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Celem projektu jest identyfikacja nieuchwytnego Matego Nosnika Miedzi (Small Copper Carrier SCC),
wskazanego uprzednio jako wzglednie malej czasteczki, majacej wiazaé jony Cu?* i uczestniczy¢é w ich
transporcie we krwi wielu, by¢ moze wszystkich ssakéw. SCC zostatl czgsciowo wyizolowany, poczatkowo z
krwi zwierzat eksperymentalnych odtwarzajacych aspekty choroby Wilsona, wady genetycznej powodujacej
akumulacj¢ miedzi w watrobie, innych organach, a takze krwi. Takie niekontrolowane zlogi miedziowe maja
szerokie spektrum toksyczno$ci, wlaczajac opoznienie umystowe. SCC znaleziono réwniez w duzo
mniejszych ilosciach we krwi zdrowych ludzi, a takze owiec, kréw, $win i myszy. Nie zostat on jednak
oczyszczony, a jedynie cze$ciowo scharakteryzowany, co jest dos¢ zaskakujace. Raportowane trudnosci z
identyfikacja jego natury chemicznej sa do$¢ tajemnicze. Spekuluje sie, ze SCC stanowi tak zwang labilng
miedz we Krwi. Jest to pula jonéw miedzi oznaczona po usuni¢ciu biatek krwi, ktore wigzg miedz, gldwnie
ceruloplazminy i albuminy. Labilna miedz we krwi jest podwyzszona w wielu przypadkach choroby
Alzheimera (AD). Zaobserwowano to rowniez W cukrzycy typu 2 i licznych nowotworach. MiedzZ jest
podstawowym mikroelementem u eukariontow, poniewaz jest wymagana dla utylizacji tlenu przez oksydaze
cytochromu ¢ w mitochondriach i detoksykacji przez dysmutaze ponadtlenkowa Cu/Zn w cytozolu. Zatem
kazda komorka ciata cztowieka musi by¢ adekwatnie suplementowana miedzia dostarczong przez krew. Miedz
jest pobierana z pozywienia w jelicie cienkim, a nastgpnie transportowana do watroby, gdzie sa
biosyntetyzowane dwa gtdwne biatka miedziowe krwi, ceruloplazmina i albumina (HSA u czlowieka), a mata
pozostatos¢ miedzi, by¢ moze 2% catosci lub mniej, jest zwigzana z ligandami o matej masie komorkowej,
przypuszczalnie SCC. Dwa gtéwne poglady koncentruja si¢ na HSA i SCC jako kandydatach do odgrywania
tej roli. Wyjasnienie sktadu, struktury, trwatosci i wlasciwosci kinetycznych SCC bedzie zatem niezbedne w
okres$leniu, czy jest on czynnikiem dobroczynnym, czy toksycznym w AD i innych chorobach. Miedz jest
réwniez kofaktorem wielu nowych lekéw przeciwnowotworowych. Zrozumienie, jak jest ona przenoszona w
krwiobiegu. jest niezbedne dla ustalenia, czy powinna by¢ celem interwencji farmakologicznej i jakie powinny
by¢ wlasciwosci potencjalnych lekéw miedziowych Iub przeciwmiedziowych, by byly one efektywne.
Ptodowa surowica cielgca (Fetal Calf Serum, FCS) jest bezkomorkows frakcja krwi ptodow cielecych,
zawierajacg ponad 1000 sktadnikéw, sposrod ktorych wiele nie zostalo okreslonych. FCS jest niezbedny dla
podtrzymania wzrostu hodowanych komérek eukariotycznych, co koniecznie musi obejmowac dostarczanie
miedzi. Sformutowaliémy zatem hipoteze, ze FCS powinien zawiera¢ SCC. FCS jest certyfikowanym
odczynnikiem laboratoryjnym dostepnym w duzych ilosciach, co czyni je doskonatym zrédlem dla
wielkoskalowej izolacji SCC. SCC stanowi problem konceptualny, gdyz wysokie stezenie i wysokie
powinowactwo HSA do Cu(Ill) naktadaja $ciste ograniczenia dla wilasciwosci SCC, by mogt on
wspolzawodniczy¢ o jony Cu?*. Wymagane jest powinowactwo SCC do Cu(Il) wyzsze, niz mozna si¢
spodziewa¢ na podstawie jego wlasciwosci spektroskopowych lub stezenie duzo wyzsze ni¢ HSA, a wiec
milimolowe. Nalezy tu rozwazy¢ nastepujace opcje: (i) kompleks SCC ma niezwyklg structure i jego wysoka
trwatos¢; (i) SCC jest kompleksem ternarnym lub rodzing takich kompleksow; (iii) SCC jest trwaty raczej
kinetycznie, niz termodynamicznie; (iv) SCC jest artefaktem. Dla wyjasnienia tych punktow proponujemy
wykonanie nast¢pujacych badan, podzielonych na cztery zadania. W Zadaniu 1. SCC i inne nosniki Cu(Il) w
FCS zostang zidentyfikowane przez frakcjonowanie pod wzgledem wigzania miedzi i masy czasteczkowej,
rozwigzujac problem (iv). W Zadaniu 2. zidentyfikowane kandydatury na SCC zostana zsyntezowane w
duzych ilosciach, a ich kompleksy z Cu(Il) scharakteryzowane pod wzgledem struktury, powinowactwa do
Cu(Il) i podatnosci na redukcj¢ Cu(IT) do Cu(I). Wyniki Zadania 2. odpowiedzg na problemy (i) i (ii).W
Zadaniu 3. wymiar czasowy aktywnos$ci SCC zostanie zbadany w odniesieniu do zdolnosci do wymiany
miedzi, w odniesieniu do HSA. Kwestia szybkosci reakcji jest kluczowa dla catego projektu, gdyz moze ona
zwalidowa¢ SCC jako funkcjonalnego partnera w systemie dystrybucji miedzi, a zatem aktora w zakresie
zdrowia i chorob czlowieka. Badania obejmg reakcje Cu?* i Cu* z HSA, SCC z Zadania 2 i innymi matymi
czasteczkami obecnyymi we Kkrwi, ktore moga dziata¢ jako Kkatalizatory Ilub inhibitory reakcji
wigzania/wymiany. Zakres naszego instrument jest ograniczony do czasdéw reakcji dtuzszych, niz 2 ms.
Badania dla krétszych czasow zostang wykonane podczas 6-miesiecznego pobytu badawczego doktoranta/ki
w TU Delft. Zrealizowane Zadanie 3 da odpowiedz na problem (iii). Ostateczny test funkcji SCC bedzie
wykonany w Zadaniu 4. in Task 4. gdzie zdolno$¢ SCC do dostarczania miedzi do hodowli komérek HEK293
zostanie zbadana za pomoca metodologii opracowanej w naszym laboratorium. Réwniez FCS i cale frakcje
FCS zostang zbadane jako kontrole. Te badania umozliwia domknigcie kwestii SCC, umozliwiajac nam
sformutowanie hipotez fizjologicznych i zaplanowanie eksperymentow biologicznych. Projekt niesie ryzyka.
SCC moze by¢ artefaktem lub czgsteczka patologiczng. Jego funkcje moga wykonywaé znane nosniki, np.
HSA lub histydyna. Plan projektu jest odporny na te zagrozenia, gdyz nie nasladuje literatury na temat SCC,
ale obejmuje jej pelng weryfikacj¢. Alternatywnie SCC moze istniez, ale nie w FCS. Jesli w projekcie uzyskany
zostanie taki mato nieprawdopodobny wynik, to i tak dostarczy on duzej ilosci danych do wykorzystania w
przysztych badaniach. Metodologia planowana do uzycia jest pewna i sprawdzona, zapewniajagc wykonanie
projektu. Cata potrzebna aparatura jest w petni dostepna bezposrednio w IBB lub przez ustalone wspotprace.



