and Cu2+ to metal ion binding domains of E.coli SlyD protein.” J.
Inorg. Biochem., 2012, 107, 73.

Przed uzyskaniem stopnia doktora:

17.

Witkowska D., Rowiriska-Zyrek M., Valensin G., Koztowski H., ‘Specific poly-histidyl and poly-
cysteil protein sites involved in Ni2+ homeostasis in zHelicobacter pylori. Impact of Bi3+ ions
on Ni2+ binding to proteins. Structural and thermodynamic aspects.’, Coord. Chem. Rev.,
2012, 256, 133.
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18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

Potocki S., Rowiriska-Zyrek M., Witkowska D., Pyrkosz M. J., Szebesczyk A., Krzywoszynska K.,
Koztowski H.. ‘Metal transport and homeostasis within the human body : toxicity associated
with transport abnormalities.’, Curr. Med. Chem., 2012, 19, 2738.

Pap J. S., Szyrwiel t., Rowiriska-Zyrek M., Nikitin K., Fritsky I. O., Koztowski H., ‘An efficient
copper(lll) catalyst in the four electron reduction of molecular oxygen by L-ascorbic acid.’, J.
Mol. Catal. A: Chem., 2011, 334, 77.

Rowinska-Zyrek M., Witkowska D., Bieliiska S., Kamysz W., Koztowski H., ‘The -Cys-Cys- motif
in Helicobacter pylori's Hpn and HspA proteins is an essential anchoring site for metal ions.’,
Dalton Trans., 2011, 40, 5604.

Potocki S., Rowiriska-Zyrek M., Valensin D., Krzywoszyniska K., Witkowska D., tuczkowski M.,
Koztowski H., ‘Metal binding ability of cysteine-rich peptide domain of ZIP13 Zn2+ ions
transporter.’,Inorg. Chem., 2011, 50, 6135.

Krzywoszynska K., Rowifiska-Zyrek M., Witkowska D., Potocki S., tuczkowski M., Koztowski H.,
‘Polythiol binding to biologically relevant metal ions.’, Dalton Trans., 2011, 40, 10434.

Rowinska-Zyrek M., Witkowska D., Valensin D., Kamysz W., Koztowski H., ‘The C terminus of
HspA—a potential target for native Ni(ll) and Bi(lll) anti-ulcer drugs.’, Dalton Trans., 2010, 39,
5814.

Zyrek M., Gumienna-Kontecka E., Szewczuk Z., Fritsky I. O., Koztowski H., ‘Copper(ll)-
aminohydroxamate ternary complexes evidenced by mass spectrometry.’, Arkivoc, 2009, Pt.
3, 145.

Rowinska-Zyrek M., Valensin D., Szyrwiel ., Grzonka Z., Koztowski H., ‘Specific interactions of
Bi(lll) with the Cys-Xaa-Cys unit of a peptide sequence.’, Dalton Trans., 2009, 9131.

Valensin D., Szyrwiel t., Camponeschi F., Rowinska-Zyrek M., Molteni E., Jankowska E.,
Szymanska A., Gaggelli E., Valensin G., Koztowski H., ‘Heteronuclear and homonuclear Cu2+
and Zn2+ complexes with multihistidine peptides based on zebrafish prion-like protein.’,
Inorg. Chem., 2009, 48, 7330.
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5.3. Ksigzki i monografie:

1. Rowinska-Zyrek M.*, Koztowski H., Nickel binding sites : coordination modes and thermodynamics
/ The biological chemistry of nickel., Cambridge: Royal Society of Chemistry, 2017, 43-59 , ISBN 978-
1-78262-498-1, 10.1039/9781788010580-00043

2. Musiari A., Rowinska-Zyrek M., Gallo S., Sigel RKO., Metal ions in ribozymes and riboswitches /
DNA in supramolecular chemistry and nanotechnology., Chichester: John Wiley and Sons, 2015, 412-
433, ISBN 978-1-118-69686-6, 10.1002/9781118696880.ch5

3. Rowinska-Zyrek M., Valensin D., tuczkowski M., Koztowski H., Prion disease / RSC Metallobiology
Series. No. 1, Mechanisms and metal involvement in neurodegenerative diseases., Cambridge: Royal
Society of Chemistry, 2013, 118-162, ISBN 978-1-84973-588-9, 10.1039/9781849735896-00118

4. Koztowski H., Witkowska D., Rowiriska-Zyrek M., Chemia nieorganiczna i medycyna / Misja nauk
chemicznych., Poznan: Wydawnictwo Nauka i Innowacje, 2011, 141-151, ISBN 978-83-934106-0-6

5.4. Prace redakcyjne:

1. Zamble D., Rowifska-Zyrek M., Koztowski H., The biological chemistry of nickel., Cambridge: Royal
Society of Chemistry, 2017, 1-380, ISBN 978-1-78262-498-1, 10.1039/9781788010580

The Biological
Chemistry of Nickel

Edited by Deborah Zamble, Magdalena Rowiriska-Zyrek
and Henryk Kozlowski

ROYAL SOCIETY
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2. Koztowski H., Gumienna-Kontecka E., Rowiriska-Zyrek M., Journal of Inorganic Biochemistry :
special issue : ISMEC 2015 Wroctaw., Amsterdam: Elsevier, 2016, 1-374
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5.5 Podsumowanie dziatalnosci naukowej

Problematyka, ktéra bardzo intensywnie zajmowatam sie podczas swojej pracy naukowej byta
chemia bionieorganiczna rybozyméw.”',> W szczegdlnosci skupitam sie na korelacji miedzy
zdolnoscia wiazania jonéw Mg*, struktura i funkcjg pierwszego ze znanych ludzkich rybozyméw,
CPEB3. Rozwigzaliémy jego czeéciowa strukture® i pokazaliémy role magnezu(ll) w tworzeniu
struktury trzeciorzedowej katalitycznie aktywnego rybozymu — wskazaliSmy precyzyjne miejsca
wigzania Mg®* i okresliliémy charakter koordynacji (zewnatrz- i wewnatrzsferowy).** Pokazalismy, ze
ok. 85% trzeciorzedowe] struktury CPEB3 tworzy sie bez udziatu Mg®*, a jedynie w obecnosci
jednododatnich jonéw metali (Na*, K'). Milimolowe stezenia Mg** sprzyjajg bardziej zwartemu
fatdowaniu sie rybozymu i prowadzg do tworzenia dodatkowych struktur w jego rdzeniu, ktory
zawiera wewnetrzny maty pseudowezet i miejsce aktywne.** Pokazaliémy réwniez podobieristwa
struktury CBEP3 do struktury rybozymu HDV (Hepatitis Delta Virus), sugerujgc wspdlnego w ewolucji

przodka.”

Tematyka zajmowatam sie w ramach mojego stazu podoktorskiego, finansowanego przez stypendium
Marie Curie IEF i Sciex-NMS (szczegéty w p. 3 autoreferatu). Ze strony metodologicznej, staz
podoktorski pozwolit mi na opanowanie techniki NMR, ktdrg obecnie wykorzystuje do rozwigzywania
struktur biomolekut.

W ciggu ostatnich lat zajmowatam sie rowniez szeroko pojetg chemig koordynacyjng biatek z
sekwencjami typu ‘polyXaa’*® (w szczegdlnosci polyHis), pokazujac wptyw iloci imidazoli i ich
rozmieszczenia w sekwencji na efektywnos$¢ koordynacyjna.”’,*® Szczegélnie ciekawym przypadkiem
okazaty sie by¢ sekwencje polihistydylowe w peptydach z jadu weza; udowodnilismy, ze liczba
histydyn nie koreluje ze stabilnoscig komplekséw tworzonych przez zawierajace je peptydy z jonami
Cu®, Zn* czy Ni**; pokazaliémy tez, ze koordynacja Cu*" indukuje tworzenie sie struktury o-
heIikaInej.“g,50

W obszarze moich zainteresowan znajdowata sie rowniez rola metali w rozwoju chordéb
neurodegeneracyjnych. W pracy przegladowej’! zostaty podsumowane dotychczasowe informacje o
roli metali w agregacji biatek uwiktanych w choroby neurodegeneracyjne; opisane zostaty znane nam

dotad terapeutyki (albo podsumowane zostaty préby znalezienia takowych).

W ostatnich miesigcach zajeliémy sie problemem wptywu jonéw Zn** i Cu** na strukture i aktywno$¢
biologiczng peptydéw przeciwdrobnoustrojowych.” Kilka tygodni temu, nasz pomyst zostat
doceniony przez NCN i otrzymat finansowanie w ramach projektu SONATA-BIS.

6.1. Staze zagraniczne

Po doktoracie:

06. 2012 - 03.2015 staz podoktorski na Uniwersytecie w Zurychu, Instytut Chemii Nieorganicznej,
finansowany przez Marie Curie Intra-European Fellowship i stypendium Sciex-NMS;
w ramach projektu wskazatam role jondw metali i rozwigzatam pierwszg strukture
ludzkiego rybozymu — CPEB3
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07.2014 Intensywny kurs ‘EMBO Paramagnetic NMR summer school’, Florencja, Wtochy

Przed uzyskaniem tytutu doktora:

04.2009 - 05.2009, 12.2009 oraz 12.2010 — pomiary NMR na Uniwersytecie w Sienie — pozwolity wskazac

miejsca wigzgce bizmut w peptydach

07.2007 - 11.2007- staz w firmie Thermometric AB i (dodatkowe badania w BioVitrum AB) (Sztokholm,

Szwecja); celem projektu byto opracowanie formuty emulsji — wypetniacza do
szczepionek; badania kalorymetryczne (ITC)

6.2. Realizowane projekty badawcze

Po doktoracie:

NCN SONATA BIS 7 (‘Oddziatywanie przeciwdrobnoustrojowych peptyddéw z jonami metali -
zrozumienie relacji miedzy chemia koordynacyjna, strukturg, termodynamika a sposobem
dziatania’), 2018-2023, kierownik projektu

NCN MAESTRO 9 (‘Metalofory - zrozumienie (i wizualizacja) transportu metali w patogenach,
by pomdc gospodarzowi oszukaé najezdzcow’), 2018-2023, wykonawca projektu

NCN SONATA 7 (“Zrozumienie oddziatywan cynku z cynkoforami i transporterami Zn(ll) w
grzybowych patogenach’, nr umowy UMO-2014/13/D/STS/02868), 2015-2018, kierownik
projektu

Grant dla mtodych doktoréw z dotacji celowej MNiSW, (‘Selektywnos¢ domen triad
polihistydylowych zewnatrzkomdrkowych biatek dwoinki zapalenia ptuc wzgledem jonéw
cynku(Il) i niklu(11)’), 1.07.2017-30.09.2018, nr 0420/2655/17, kierownik projektu

KNOW 12 (“Zrozumienie selektywnosci stafylopiny, metaloforu z gronkowca zfocistego’),
1.01-31.12.2017, kierownik projektu

Grant dla mtodych doktoréw z dotacji celowej MNiSW (‘Rola jondw Zn(ll) i Cu(ll) w tworzeniu
ztogéw amyloidowych amyliny i pramlintydu’, 1.06.2015-30.09.2016, nr 1493/M/WCH/15,
kierownik projektu

Marie Curie Intra-European Fellowship, pdéttoraroczny staz podoktorski HumanRib, 329700
(‘Metal ion binding - stucture - function relations of the human CPEB3 ribozyme’), PEOPLE,
Marie Curie Intra European Fellowship, FP7-MC-IEF, Project number: 329700 (Instytut Chemii
Nieorganicznej, Uniwersytet w Zurychu, 1.10.2013-30.03.2015)

Sciex-NMS, roczny staz podoktorski (Instytut Chemii Nieorganicznej, Uniwersytet w Zurychu,
1.09.2012-30.09.2013)

Przed uzyskaniem tytutu doktora:

Grant promotorski nr KBN N N204 183340, 2011
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6.3. Nagrody uzyskane za dziatalno$¢ naukows

Stypendium Ministra dla Wybitnych Mtodych Naukowcéw (2015-2018)
Nagroda rektora Uniwersytetu Wroctawskiego, 2016

Nagroda za najlepsze wystgpienie ustne na 12th International Symposium on Applied
Bioinorganic Chemistry (ISABC12), Kanton, Chiny, 3-6.12.2013

Stypendium START Fundacji na rzecz Nauki Polskiej (edycja 2013)
Stypendium START Fundacji na rzecz Nauki Polskiej (edycja 2012)

Stypendium wyjazdowe Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej (miesieczny pobyt na Uniwersytecie
w Zurychu, czerwiec 2012)

Stypendium Europejskiego Funduszu Spotecznego dla mtodych doktoréw w ramach projektu
‘Rozwodj potencjatu i oferty edukacyjnej Uniwersytetu Wroctawskiego szansg zwiekszenia
konkurencyjnosci Uczelni’ (04-10.2012).

Nagroda rektora Uniwersytetu Wroctawskiego, 2012

Stypendium Europejskiego Funduszu Spotecznego dla doktorantow w ramach projektu
‘Rozwdj potencjatu i oferty edukacyjnej Uniwersytetu Wroctawskiego szansg zwiekszenia
konkurencyjnosci Uczelni’ (03-08.2011).

Imienne Stypendium Samorzadu Wroctawia, 2011.

Stypendia konferencyjne, m. in. Stypendium Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej na udziat w
konferencji ICBIC15 w Vancouver, Kanada, 7-12.08.2011, Stypendium ESF na udziat w
konferencji 4ECCLS, Budapeszt, Wegry, 31.08-3.09.2011, stypendium wyjazdowe ‘FEBS Youth
Travel Grant’ na udziat w kursie chemii bioniorganicznej ‘FEBS Advanced Course’ w Louvain-
la-Neuve, Belgia, 15-22.05.2011

Nagroda Rektora Politechniki Wroctawskiej, 2008

6.4. Udziat w miedzynarodowych konferencjach naukowych:

Po uzyskaniu tytutu doktora:

Ponad 20 ustnych prezentacji na miedzynarodowych konferencjach, m. in.:

- wyktad keynote na 18th International Conference on Biological Inorganic Chemistry (ICBIC1S,

najwieksza konferencja w chemii bionieorganicznej), 31.07-4.08.2017, Florianopolis, Brazylia (‘Metal

homeostasis in bacteria and fungi — interesting chemistry and possible targets for novel therapies’)

- wyktady na zaproszenie, m.in.:
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(i) 24th Polish Peptide Symposium, 3-7.09.2017, lJastrzebia Gora, Polska (‘Peptide-based
zincphores as possible targets for novel antifungal strategies’)

(ii) 60TH PTChem meeting, 17-21.09.2017, Wroctaw, Polska (‘Metal ion homeostasis — a tug of
war between pathogen and host’)

(iii) 16th IUPAC International Symposium on MacroMolecular Complexes (MMC-16), 10-
14.08.2015, Wroctaw, Polska (‘The complicated relationship between metal ions and RNA")

(iv) Asian Biological Inorganic Chemistry (AsBIC 7), 30.11 — 5.12.2014, Gold Coast, Australia
(‘Analogy of metal binding sites in CPEB3 and HDV ribozymes’)

- inne wystapienia ustne, m.in.:

(v) 12th International Symposium on Applied Bioinorganic Chemistry (ISABC12), Kanton, Chiny,
3-6.12.2013 (‘CPEB3 structure and metal binding sites’) — nagroda za najlepsze wystgpienie ustne

(vi) Bioinorganic Chemistry Conference, Lanzarote, Spain. 19-22.02.2013 (‘CPEB3 ribozyme — an
evolutional relict?’)

(vii) Sympozjum Biochemii Nieorganicznej (ISIB13), Karpacz 4.9.09.2015 (‘Zincophores — a clever
way to trick the host’)

(viii)  ISMEC 2015, 24-28.06.2015, Wroclaw (‘Metal ions — the key to the RNA world’)

W trakcie studiéw doktoranckich:

. M. RowiAska-Zyrek, D. Witkowska, H. Koztowski ‘Bismuth displaces nickel from its binding
sites’, 4ECCLS, 31.08-3.09.2011, wystgpienie ustne, Budapeszt, Wegry

. M. Rowinska-Zyrek, H. Koztowski ‘Cysteine rich sequences in H. pylori’s nickel chaperones-
promising target sites for inhibitory bismuth ions’, poster, ICBIC15, Vancouver, Kanada, 7-12.08.2011

. M. RowiAska-Zyrek, H. Koztowski ‘Zinc and cadmium- can they displace nickel form it’s
chaperones?’, wystgpienie ustne, WROBIC Workshop, Karpacz, 27.06 — 29.06.2011

. M. RowiAska-Zyrek, D. Witkowska, H. Koztowski ‘Therapeutic Bi(lll) binds to cysteine rich
sequences in H. pylori's nickel chaperones’, wystgpienie ustne, 3rd International Symposium on
Metallomics, Minster, Germany, 15 —18.06.2011

. M. RowiAska-Zyrek, D. Witkowska, H. Koztowski ‘The complicated relationship between
bismuth and Helicobacter pylori’s nickel chaperones’, wystgpienie ustne, PhoBia Annual
Nanophotonics International Conference, Wroctaw, 25-27.05.2011

. M. Rowinska-Zyrek, D. Witkowska, H. Koztowski ‘Anti- ulcer Bi(lll) Competes with Native Ni(ll)
in Binding to Helicobacter pylori’s Chaperones’; wystgpienie ustne na Xl International Symposium on
Inorganic Biochemistry, Challenge for all Generations, Kudowa Zdrdj, Polska, 4 — 8.09.2010
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o M. Rowinska-Zyrek, D. Witkowska, D. Valensin, H. Koztowski ‘Bismuth anti- ulcer drugs-
possible inhibitors of Helicobacter pylori’s nickel chaperones’, wystgpienie ustne, PhoBia Annual
Nanophotonics International Conference, Wroctaw, 28-30.04.2010;

o M. Rowiriska-Zyrek, H. Koztowski ‘Zwigzki bizmutowe w terapii wrzodéw zotadka’,
wystgpienie ustne, Prezentacje mtodych naukowcéw, Wroctawskie Forum Biologii Eksperymentalnej,
Wroctaw, 27.01.2010.

o M. Rowiriska-Zyrek, D. Valensin, L Szyrwiel, H. Koztowski ‘Interactions of Bi(lll) with proteins
from Helicobacter pylori — possibile binding sites’, wystgpienie ustne, WROBIC Workshop, Szklarska
Poreba, 22.06 — 24.06.2009.

o M. Rowinska-Zyrek, E. Gumienna-Kontecka, Z. Szewczuk, 1.0. Fritsky, H. Koztowski, ‘Copper
(I1)-aminohydroxamate Ternary Complexes Evidenced by Mass Spectrometry’, poster, EUROBICY,
Wroctaw, 2-6.09.2008

o M. Zyrek, E. Gumienna-Kontecka, H. Koztowski, ‘Copper (1) and Gadolinium (111)
aminohydroxamate complexes as new diagnostic tools’ 8.05.2008 — wystgpienie ustne na lll
International Student Chapters Meeting, Wroctaw

o M. Zyrek, H. Koztowski, ‘Chelating copper ions by aminohydroxamic acids as a potential way
to remove them from the body’, - VI Konferencja Naukowa Studentéw, Wroctaw, 3-6.05.2008,

wystgpienie ustne uzyskato Nagrode Rektora Politechniki Wroctawskiej.
H ol %6/9))*

! European Comission, AMR Factsheet, 2017, (https://ec.europa.eu/health/amr/sites/amr/files/amr_factsheet_en.pdf,
dostep 1.03.2018)

? Coates A., Halls G., Hu Y., Brit. J. Pharm., 2011, 163, 184.

? Denningd., Bromley M., Science, 2015, 347, 1414.

% Vasak M., Hasler D.W., Curr. Opin. Chem. Biol., 2000, 4, 177.

g Hwang C.S., Rhie G., Oh J.H., Huh W.K., Yim H.S., Kang S.0., Microbiology, 2002, 148, 3705.

® Yike I., Mycopathologia, 2011, 171, 299.

7 Edwards D.R., Handsley M., Pennington CJ., Mol. Aspects Med., 2008, 29, 258.

& Kim Y., Cunningham M., Mire J., Tesar C., Sacchettini J., Joachimiak A., Faseb J., 2013, 27, 1917.

° Boer J.L., Mulrooney S., Hausinger R., Arch. Biochem. Biophys., 2014, 544, 142.

1 MacPherson S., Larochelle M., Turcotte B., Microbiol. Mol. Biol. Rev., 2006, 70, 583.
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e1002777
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