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ABSTRACT

In the Biological Inorganic Chemistry Group we are inspired to better understand
metal ions acquisition and homeostasis in pathogenic bacteria, and in this review
we present three different approaches to the role of these processes.

The growing importance of a full understanding of the iron transport system in
pathogens prompted us to study synthetic analogs of siderophores, used as structural
probes in the process of iron uptake by microorganisms. The ferrichrome biomimetic
analogs allowed efficient Fe(IIl) chelation under biological conditions and were
recognized better by P. putida. than E. coli, suggesting differences in uptake
mechanisms. Addition of a fluorescent probe to the compound allowed to track
biological fate of studied complexes [1, 2]. Biomimetics of ferrioxamine E revealed
their potential as radioactive *®Ga(Ill)-based probes [3], and studies of Zr(IV)
complexes permitted to explain the in vivo behavior of desferrioxamine B as ¥Zr(IV)
radionuclide carrier [4], as well as design better chelators for this metal ion [5].

One of the possible mammalian immune system responses to mycobacterial infection
is the increase of Zn(II) concentration in phagosomes to a toxic level [6-8]. The
mycobacterial SmtB protein is a transcription regulator that in the presence of high
concentrations of metals, dissociates from DNA and activates the expression of metal
efflux proteins. We focused on a5 Zn(Il) binding domains of SmtB/BigR4 proteins
[9], looking at the coordination modes and thermodynamics of their Zn(II) and Ni(II)
complexes. The study points out the specificity of metal-ligand interactions and the
effect of mutations on the coordination properties of studied systems. The project can
be considered as an introduction to the new strategies in tuberculosis treatment based
on Zn(IT)/Ni(IT)-sensitive mechanisms.

F. nucleatum is an anaerobic bacteria present in the plaque. It leads not only to
periodontal diseases but also, angina, purulent inflammation of the lung tissue or
reproductive organs [10]. Moreover, F. nucleatum promotes colon cancer growth
[11]. This bacteria strain promotes inflammation and tumorigenesis by
modulating the tumor immune microenvironment [12, 13]. Microbial pathogens
drive tumorigenesis in 15-20% of cancer cases [14]. However, not only
microorganisms are considered a major risk factor, but also metal ions play an
important role in tumor promotion [15, 16]. Therefore, our primary research goal
is to investigate the effect of metal ions coordination on the activity of outer-
membrane proteins from F. nucleatum and to answer whether these proteins
increase the prooxidative activity of Cu(Il) and Fe(Il) ions [16-18].

Keywords: metal homeostasis, metalophores, metalloproteins, metal toxicity,
Stowa kluczowe: homeostaza metali, metalofory, metaloproteiny, toksycznos¢
metali,
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

CDF — Cation Diffusion Facilitators, bialka ulatwiajace dyfuzj¢
kationow

DFO — Desferrioksamina B

FC — Ferrichrom

FOXE — Ferrioksamina E

PET — Pozytonowa Tomografia Emisyjna

QD — Quantum Dot, kropka kwantowa

RFT — Reaktywne formy tlenu
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WPROWADZENIE

Wedlug WHO i najnowszych analiz [19, 20], w ostatnich dekadach obserwujemy
gwattowny wzrost opornosci patogenow na $rodki przeciwdrobnoustrojowe, czynigc
powszechne choroby zakazne nieuleczalnymi i stanowigcymi coraz powazniejsze
zagrozenie dla zdrowia publicznego na $wiecie, co z kolei wymaga opracowania
nowatorskich, skutecznych metod leczenia i sposobow ich specyficznego dostarczania
bakteriom 1 grzybom opornym na antybiotyki. Jednym ze sposoboéw walki
Z patogenami jest celowanie w homeostaze jonow metali, ktore czegsto stanowia
element, o ktéry mikroorganizmy konkurujg z gospodarzem [21]. Zainteresowania
naukowe Zespotu Biologicznej Chemii Nieorganicznej doskonale wpisujg si¢ w ten
obszar badawczy, obejmujac szerokie spektrum zagadnien chemii bionieorganicznej
i biomedycznej, a zwlaszcza takie jej dziaty jak asymilacja, transport i homeostaza
jonow metali (m.in. zelaza, miedzi, cynku czy niklu) u patogendéw. Badania zalezno$ci
struktura-funkcja metaloforow 1 ich biomimetykéw stuza jako narzedzia do
opracowania nieinwazyjnych, dzialajacych in vivo czynnikoéw obrazujacych
pozwalajacych na bardziej specyficzng i czulg diagnostyke i rozréznienie zrodia
infekcji bakteryjnych/grzybiczych oraz lekéw opartych o zasade konia trojanskiego.

Badania termodynamiki, struktury i funkcji kompleksow metal-biatko/peptyd sa
wstepem do projektowania nowej strategii terapeutycznej wobec patogennych
szczepow bakteryjnych. Ze wzgledu na mozliwe dziatanie toksyczne jonéw metali
w komorkach bakteryjnych, nasze badania obejmujg rowniez analiz¢ oddzialywan
cynku oraz niklu z metalo-zaleznymi regulatorami transkrypcji ArsR/SmtB bakterii
Mycobacterium tuberculosis. Rodzina biatek ArsR/SmtB jest jednym z czynnikow
zapewniajacych przezycie pratkéw gruzlicy podczas ekspozycji na zbyt wysokie
stezenie metali.

Jednym z naszych celéw jest rowniez uzyskanie odpowiedzi na pytanie czy
biatka adhezyjne Fusobacterium nucleatum zwigkszajg prooksydatywng aktywno$é
jonéw zelaza i miedzi? To zagadnienie jest bardzo interesujace migdzy innymi ze
wzgledu na jego istotny aspekt spoteczny i ekonomiczny. Nasze badania majg bowiem
za zadanie wyjasni¢ molekularny mechanizm oddziatywan pomig¢dzy waznymi
biologicznie jonami metali, a bialkami powierzchniowymi bakterii zwigzanej
z patogeneza chorob nowotworowych. Wiadomo, ze wiele tych choréb ma charakter
dietopochodny. Nalezy w tym miejscu zwrdci¢ uwage na dodatnig korelacje pomiedzy
spozywaniem bogatego W przejSciowe jony metali czerwonego migsa
a czgstotliwo$cia wystepowania nowotworéw przewodu pokarmowego, zwlaszcza
jelita grubego.
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1. BIOMIMETYCZNE ANALOGI SIDEROFOROW JAKO
STRUKTURALNE SONDY PROCESOW ASYMILACJI ZELAZA PRZEZ
MIKROORGANIZMY

Zelazo jest mikroelementem niezbednym dla wszystkich organizméw zywych,
jednak trudno dostepnym. Aby utatwi¢ odpowiedni wychwyt jondéw Fe(Ill) ze
srodowiska mikroorganizmy wyksztalcity system poboru tego metalu oparty na
niskoczgsteczkowych zwigzkach, zwanych sideroforami, ktére wydzielane do
otoczenia wiazg jony zelazowe i wracaja do komorki poprzez specyficzne dla danego
sideroforu receptory btonowe i biatka transportowe. Wtasciwosci i biologiczna
aktywnos¢ sideroforow dyktowana jest przez ich strukturg, chiralnos¢ oraz to, w jakim
stopniu ksztatt kompleksu pasuje do miejsc wigzacych receptora. Ze wzgledu na
ogromng réznorodno$¢ strukturalng, skomplikowang budowe sideroforéw (dotad
wyizolowano ich ponad 500) [22] oraz duzg specyfike oddzialywania
z dedykowanymi receptorami, pomimo rozwigzania struktur krystalicznych kilku
receptorow, i wgladu w reszty uczestniczace w wigzaniu ligandow i kompleksow,
wymagania strukturalne i charakter interakcji siderofor - biatko receptorowe nie sg
jeszcze absolutnie dostatecznie poznane. W takiej sytuacji badania syntetycznych
analogéw jako biomimetykow naturalnych sideroforéw, maja na celu przyblizenie
kluczowych czynnikéw istotnych dla rozpoznania i transportu ich kompleksow
z jonami Fe(Ill). Gtowng podstawa takiego zastosowania jest uzyskanie
funkcjonalnosci naturalnego zwigzku bez koniecznosci wprowadzania jego petne;j,
szczegotowej struktury. Metodologia projektowania struktur biomimetycznych opiera
si¢ na identyfikacji gldwnych, niezbednych elementéw oraz ich grup obecnych
w zlozonych systemach biologicznych, i wprowadzeniu doktadnie tych detali do
mozliwie najprostszych struktur molekularnych [23].

Wzrost znaczenia pelnego zrozumienia systemu transportu zelaza u patogenow,
jak rowniez wspomniane wczesniej trudnosci w syntezie naturalnych, strukturalnie
skomplikowanych sideroforow, sklonity nas do badan nad ich syntetycznymi
analogami, wykorzystywanymi jako strukturalne sondy w procesie poboru zelaza
przez mikroorganizmy. Racjonalnie zaprojektowane biomimetyki sideroforéw,
rozpoznawane i wykorzystywane przez te same systemy wychwytu, co naturalne
siderofory, mogg stanowi¢ wyjatkowsg platforme¢ badan nad kluczowymi elementami
struktury, efektami ich modyfikacji oraz strategicznymi czynnikami wptywajacymi
na dopasowanie kompleks-receptor. Ponadto, w polaczeniu z odpowiednimi
markerami, np. sondami fluorescencyjnymi, moga stanowi¢ nowe, nieinwazyjne
srodki do obrazowania in vivo, ktore zapewnia bardziej czule i specyficzne metody
diagnozowania i rozrdzniania inwazyjnych zakazen grzybiczych / bakteryjnych, lub
platformy do transportu lekow, dziatajace na zasadzie konia trojanskiego.
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W pracach z tej tematyki, prowadzonej we wspotpracy z prof. A. Shanzerem
(Weizmann Institute of Science, Rehovot, Izrael) [1, 2] przedstawilismy badania
kilkunastu biomimetycznych analogéw naturalnego i najszerzej poznanego sideroforu
— ferrichromu, FC (Schemat 1), ktory jest prototypem sideroforow hydroksamowych
[24], oraz ferrioksaminy E, FOXE, cyklicznego sideroforu hydroksamowego
wykorzystywanego przez wiele gatunkéw bakterii. Co istotne, mimo, ze sg to
siderofory produkowane przez konkretne gatunki grzyboéw czy bakterii, moga by¢
rozpoznawane takze przez receptory obecne na powierzchni komorek innych
mikroorganizméw. Pomimo poznania wielu szczegotéw dotyczacych procesu
asymilacji jonow zelaza w formie kompleksow z FC czy FOXE, rowniez dzieki
syntetycznym analogom, wcigz nie do konca jest jasne, jakie dokladnie elementy
struktury czasteczki tych sideroforéw decyduja o rozpoznaniu tworzonego kompleksu
przez ich receptory, odpowiednio FhuA [25] oraz FoxA [26, 27]. Pomimo
opracowania wielu biomimetykow sideroforow, dla FC oraz FOXE nie pokonano
dotad pewnych nieodtgcznych ograniczen, w tym: (i) niskiej ogélnej liczby analogdéw
zdolnych do promowania wzrostu drobnoustrojow, szczegdlnie patogennych jak
E. coli oraz (i1) faktu, ze aktywno$¢ u wielu gatunkéw, podobng do natywnych FC
oraz FOXE, uzyskiwano tylko sporadycznie.

Projektujac seri¢ mimetykow dla FC oparliSmy ich struktur¢ na czterech
podstawowych  elementach: (i) Cs-symetrycznym  (tripodalnym) motywie,
zastgpujacym natywny heksapeptyd FC; (ii) jego rozbudowie poprzez ramiona bedace
pochodnymi naturalnych aminokwaséw 1 (iii) zakonczone ugrupowaniem
retrohydroksamowym, oraz (iv) zachowaniu apikalnego atomu C, pozwalajacego
na wydajna koniugacj¢ fluorescencyjnego chromoforu, ktora nie zakldca wigzania
zelaza, ani rozpoznania przez receptor (Schemat 1).
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Schemat 1.  Struktura kompleksu ferrichromu z Fe(Ill) oraz elementy strukturalne zaprojektowanych
analogow
Scheme 1. Structure of the Fe(Ill)-ferrichrome complex and structural elements of the designed analogs
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Co istotne, w proponowanych analogach zastosowali$my nastgpujace dodatkowe
strategie ich modyfikacji: (v) optymalizacj¢ ogdlnego rozmiaru i wzglgdnej orientacji
wigzan, (vi) zwigkszenia wigzan wodorowych poprzez wprowadzenie zewnetrznych
donoréw H w szkielecie ramion lub grup polarnych oraz (vii) modyfikacje pozycji o
grupa metylowa [1, 2].

Na podstawie wynikoéw  uzyskanych z  wykorzystaniem szeregu
komplementarnych metod fizykochemicznych stwierdziliSmy, ze kompleksy
tripodalnych analogéw FC z jonami Fe(Ill) charakteryzuja wysokie warto$ci statych
trwatoéci (rzedu 10?7 - 102%) oraz pFe mniej niz dwa rzedy wielkosci nizsze niz dla FC
(pFe = -log[Fe(IlT)]aq, wyznaczane w pH=7.4, dla Ciigana = 1-10° M i cpe = 1-10° M -
stezenie jonow metalu fizjologiczne dla mikroorganizméw), pozwalajac na efektywne
chelatowanie jondéw Fe(Ill) w warunkach biologicznych. Badania biologiczne,
przeprowadzone na dwoch szczepach bakterii, Pseudomonas putida JM218 oraz
E. coli UT5600 pozbawionych zdolnosci syntezy FC, pozwolity sprawdzié
rozpoznawalno$¢ komplekséw przez receptory bakteryjne, a zatem oceni¢ czy dzigki
wprowadzonym modyfikacjom mogg stanowi¢ biomimetyczne analogi ferrichromu.
Z przeprowadzonych badan wynika, ze bakterie E. coli sa znacznie bardziej
selektywne niz P. putida, a fakt, ze niektore analogi nie transportowaty zelaza do
E. coli, bedac w pelni aktywne u P. putida, sugeruje, ze systemy wychwytu FC z tych
dwach szczepow bakteryjnych nie sg identyczne.

Dwa gléwne parametry strukturalne wydajg si¢ kontrolowa¢ rozpoznanie
analogéw FC przez bakteryjny receptor FhuA i sg to: (i) obecnos$¢ podstawnikow na
ramionach chelatujagcych jony Fe(Ill) oraz (ii) dlugo$¢ tacznika pomiedzy
kotwiczacym motywem C3 oraz grupami hydroksamowymi. Zasadniczo, w badanej
serii biomimetykoéw, obecnos¢ podstawnikow zaktoca rozpoznanie kompleksu przez
FhuA, z wyjatkiem reszt karboksylanowych, ktére moga odgrywaé pewna role
w tworzeniu wigzan wodorowych z transporterem, a optymalna dlugos¢ tacznika to
dwie reszty metylenowe. Przestrzeganie tych wytycznych prowadzi do uzyskania
aktywnosci u szerokiego spektrum mikroorganizmoéow, takze bardzo restrykcyjnej
E. coli (dlugo oczekiwany cel!), a ich zignorowanie powoduje, ze analogi
rozpoznawane s3 tylko przez receptor bardziej tolerancyjnej P. putida.

Wprowadzenie barwnika naftalimidowego do struktury najbardziej aktywnego
i szeroko rozpoznawanego chelatora pozwolilo na §ledzenie jego dystrybucji
w komorce bakteryjnej (peryplazma) i grzybiczej (cytozol), wskazujac tym samym
cele terapeutyczne. Odkrycia te sa zgodne z raportem dotyczacym aktywnoS$ci
przeciwdrobnoustrojowej hydroksamowego sideroforu sprzezonego z antybiotykiem
B-laktamowym u bakterii Gram-ujemnych [28]. Ten sam chelator przylaczono
réwniez do powierzchni kropki kwantowej (QD) i inkubowano jego kompleks
z jonami Fe(III) z bakteriami w §rodowisku ubogim w zelazo. W przeciwienstwie do
sondy naftalimidowej, fluorescencja zastosowanej QD nie jest wygaszana w obecno-
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sci zwiagzanych jondéw Fe(Ill), dzigki czemu mozna bylo obserwowal tworzenie
klastrow bakteryjnych na powierzchni QD. Takie zachowanie przybliza nas do
opracowania metod koncentracji komodrek bakteryjnych przy uzyciu roéznych
analogow sideroforow, a co za tym idzie metodologii selektywnego zatezania bakterii
w rozcienczonych probkach, zwlaszcza gdy pojawiajg si¢ problemy z hodowla [2].

Kolejng grupg badanych biomimetykow byta seria 6 analogdéw cyklicznego
sideroforu — ferioksaminy E (FOXE). Badane zwiazki réznily si¢ potozeniem atomu
azotu z grupy hydroksamowej w pozycji retro (retrohydroksamy). Taka modyfikacja
nie wpltywa znaczaco na stalg trwatosci kompleksu [29], a jednoczes$nie upraszcza
syntezg [27]. Druga znaczacg modyfikacja byla zmiana wielkosci 33-cztonowego
pierScienia naturalnego sideroforu wptywajaca na wielko$¢ wneki koordynacyjnej
wewnatrz heterocyklicznego uktadu.

Podczas szeroko zakrojonych badan obejmujacych wiasciwosci koordynacyjne
tak przygotowanych sideroforow dostarczylismy wyczerpujacych informacji o sile ich
wigzania, trwatosci i sposobie koordynacji jonéw Fe(Ill), Fe(Il) i Ga(Ill), ktore
pomimo wprowadzonych modyfikacji wigza z silg poréwnywalng do naturalnych
zwiazkéw. Kolejnym krokiem byly badania biologiczne majace na celu okreslenie
zdolno$ci do rozpoznawania, pobierania i wlaczenia w szlaki metaboliczne
proponowanych analogéw przez mikroorganizmy. W tym celu uzyto radioaktywny
izotop %®Ga, ktory zostal podany kolonii bakteryjnej. Po czasie inkubacji zmierzono
poziom radioaktywnosci kolonii za pomocg licznika promieniowania gamma i w ten
sposob okreslono wychwyt badanych analogéw wzglgdem naturalnego sideroforu,
FOXE. Dodatkowo przeprowadzono proby wzrostu kolonii bakteryjnych, gdzie
jedynym zrodtem Zzelaza, mikroelementu niezbgdnego do rozwoju, byly badane
analogi. Badania takie zostaly przeprowadzone we wspodtpracy z prof. C. Decristoforo
(Uniwersytet Medyczny w Innsbrucku, Austria). Pierwsza cz¢$¢ badan biologicznych,
w ktorych wykorzystano bakterie z gatunku S. aureus daly bardzo obiecujace
rezultaty. Analogi najbardziej podobne do naturalnego sideroforu, a wigc FOX 2-5,
FOX 2-6 1 FOX 3-5 byly rozpoznawane i pobierane przez bakterie na poziomie nie
wiele mniejszym od proby kontrolnej FOXE, obserwowano takze znaczny wzrost
kolonii bakteryjnych suplementowanych kompleksami Fe(IlI)-FOX dla analogéw 2-
4,2-5,2-613-5[29].
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Deferoksamina E Biomimetyczny analog

Staphylococcus
Aureus

Schemat 2.  Schematyczne przedstawienie wykorzystania biomimetykow sideroforow jako sondy
znakowane jonami radioaktywnych izotopéw metali

Scheme 2.  Schematic representation of the use of siderophore biomimetics as probes labeled
with radioactive metal isotopes

Powyzsze badania pokazaly, ze siderofory i ich analogi moga by¢ podstawa
nieinwazyjnych czynnikéw kontrastowych dziatajacych in vivo, a najlepszym
przyktadem jest stosowanie w tym aspekcie kompleksu jonow ¥Zr(IV)
z desferrioksaming B (DFO), pomimo faktu, iz badania biologiczne wskazuja na
uwalnianie si¢ jonu metalu in vivo 1 jego akumulacje w ko$ciach. Zatem, jednym
z kluczowych elementow radiofarmaceutyku wykorzystywanego w obrazowaniu, np.
Pozytonowa Tomografia Emisyjng (PET), jest czynnik chelatujacy — ligand, ktory
wigze jon metalu radioaktywnego tworzac termodynamicznie trwaly, kinetycznie
inertny kompleks koordynacyjny, ktéry in vivo skierowany zostanie w odpowiednie
miejsce za pomocag kowalencyjnie zwigzanego wektora, umozliwiajac obrazowanie
(lub terapi¢) danej tkanki. Obecne kierunki rozwoju radiochemii i medycyny
nuklearnej podkreslaja wazne znaczenie PET, a wérdd najbardziej obiecujacych w jej
rozwoju jonéw metali wymienia si¢ izotopy ®Ga(IlI) i 3Zr(IV).

Poniewaz w literaturze nie opisano charakterystyki termodynamicznej uktadu
DFO - Zr(IV), w 2019 roku podjelismy takie badania, z sukcesem przezwycig¢zajac
wszystkie trudnosci jakie napotyka charakterystyka chemii roztworéw wodnych
komplekséw jondow Zr(IV), wynikajace z silnej tendencji do hydrolizy i braku
informacji spektroskopowych [4]. Zaproponowany model wskazywatl na obecnos¢
tylko kompleksow monojadrowych, w calym mierzonym zakresie pH (1-11),
a wyznaczone state trwatosci pozwolity uplasowaé desferrioksaming wsréd dobrych
chelatorow jonow Zr(IV). Jednak tworzenie 6-koordynacyjnych, nienasyconych
kompleksow (ze sfera koordynacyjna 8-koordynacyjnego jonu Zr(IV) uzupetniona
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czasteczkami wody), razem z podatno$cia skoordynowanych czasteczek wody na
deprotonacje sugerowane sg jako przyczyna niestabilno$ci kompleksow %Zr(IV)-
DFO in vivo.

Dalej, badania kolejnych kilku tri- i tetra-hydroksamowych analogoéw
sideroforéw pozwolity zbada¢ wptyw strukturalnych elementéw liganda, takich jak
liczba grup wigzacych, mozliwos¢ zaistnienia efektu makrocyklicznego, rozmiar
wneki liganda czy jego symetria, na wiasciwosci fizykochemiczne kompleksow
jonow Zr(1V) i Ga(Ill) [5]. Nalezy przy tym zaznaczy¢, ze, jak dotad, warto$ci statych
trwatos$ci tetrahydroksamowych kompleksow jonow Zr(IV) byly wyznaczane jedynie
na podstawie obliczen teoretycznych dla liniowego DFOB oraz cyklicznego CTH36
[30-32]. Badany ligand trihydroksamowy stanowi efektywny chelator dla jonéw
Ga(Ill), jednakze trwato$¢ jego kompleksu z jonami Zr(IV) jest o jeden rzad trwatosci
stabszy niz Zr(IV)-DFOB. W przypadku liganda tetrahydroksamowego
zaobserwowano wzrost trwatosci o 8.5 rzeddéw trwalosci w stosunku do analogu
trihydroksamowego, co jest konsekwencja wprowadzenia do struktury liganda
czwartej grupy  hydroksamowej. Podsumowujgc, okreslenie  trwatosci
termodynamicznej komplekséw powyzszych metali w potaczeniu z odpowiednig
strukturg liganda pomoze w dalszym rozwoju optymalnych chelatoréw do zastosowan
w obrazowaniu PET. Zdajemy sobie jednak sprawe, ze w celu wykorzystania tych
ligandéw jako chelatorow PET potrzebne sg kolejne badania, takie jak wydajnosé
i kinetyka radioznakowania, testy biodystrybucji itp. Obecnie koncentrujemy si¢ na
projektowaniu i badaniach tetrapodalnych ligandéw hydroksamowych, aby okreslic,
jak ich ksztalt i wielko$¢ wptywaja na trwato$¢ termodynamiczng kompleksow jonow
Zr(IV) [5].

Zatem, przedstawione badania pozwalaja na lepsze rozumienie procesOw
asymilacji jonow zelaza u mikroorganizmoéw oraz opracowanie schematu
postepowania w analizie oddzialywan kompleks Fe(Ill)-biomimetyk z receptorem,
szczegolnie istotne, w przypadku braku danych krystalograficznych dla receptorow
sideroforow. Wiodace wytyczne pozwalajace na projektowanie analogdw o szerokim
spektrum rozpoznania obejmuja (i) modelowanie transportera o najbardziej
rygorystycznych wymaganiach, jak transporter u E. coli; (ii) opracowanie biblioteki
analogow, w ktorych kazdy element budulcowy moze by¢ systematycznie
i stopniowo modyfikowany, az do uzyskania optymalizacji, jak zademonstrowano
w naszych pracach na przyktadzie stopniowej modyfikacji struktur modutowych
analogow FC czy FOXE. Ciekawe, ze nawet mniej znaczace modyfikacje moga
niwelowa¢ mozliwo$¢ rozpoznania przez szerokie spektrum mikroorganizméw,
prowadzac tym samym do analogéw rozpoznawanych przez waskie spektrum stosujac
praktycznie t¢ sama platforme.
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Ze wzgledu na roznorodng stymulacje wzrostu komoérek bakteryjnych
biomimetyki moga potencjalnie znalez¢ bardzo szerokie zastosowanie w diagnostyce
i leczeniu réznego rodzaju zakazen [24, 33]. Zwiazki, ktore sg rozpoznawane przez
wiele szczepdw bakteryjnych moga np. stanowi¢ no$niki lekéw o szerokim spektrum
dziatania lub element uktadu koncentrowania bakterii, natomiast zwigzki
rozpoznawane tylko przez jeden rodzaj bakterii moga stanowi¢ podstawe testow
wykrywajacych obecno$¢ konkretnych mikroorganizméw np. w plynach
fizjologicznych.

2. TOKSYCZNOSC METALI

Metale przejSciowe sg niezbednymi pierwiastkami dla wszystkich form zycia
[34, 35]. Okoto jedna trzecia wszystkich biatek do swojej biologicznej aktywnos$ci
wymaga jonow metali, ktore petnig role strukturalnych sktadnikéw biatek, badz stuzg
jako kofaktory w reakcjach enzymatycznych [36]. Zbyt wysokie lub za niskie stezenie
metali niezb¢dnych do funkcjonowania komoérek, moze powodowac ich obumieranie.
Niektore jony metali (np. Hg(Il), Pd(I), Cr(Ill), As(IIl), itp.) sa toksyczne dla
komorek nawet w §ladowych ilo§ciach, natomiast inne (takie jak Cu(II), Zn(II)) moga
by¢ tolerowane w wigkszych ilosciach. Taka zalezno$¢ wykorzystuja organizmy
gospodarzy, ktore potrafig zwicksza¢ stezenie niektorych metali do aktywnego
zwalczania bakterii [37]. W celu zneutralizowania szkodliwego wptywu jonow metali
cigzkich, drobnoustroje wykazuja ekspresje genéw kodujacych biatka, ktore biorg
udziat w ich transporcie, sekwestracji, buforowaniu i usuwaniu [38]. Do tej pory
zidentyfikowano 7 gléwnych rodzin metaloregulatoréw, ktorych nazwy pochodza od
pierwszych zidentyfikowanych przedstawicieli: MerR, ArsR/SmtB, DtxR, Fur, NikR
CsoR/RncF, CopY [39-41]. Poprzez wigzanie jondéw metali, wspomniane
metaloproteiny, bezposrednio thumig lub aktywujg transkrypcje operonow kodujacych
m.in. pompy wypltywu metali, transportery membranowe, reduktazy metali, biatka
transportujace lub sekwestrujace, a takze same regulatory transkrypcji [42].

Rodzina homodimerowych bialek ArsR/SmtB umozliwia bakteriom przetrwanie
w trudnych warunkach srodowiskowych wywotanych przez uktad odporno$ciowy
gospodarza. Do rodziny ArsR naleza biatka wrazliwe na takie jony metali, jak np.
Zn(II) (SmtB), Cd(II) i Pb(II) (CmtR), Ni(Il) i Co(I) (Nmtr, KmtR). Bialka z rodziny
ArsR/SmtB posiadaja wysoce konserwatywny motyw helisa-skret-helisa (HTH - ang.
helix-turn-helix) rozpoznajacy DNA. Gdy stezenie jonow metali jest niskie
w komorce, biatka pozostaja zwigzane z DNA i bezposrednio hamuja ekspresje
operonow uczestniczacych w szlakach metabolicznych specyficznych dla
okreslonego metalu. Gdy w komdrce poziom jonéw metali jest toksyczny, zostaja one
zwiazane przez biatka ArsR/SmtB. Nastegpnie, taki kompleks oddysocjowuje od DNA,
co prowadzi do ekspresji biatek odpowiedzialnych za utrzymanie homeostazy metali
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(Rysunek 1) [43]. Konsekwencja tak dziatajacego mechanizmu jest utrzymywanie
stezenia metali przejSciowych (i innych) na odpowiednim poziomie i dzigki temu
hamowanie ich szkodliwego wptywu [42].

0Oddysocjowanie biatka

Kompleks DNA-biatko Jony metalu OO

Represja Derepresja

Rysunek 1.  Mechanizm dziatania biatkowych regulatoréw transkrypcji z rodziny ArsR/SmtB (opracowanie
wtlasne na podstawie [41])

Figure 1. Mechanism of action of protein transcriptional regulators from the ArsR / SmtB family (own
elaboration based on [41])

Jednym z przedstawicieli rodziny metalo-zaleznych regulatorow transkrypcji jest
biatkko SmtB wyizolowane z bakterii Mycobacterium tuberculosis. Odpowiedzig
immunologiczng organizmu ludzkiego na infekcje M. tuberculosis jest m.in.
zwigkszenie stezenia miedzi i cynku w fagosomie (wakuoli, ktdra podczas fagocytozy
otacza patogenng komorke — bakterie¢), dlatego tez kontrola homeostazy tych jonow
jest kluczowa w patogenezie bakterii. SmtB dziala jako represor transkrypcji biatek
z rodziny CDF (ang. Cation diffusion facilitators) odpowiedzialnych za usuwanie
jonéw cynku z cytozolu na zewnatrz komorki. Przy niskim, nietoksycznym st¢zeniu
cynku, biatko SmtB zwigzane jest z DNA, bezposrednio hamujac ekspresje biatek
CDF. Gdy stgzenie cynku w komorce jest wysokie, SmtB wiaze jony Zn(Il), co
zmnigjsza jego powinowactwo do DNA. Biatko oddysocjowuje od regionu operator-
promotor,w konsekwencji czego jony cynku wydalane sg na zewnatrz komorki przez
biatka CDF. Za wigzanie koordynacyjne jondw cynku, ktéry wywotuje kaskade
reakcji i przemian prowadzacych do utrzymania homeostazy jonéw metali w komorce
bakteryjnej, odpowiada domena wigzagca o5 o nastepujacej strukturze
pierwszorzedowej: 116DHHLAHIVLDAVAHAGE 3,. Nasze badania skupiaja si¢ na
opisie wlasciwosci domen wybranych wirulencyjnych biatek bakteryjnych jako
ligandow dla jondéw metali z punktu widzenia chemii koordynacyjnej oraz
bionieorganicznej. Wykorzystanie metod bioanalitycznych takich jak: spektrometria
mas, potencjometria, spektroskopia UV-Vis, dichroizm kotowy czy spektroskopia
magnetycznego rezonansu jadrowego pozwolilo nam na okreslenie doktadnych
miejsc wigzacych cynk, a takze geometrii kompleksu modelowego peptydu domeny
a5 biatka SmtB (M. tuberculosis) oraz BigR4 (M. smegmatis) i jej mutantow. Analiza
struktury 1 wlasciwosci termodynamicznych tej domeny z innym metalem przejscio-
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wym — niklem, pozwolita na okre§lenie znaczenia poszczegoélnych reszt
aminokwasowych w wigzaniu jonéw cynku oraz niklu. Wykazano, ze domena a5
mykobakteryjnego biatka SmtB charakteryzuje si¢ innym motywem wigzacym dla
jonoéw Zn(Il) — DXHXoHXXE i jonow Ni(Il) — HX4HX3DX3HXXED (Rysunek 2)
[9, 44]. Podobienstwem dla cynkowych i niklowych komplekséw jest zroznicowany
typ donoréw wiazacych jon metalu: sa to zarowno reszty histydyny, jak i kwasowe
reszty aminokwasowe. W przypadku komplekséw jonow Zn(1l), tylko dwie z czterech
obecnych w sekwencji reszt histydyny sg zaangazowane w wigzanie metalu. Sferg
koordynacyjng jonu cynku dopehnia reszta kwasu asparaginowego i glutaminowego.
W kompleksie Ni(II) natomiast, jon metalu jest zwiazany z trzema resztami histydyny
oraz najprawdopodobniej z trzema resztami aminokwasow kwasowych:
glutaminowego 1 asparaginowego. Rozna liczba donoréw w kompleksie z jonami
Zn(1I) 1 Ni(IT) wynika najprawdopodobniej z tego, ze jony cynku preferujg geometri¢
tetraedru w kompleksach (1. koordynacyjna = 4), natomiast jony Ni(Il) — oktaedru (I.
koordynacyjna = 6), lub ptaskiego kwadratu (1. koordynacyjna = 4).

~ (B)
Rysunek 2. Proponowany model kompleksu biatka SmtB z jonami (A) cynku, (B) niklu
Figure 2. The proposed model of the SmtB protein complex with (A) zinc and (B) nickel ions
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Badania dotyczace wiasciwosci kompleksow jondw metali oraz modelowych
peptydéw, bedacych fragmentami wirulencyjnych biatek bakteryjnych, dostarczaja
informacji niezbednych do pelnego zrozumienia mechanizmu homeostazy metali
w patogennych organizmach. To potencjalnie wazny krok w kierunku planowania
i projektowania nowych strategii terapeutycznych chorob wywotanych przez bakterie.

3. GENEROWANIE REAKTYWNYCH FORM TLENU PRZEZ
KOMPLEKSY BIALEK BLONOWYCH BAKTERII ZAANGAZOWANEJ
W PROCES NOWOTWORZENIA

Wiele ostatnich badan wskazuje na zwigzek pomiedzy dysbioza (patologiczng
florg bakteryjng przewodu pokarmowego) a wystepowaniem gruczolakow
(stosunkowo jeszcze niegroznych, wczesnych stadidw raka) i nowotwordow jelita
grubego [45]. Doktadny mechanizm tego procesu nie jest jeszcze znany. W sierpniu
2013 rw,,Cell Host & Microbe” ukazaty si¢ dwa artykuty Kostic’a [12] i Rubinstein’a
[13], dotyczace relacji pomigdzy obecnosciag w jelitach Fusobacterium nucleatum
(symbiotycznej bakterii naturalnie wystepujacej w jamie ustnej) a rakiem tego
narzadu.

Fusobacterium to jedna z najbardziej rozpowszechnionych beztlenowych
bakterii Gram-ujemnych. Jej obecno$¢ w plytce nazebnej moze by¢é powodem nie
tylko chorob przyzgbia, ale takze, gdy dostanie si¢ do krwioobiegu [46], anginy,
ropnego zapalenia tkanki ptucnej lub narzadéw rodnych [47]. Uzyskane dotychczas
wyniki sugeruja, ze F. nucleatum promuje nie tylko stan zapalny, ale takze proces
nowotworzenia. Ponadto, biatka wystepujace na powierzchni zewnetrznej blony
komoérkowej tej bakterii, tzw. biatka adhezyjne, odpowiadaja za jej zwigzanie si¢
z komodrkami gospodarza i ich kolonizacje [12, 48]. Dlatego tez badania wtasciwosci
biatek btony zewngtrznej sa niezb¢dne do zrozumienia proceséw patogenezy
nowotwordw jelita grubego [13].

Choroby nowotworowe uktadu pokarmowego, w szczegdlnosci jelita grubego,
czegsciej zwigzane sg ze stylem zycia niz z zaburzeniami genetycznymi. Stany zapalne,
spozywanie produktow o duzej zawartosci thuszczu, wysoka konsumpcja czerwonego
migsa od lat znane sg jako jedne z najwazniejszych czynnikow etiologicznych tych
chordb. W raporcie opublikowanym niedawno przez World Cancer Fund i American
Institute for Cancer Research, by zmniejszy¢é czestotliwos¢ wystepowania
nowotwordéw zaleca si¢ znaczne ograniczenie spozycia czerwonego i przetworzonego
miegsa [49]. Korelacja pomigdzy umieralnoscig na raka a dietg jest niezwykle silna.
Istnieje kilka hipotez probujacych wyjasnic tg zaleznos¢. Wyniki opublikowane przez
Sawe [15], Sesinka [50] i Corpeta [S1] sugeruja, ze jony metali przejsciowych obecne
W czerwonym migsie, w tym w podrobach oraz przetworzonym migsie [51], sg
glownym czynnikiem promocji nowotworu. Warto podkresli¢, ze jony te moga
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uczestniczy¢ w reakcji Fentona prowadzac do generowania reaktywnych form tlenu
(RFT). Ze wzgledu na dlugi czas przejscia tresci katowej przez jelito grube (12-30
godzin) i obecno$¢ endogennego nadtlenku wodoru, ktory jest wytwarzany przez np.
oksygenazy hemowe [52], reakcja Fentona moze by¢ bardzo efektywna. Powstajace
RFT uszkadzaja wazne biologicznie makromolekuty, w tym kwasy nukleinowe,
biatka i lipidy. Uszkodzenia DNA przyczyniaja si¢ do niestabilnosci genomu,
powstawania mutacji i odgrywaja istotng role w procesie nowotworzenia [53, 54].
Z kolei utlenianie biatek moze zaktoci¢ funkcjonowanie receptoréw, przeciwciat czy
enzymow. Co wigcej, takie utlenione biatka mogg by¢ uwazane przez nasz uktad
odpornosciowy jako obce, prowadzac tym samym do powstawania przeciwciat
i reakcji autoimmunologicznych [55]. Lipidy takze ulegaja procesom utleniania.
Produkty ich peroksydacji modyfikujg wiasciwosci fizyczne bton komoérkowych. Jest
to konsekwencja wprowadzenia grup polarnych do czasteczek fosfolipidow, co
skutkuje obnizeniem hydrofobowosci wngtrza blony komorkowej. Efekt ten
podwyzsza przepuszczalno$¢ bton dla jonow wodorowych i innych substancji
polarnych. Oprocz tego, peroksydacja lipidoéw powoduje zahamowanie aktywno$ci
enzymoOw blonowych 1 bialek transportujacych [56]. Wszystkie te zjawiska
podwyzszaja ryzyko zachorowania na choroby dietopochodne, takie jak m.in.
miazdzyca, cukrzyca czy nowotwory.

Uzyskane przez nas wyniki badan sugeruja, ze zwigzanie jonow zelaza i miedzi
do biatek btonowych Fusobacterium nucleatum zwigksza efektywnos$¢ generowania
RFT. Co za tym idzie, przyczyniaja si¢ do uszkadzania potencjalnych celow
komorkowych. Istotnym czynnikiem wptywajacym na sif¢ i charakter oddzialywania
zwigzkow na kwasy nukleinowe jest ich wypadkowy tadunek. Zaréwno czasteczki
DNA, jak i RNA, jako polianiony silniej wiaza zwiazki o wysokim ladunku dodatnim.
Jednym ze sposobdw zwigkszania wypadkowego tadunku zwigzku jest utworzenie
komplekséw z jonami metali. Chelaty takie charakteryzuja si¢ nie tylko wyzszym
tadunkiem, ale bardzo czesto posiadaja tez odmienne wiasciwosci fizykochemiczne
niz nieskompleksowane ligandy w tych samych warunkach. Poza strukturg
i tadunkiem czesto drastycznej zmianie ulega takze reaktywnos$¢, w tym zdolnos¢ do
generowania RFT. W efekcie badania kompleksow obfituja niejednokrotnie
w znaczaco wigksza liczbe oddziatywan niz badania samych ligandow [17].

Jednym =z naszych celéw badawczych jest zatem scharakteryzowanie
molekularnych mechanizmow reaktywnosci komplekséw jonéw Cu(Il) z peptydami
poprzez okreslenie ich zdolnosci do degradacji kwasow nukleinowych. Poniewaz
degradacja materialu genetycznego, moze zachodzi¢ w réznoraki sposéb, podjgto
prébe okreslenia mechanizmu, jaki towarzyszy uszkodzeniom DNA oraz RNA.

Analiza poréwnawcza statych trwatosci badanych kompleksow wykazata, ze
w roztworze wodnym o warto$ci pH nizszej od 7.5, jony miedziowe sa najsilniej
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wiazane przez peptyd o sekwenkcjiAc-FGEHEHGRD-NH>, co obrazuje Rysunek 3.
Sytuacja ulega zmianie dopiero w pH powyzej 8, w ktorym sposrod badanych
peptydow najefektywniejszym chelatorem staje si¢ peptyd Ac-GVVHKNI-NH», co
jest zwiazane z tworzeniem licznych wigzan wodorowych stabilizujacych strukture
kompleksu [16].

100

Cu(IT)-Ac-GVVHKNI-NH,
90

Cu(Il)

= 80
k-1
< 70
3 Cu(Il)-Ac-FGEHEHGRD-NH,
% 60
3
z2 50
2
Z 40
]
g .
g 30
2 20
- Cu(Il)}-Ac-ALGHYKN-NH,
N

10

0

3 4 5 6 7 8 9 10 1

Rysunek 3. Wykres kompetycyjny obrazujacy konkurencje w wigzaniu jonéw Cu?" pomiedzy wybranymi
peptydami M:L 1:1.1, [Cu*'] = 1 mM

Figure 3. Competition plot illustrating the competition in Cu* ion binding between selected M: L 1: 1.1
peptides, [Cu* =1 mM

W ramach pracy badawczej okreslono réwniez wpltyw peptydéw i ich
komplekséw na plazmidowy DNA. Zaobserwowano szereg intrygujacych i wrecz
nieprzewidywalnych efektow. Zgodnie z uzyskanymi wynikami zaréwno kompleksy,
jak 1 co rzadsze - ligandy, oddzialuja w roznorodny sposoéb z DNA. Rozmiar
i charakter uszkodzen plazmidu moze by¢ jedynie efektem dziatania samych jonow
Cu(Il) lub tez by¢ wzmocniony efektem chelatacji. Wtasnie taki destrukcyjny wpltyw
zaobserwowano w przypadku komplekséw z fragmentami biatka porynowego P1 [17,
18]. Reakcji degradacji DNA czgsto towarzyszy generowanie reaktywnych form
tlenu, a w szczeg6lnosci najbardziej z nich ,,agresywnego” rodnika hydroksylowego,
co potwierdzono badaniami spektroskopowymi z uzyciem NDMA (N,N-dimetylo-4-
nitrozoanilina) [16, 17].

Zaobserwowano takze zdolno$¢ niektorych peptydéw do niespecyficznej
degradacji DNA, polegajacej na jego rozpadzie do krotszych form oligonukleoty-



BAKTERYJNE STRATEGIE WYKORZYSTANIA JONOW METALI — KULISY CHEMII KOORDYNAYCJNEJ 305

dowych. Szczegélnie silny efekt zaobserwowano w przypadku peptydow
stanowigcych fragmenty biatka YadA, ktore w swej strukturze zawieraly zasadowe
aminokwasy [16].

Rezultaty uzyskanych badan przyczynily si¢ do glebszego poznania
molekularnego podtoza chorob nowotworowych jelita grubego oraz stanowig
»pomost” pomiedzy roéznymi czynnikami etiologicznymi. Najwazniejszym
osiggnigciem tych badan jest okreslenie zaleznoSci pomigdzy dysbiozg przewodu
pokarmowego a jonami metali wystepujacymi w jelitach [10].

UWAGI KONCOWE

Przedstawione przyktady metaloforow wskazujg na ich centralng role w homeostazie
jonow metali i ewolucji waznych ludzkich patogenow.

Jak podkres$lono, wlasciwosci i aktywno$¢ biologiczna sideroforow podyktowane sa
ich struktura, chiralnosciag oraz stopniem dopasowania ksztattu kompleksu Fe(III)-
siderofor do miejsc wigzania specyficznych bialek receptorowych wewnatrz btony [57].
Z uwagi na znaczng réznorodno$¢ sideroforow i odpowiadajacych im receptorow, a takze
odkrycia nowych rél ligandéw wczes$niej uwazanych za drugorzgdowe chelatory, proces
rozpoznawania sideroforow przez drobnoustroje nie jest jeszcze w pelni poznany.
Dotychczasowe odkrycia potwierdzaja rowniez ideg¢ dodatkowej roli sideroforow
w pozyskiwaniu jondw metali innych niz Fe(III) oraz obronie przed toksycznos$cig metali.
Nadal jednak brakuje badan chemii koordynacyjnej w tym kontekscie, okreslajacych ich
powinowactwo wigzania do jonéw Zn(II), Cu(Il) i Cu(I) (obie formy prawdopodobnie
obecne w fagosomie), jak rowniez innych kationow. Lepsze zrozumienie tych wlasciwosci
oraz mechanizmu transportu kompleksow sideroforé6w z jonami metali pozwoli okreslic,
w jaki sposob osiggana jest swoisto$¢ jonow metali i sideroforow.

Toksyczno$¢ metali wobec patogennych bakterii stanowi solidng podstawe do
projektowania nowych strategii terapeutycznych. Doktadne zbadanie mechanizmow
homeostazy metali jest zatem kluczowym krokiem w tym kierunku. Nasze badania,
dotyczace wlasciwosci koordynacyjnych wybranych bialek wirulencyjnych, moga
przyczyni¢ si¢ do lepszego zrozumienia oddziatywania metale-patogen.

Wykazano takze, iz uklady jon metalu-peptyd posiadaja odmienne wiasciwosci
fizyko-chemiczne niz nieskompleksowane ligandy. Ponadto, czasteczki kwasow
nukleinowych jako polianiony, silniej wiaza zwiazki o wysokim tadunku dodatnim, a taki
wlasnie posiadaja kompleksy bialek adhezyjnych po zwiazaniu jonu metalu. Uzyskane
wyniki $wiadczg o istotnym udziale reaktywnych form tlenu w procesie rozwoju
nowotworu i o zwigkszaniu aktywnosci prooksydacyjnej jondw metali na skutek wigzania
przez niektore ligandy.
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PODZIEKOWANIE

Przedstawiona tematyka realizowana byta w ramach kilku projektéw badawczych, tj.
NCN Opus 2012-2015, Bomimetyczne analogi sideroforow jako strukturalne sondy
procesow asymilacji zelaza przez mikroorganizmy, NCN Opus 2016-2020, Wychodzgc
poza "wystarczajgco dobre": w poszukiwaniu efektywnych czynnikow chelatujgcych dla
radioaktywnych jonow Cu-64, Ga-68 oraz Zr-89 , NCN Maestro 2018-2023, Metalofory
- zrozumienie (i wizualizacja) transportu metali w patogenach, by pomoc gospodarzowi
oszukaé najezdzcow, NCN Sonata 2017-2022, Zrozumienie oddzialywan cynku
z regulatorami transkrypcji z rodziny ArsR z Mycobacterium tuberculosis, NCN Opus
2015-2019, Czy biatka adhezyjne Fusobacterium nucleatum zwiekszajq prooksydatywng
aktywnosé jonow zelaza i miedzi? oraz programu COST, Action Network for Equilibria
and Chemical Thermodynamics Advanced Research (NECTAR) CA18202.
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