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Streszczenie: Metalotioneiny (MTs), jako niskoczasteczkowe biatka bogate w aktywne grupy sulthydry-
lowe, ktorych synteza i okres pdttrwania sa Scisle zwiazane z aktywnoscia jonéw cynku wewnatrz
komorek, wywierajq istotny wptyw na warto$¢ potencjatu antyoksydacyjnego srodowiska wewnatrz- i
zewnatrzkomorkowego. MTs wspolodpowiadajg za homeostaze pierwiastkow sladowych; oddziatuja w
procesach regulacji ekspresji genow; wykazuja wlasciwosci antyapoptotyczne. Maja zdolno$¢ wiazania
i neutralizacji zewnatrzpochodnych zwigzkow elektrofilowych. Przeciwutleniajaca wlasciwos¢ omawia-
nych biatek zashuguje na szczegdlng uwage, gdyz synteza MTs w warunkach stresu oksydacyjnego — w
przeciwienstwie do aktywnosci GSH oraz podstawowych enzyméw antyoksydacyjnych — ulega dlugo-
trwalemu nasileniu. Osrodkowy uktad nerwowy (OUN) czlowieka jest szczegdlnie narazony na dziatanie
wysokich stezen reaktywnych form tlenu (RFT), gdyz zuzywa az 20% puli tego pierwiastka pobranej
przez organizm. Stwierdzono, iz wymiar szkodliwych nastgpstw stresu oksydacyjnego w mézgu jest
odwrotnie proporcjonalny do zawartosci MTs. W mdzgu cztowieka MTs wystepuja w 3 podstawo-
wych izoformach: MT-1, MT-2, MT-3. MT-1/-2 syntetyzowane sg obficie w astrocytach. Izoforma
MT-3 jest charakterystyczna dla komoérek nerwowych; bierze istotny udzial w regulacji aktywnosci
jondw cynku, zwlaszcza w neuronach kory nowej i wegchomozgowia. Cynk jest niezbedny dla rozwoju
i prawidtowego funkcjonowania OUN czlowieka. Jest on silnym stymulatorem syntezy MTs oraz
wspodtuczestniczy w wewnatrzustrojowych reakcjach oksydo-redukeyjnych. Metalotioneinom przypi-
sywany jest jednoczesnie niekorzystny udzial w procesie ztosliwienia nowotwordw. Przypuszcza sig, iz
nat¢zona synteza MTs w komodrkach nowotworowych jest odpowiedzia na uporczywy stres oksyda-
cyjny toczacy si¢ wewnatrz tych komorek i nalezy ja zaliczy¢ do gtownych mechanizméw neutralizuja-
cych proapoptotyczne wiasnosci RFT.

Stowa kluczowe: metalotioneiny, potencjal antyoksydacyjny, cynk, mézg, reaktywne formy tlenu.
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Summary: Metallothioneins (MTs), as the low molecular weight proteins rich in the active thiol groups,
whose synthesis and half-life are closely connected with the activity of zinc ions inside the cell, exert a
significant influence on the antioxidant capacity of the environment within and outside the cell. MTs
influence the trace elements homeostasis, contribute to the gene expression process and demonstrate the
anti-apoptotic properties. They have the ability to bind and neutralize exogenous electrophilic compounds.
The antioxidant property of these proteins deserve a special attention, because the MTs synthesis, during
the oxidative stress — in contrast to the activity of GSH and the basic antioxidant enzymes — undergo a
durable intensification. The human central nervous system (CNS) is particularly exposed to high concentra-
tions of reactive oxygen species (ROS), since it consumes up to 20% of the pool of oxygen absorbed by the
body. It was found that the dimension of the harmful effects of oxidative stress in the brain is inversely
proportional to the MTs quantity. MTs in the human brain occur in three main isoforms: MT-1, MT-2 and
MT-3. MT-1/-2 are synthesized abundantly in astrocytes. Isoform MT-3 which is characteristic for nerve
cells, takes an important part in the zinc ions activity regulation, especially in the neocortical and rhinence-
phalic neurons. Zinc is necessary for development and the proper functioning of the human CNS. It is a
potent stimulator of the MTs synthesis, and participates in the oxidation-reduction processes. MTs are also
assignated to take a negative part in the malignancy process of tumors. It is assumed that the intense MTs
synthesis in the neoplastic cells is a response to the persistent oxidative stress rolling within these cells and
should be placed into the main mechanisms for neutralizing pro-apoptotic properties of ROS.

Key words: metallothioneins, antioxidant potential, zinc, brain, reactive oxygen species.

Metalotioneiny (MTs) to izoformy niskoczasteczkowego bialka bogatego w grupy
sulfhydrylowe. Sa szeroko rozpowszechnione w przyrodzie. Pomimo zasobnego
zbioru informacji na temat budowy i wlasciwosci biochemicznych metalotionein,
powstalego w ciagu przeszto 50 lat prac badawczych, ich fizjologiczna rola do tej
pory nie jest w petni wyjasniona. MTs zidentyfikowane zostaly jako czasteczki
zabezpieczajace ustrdj przed toksycznym dzialaniem metali ciezkich (Cd, Pb, Hg)
oraz wspotodpowiedzialne za homeostaze niezbednych pierwiastkéw sladowych (cynk,
miedz), odznaczaja si¢ bowiem wysokim powinowactwem do jonow metali przej-
Sciowych (zwlaszcza z grup Ib i IIb). W ostatnich latach, w licznych publikacjach
naukowych, podkresla si¢ funkcje¢ metalotionein jako wydajnego neutralizatora
wolnych rodnikdéw oraz ich znaczacy udzial w regulacji procesu proliferacji komérek
oraz procesu apoptozy.

CHARAKTERYSTYKA MTs

Badania nad MTs rozpoczeto w latach pieédziesiatych XX w., gdy wyizolowano
z kory nerek konskich bialko zawierajace duza ilo§¢ kadmu [43]. Oczyszczone biatko
nazwano metalotioneing, z racji jego zdolnosci do latwego przylaczania joné6w metali
dzieki wyjatkowo duzej zawartosci grup tiolowych (-SH). Specjalistyczne badania
pozwolily na sukcesywne rozroznienie kolejnych izoform tego bogatego w cysteing
biatka i sktonily naukowcow do utworzenia kilku rodzin i podrodzin (wcze$niej klas
i podklas) metalotionein charakteryzujacych si¢ odrebna strukturalng tozsamoscia oraz
zrdznicowang rola biologiczna.

MTs kregowcow, do ktdrych zaliczane sa te wykryte w tkankach ludzkich, maja
mase czasteczkowa w zakresie 6—7 kDa, zbudowane sa z 60—68 reszt aminokwaso-
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wych, przy czym 20 konserwatywnych reszt stanowia grupy cysteinylowe [74]. MTs
nie zawieraja aminokwasow aromatycznych. W ich strukturze pierwszorzegdowej na
uwage zastuguja charakterystyczne dla danej rodziny MTs, powtarzajace sie, kilku-
aminokwasowe fragmenty, w ktérych reszty cysteinylowe oddzielone sa od siebie
jednym lub dwoma réznymi od cysteiny aminokwasami (np. -cys-x-cys- lub -cys-
x-x-cys-) lub wystepuja obok siebie (-cys-cys-). Whasciwos¢ ta, przede wszystkim,
stanowi o drugorzedowej strukturze czasteczki i jej szczegdlnych wlasciwosciach
biochemicznych, ale réwniez pozwala na opisanie metalotionein nalezacych do danej
rodziny jako polimeréw o uproszczonym wzorze stechiometrycznym, np. [lys-(x)-
(X)-cys-cys-X-Cys-Cys-pro-x-(x)-cys] .

Struktura drugorzedowa MTs nie tworzy mostkéw disulfidowych. Te nisko-
czasteczkowe biatka skladaja si¢ z dwoch domen, z ktorych jedna (o) zawiera z reguly
11, a druga (B) — 9 reszt cysteiny. Reszty cysteinylowe domen warunkuja zdolno$é
wigzania odpowiednio czterech oraz trzech dwuwartosciowych jonéw metali lub 12
(2x6) jondw jednowarto$ciowych, w postaci dwoch oddalonych od siebie klasterow
— gniazd molekularnych (kazde w innej domenie jednej czasteczki MT) [55, 77]. W
komdrkach powstaja labilne mieszane kompleksy metalotionein z metalami, tzn. ze jedna
czasteczka MT wiaze réwnoczesnie np. jony cynku i miedzi, w zaleznosci od
aktywnosci poszczegolnych jondéw w otoczeniu. Powinowactwo metalotionein do
poszczegdlnych metali jest zréznicowane. Wiemy, iz w stanie fizjologicznym MTs
zwigzane sa W przewazajacej czesci z jonami cynku, jednak cynk z tatwoscia moze
ulec oddysocjowaniu i zastapieniu przez metal o wyzszym powinowactwie do MT
(szereg metali o zmniejszajacym si¢ powinowactwie do MT: Hg*" = Pb*" = Pt =
Bi** > Cu" = Ag" >Cd* > Sb>" > Zn*" >Ni*" = Co*") [74].

Metalotioneiny wystepuja w komdrce rowniez w postaci niezwigzanej z metalami
— jako apotioneiny (apo-T = T) i jako takie uczestnicza w przemianach
oksydacyjno-redukcyjnych. Wolne metalotioneiny sa jednak bardziej podatne na
dzialanie enzymow proteolitycznych; ich zawartos¢ w komorce jest z reguly nizsza
niz zawartos¢ MT. Niska warto$¢ statej dysocjacji dla klasterow metalotionein w
warunkach doswiadczalnych (np. dla Zn -T:K =3.2x 1071 mol/l; pH=7,4) $wiadczy,
iz w formie zwiazanej z metalami proteiny te sa bardzo stabilne. Jony metali
uwalniane sa z poltaczenia z apotioneinami pod wplywem zmian w potencjale
utleniajaco-redukujacym srodowiska [5,23,36,38,41,74].

BIOSYNTEZA I WYSTEPOWANIE MTs

Dotychczas z organizmu czltowieka wyizolowano MTs nalezace do czterech
typéw (podrodzin) (MT-1, MT-2, MT-3, MT-4). Ustalono, iz MT-1 oraz MT-2
syntetyzowane sg w sposob skoordynowany prawdopodobnie we wszystkich
komérkach narzadow obwodowych oraz mézgu [37,54,56,77]. Z tego wzgledu te
dwie ogdlnoustrojowe izoformy MT w badaniach biochemicznych traktowane sa jako
podstawowe i czesto opisywane lacznie jako MT-1/MT-2 lub ogdlnie, jako metalo-
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tioneina — MT [14, 54, 55]. Natomiast izoforma MT-3, majaca jako apotioneina
najwigksza mase¢ czasteczkowa (zbudowana z 68 reszt aminokwasowych), jest
syntetyzowana w neuronach, choé¢ ostatnio stwierdzono jej obecnos¢ takze w
komorkach niektérych nowotworow wywodzacych si¢ z tkanek obwodowych
(pecherza moczowego, nerki, gruczotu krokowego) oraz w prawidtlowych komoérkach
kanalikow nerkowych [40,61,66]. Izoform¢ MT-4 wykrywa si¢ w komodrkach
nabtonka wielowarstwowego plaskiego [74].

TABELA 1. Miejsca wystgpowania poszczegdlnych izoform ludzkiej metalotioneiny
TABLE 1. The places of the occurrence of different isoforms of the human metallothioneins

MT-1/2 wszystkie jadrzaste komorki tkanek obwodowych, komérki pehiagce funkcje
odzywcze i podporowe OUN, plyny srodtkankowe, osocze krwi

MT-3 neurony, komorki kanalikow nerkowych, niektore nowotwory

MT-4 komorki nablonka wielowarstwowego plaskiego

W komoérkach ludzkich, w obrebie chromosomu 16 w loci q13, wykryto kilka-
nascie genow kodujacych izoformy apo-T, przy czym nie wszystkie z nich ulegaja
ekspresji. Sposrod poznanych gendw najwigksza liczba (11) koduje podtypy metalotio-
neiny pierwszej: MT-1A, -1B, -1E, -1F, -1G, -1H, -11, -1J, -1K, -1L, -1X. Dla
pozostatych typdéw apo-T zidentyfikowano tylko po jednym genie (MT-2A, MT-3,
MT-4) [55].

Biosynteza MTs indukowana jest przez roznorodne czynniki (ryc. 1), sposréd
ktérych nalezy wymienié: jony metali, niektore hormony (glukokortykoidy), cytokiny
(zwlaszcza 1L-6), wytezony wysilek fizyczny, liczne — zaréwno egzo-, jak i endogenne
— zwiazki o wlasciwos$ciach utleniajacych, mutageny, w tym promieniowanie X i
jonizujace [56,74]. Nalezy wigc przyjac, iz istnieje wiele niespecyficznych czynnikow
wywierajacych wplyw na ekspresje gendw kodujacych MTs.

W wiekszosci publikacji poswigconych budowie i funkcji MTs, biatka te opisywane
sq jako wewnatrzkomdrkowe [51, 55]. Jednak ostatnio, wzrastajaca liczba doniesien
przedstawia MTs jako czasteczki aktywne réwniez pozakomorkowo [40,47,54].
Istnieja tez liczne, starsze prace dotyczace metod iloSciowego oznaczania MTs w
ptynach ustrojowych czlowieka oraz zwierzat doswiadczalnych intoksykowanych
kadmem i cynkiem [13].

W komorce, MTs obecne sa gldwnie w cytoplazmie i mitochondriach. Zauwazono,
iz w zaleznosci od fazy cyklu zycia komorki, MTs ulegaja przemieszczeniu do jadra
komdrkowego. Maly rozmiar i charakterystyczna, spieta struktura czasteczek MTs
umozliwiaja im latwe przechodzenie przez pory blony jadrowej. Translokacje MT-1
i MT-2 do jadra komérkowego stwierdzono w fazie S cyklu oraz w przebiegu stresu
oksydacyjnego [9,12.,40]. Skupiska metalotioneiny obserwowano rowniez w jadrach
fibroblastow traktowanych wysokimi stezeniami pierwiastkéw §ladowych: cynku,
miedzi, zelaza [24, 25].



UDZIAL MTs W PROCESACH OKSYDACYJNO-REDUKCYJNYCH W KOMORKACH 873

Zn¥, cd%,
Hg®, Pb*

!

Tl cf—»| TMTs |4—— 1R

quokiny

RYCINA 1. Gtéwne czynniki pobudzajace syntez¢ metalotionein — MTs
FIGURE 1. The main factors stimulating the synthesis of metallothioneins

BIOLOGICZNE FUNKCJE MTs

Metalotioneinom przypisuje si¢ liczne funkcje (ryc. 2). Z racji wysokiego
powinowactwa do jonow metali przejsciowych petnia funkcje detoksykacyjng
wobec metali cigzkich i nadmiaru pierwiastkow sladowych [9,77]. Te wlasciwosé
MTs potwierdzono w licznych doswiadczeniach prowadzonych zaréwno in vitro,
jak in vivo. Stwierdzono, iz w warunkach zwiekszonego dostarczania jonow metali,
znaczaco wzrasta zawartos¢ MTs w nerkach, watrobie, jelitach zwierzat doswiad-
czalnych [32]. Odnotowuje si¢ istotng zaleznos¢ miedzy zawartoscia MTs w
tkankach a stgzeniem cynku. Poszczegdlnym izoformom metalotioneiny przypisuje
sie¢ wazna role w zachowaniu homeostazy mikroelementéw w ustroju oraz
funkcje¢ wewnatrzkomorkowego rezerwuaru tych pierwiastkow (zwlaszcza cynku
oraz miedzi) [9,24,36].

MTs traktowane sa jako biologiczne tramsportery pierwiastkow Sladowych,
ktérych dystrybucja regulowana jest przez oddziatywania oksydacyjno-redukcyjne
migdzy MTs a innymi czasteczkami, np. glutationem [9,14,23]. Utrzymuje sig, iz MTs
reguluja ekspresje genow glownie przez dostarczanie jondéw cynku licznym
metaloproteinom i czynnikom transkrypcyjnym [9,24, 25, 54, 55, 77].

Metalotioneiny wykazuja znaczna zdolno$¢ neutralizacji egzogennych
toksycznych zwiazkow elektrofilowych z uwagi na wysoki potencjal redukujacy
ich czasteczki. Stwierdzono, iz MTs przyczyniaja si¢ do wielolekowej opornosci
komorek nowotworowych. Moga z tatwoscia wiazac i dezaktywowaé np. zwiazki
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platyny wykorzystywane w chemioterapii choroby nowotworowej lub niwelowaé
skutki stresu oksydacyjnego wywolanego np. przez podanie antracykliny [8,24,33,
38,68,69,70].

Opisywane biatka biora zasadniczy udzial w neutralizacji reaktywnych form tlenu
(RFT) i reaktywnych form azotu (RFA) powstatych w organizmie. Metalotioneina
cynkowa bardzo szybko reaguje z anionorodnikiem ponadtlenkowym (stala szybkosci
reakcji K=4x10 1 mol's!) oraz z wyjatkowo toksycznym rodnikiem wodoro-
tlenowym (stata szybkosci reakcji K=2,7x10' I mol's™) [5]. Dowiedziono, iz MTs
pehia funkcje ochronng wobec DNA w warunkach stresu oksydacyjnego [11,21].
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RYCINA 2. Procesy biochemiczne, w ktorych uczestnicza metalotioneiny
FIGURE 2. The biochemical processes in which metallothioneins participate

METALOTIONEINY A OSRODKOWY UKEAD NERWOWY

Mobzg, cho¢ stanowi jedynie ok. 2% masy ciata dorostego czlowieka, zuzywa —
gléwnie w procesie fosforylacji oksydacyjnej — az 20% tlenu pobieranego przez
organizm. Intensywnie prowadzony przez komorki OUN metabolizm tlenowy bez
watpienia przyczynia si¢ do powstania w nich znacznych ilosci RFT, albowiem gléwnym
uktadem, w ktorym generowane sg reaktywne formy tlenu, jest fancuch oddechowy
mitochondriow. Dodatkowo, tkanki OUN zawieraja znaczne ilosci nienasyconych
kwaséw thuszczowych, z ktdrymi szczegdlnie fatwo reaguja RFT. Mdzg wykazuje takze
nizsza aktywnos$¢ enzymow antyoksydacyjnych w pordwnaniu z innymi narzadami
[3,58]. Jednoczesnie komorki tkanki nerwowej, w poréwnaniu z komoérkami innych
tkanek, nie ulegaja wymianie w czasie zycia czlowieka. Jest wiec wysoce prawdo-
podobne, iz OUN skuteczna obrone antyoksydacyjna zawdziecza wydajnej syntezie
metalotionein, zwlaszcza w komérkach gleju.
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Synteza MTs w OUN zwigksza si¢ wraz z rozwojem organizmu, poczawszy od
okresu embrionalnego [55, 77]. Wykazano, iz zawartos¢ mRNAs dla MTs jest
zmienna, w zaleznosci od obszaru moézgu. Najintensywniejsza produkcje MTs
stwierdza si¢ w regionach zbudowanych z astrocytdéw, przy czym substancja biata
obfituje w MT-1 i -2, natomiast nie zawiera MT-3 [21]. MT-1/-2 wytwarzane sa
takze przez komorki splotu naczyniowkowego i opon [55,77]. MT-1/-2 gromadza
si¢ glownie peryferycznie w komodrkach glejowych, na biegunie wierzchotkowym
komorek pajeczynowki oraz nabtonka nerwowego, co wskazuje na ochronne lub/i
transportowe wilasciwosci MT [1,10,76,77].

Interesujace jest, iz przyrost zawartosci mRNAs dla MT-1 oraz MT-2 i nastepu-
jacy po nim wzrost stezenia bialek odnotowywano 24 godziny do 3 dni po urazie mézgu
[54,55,56,77]. Stwierdzono, iz zachodzi wprost proporcjonalna zalezno$¢ migdzy wysoka
zawartoscia MT-1/-2 w komérkach gleju a dobrym rokowaniem po uszkodzeniu OUN.
Zauwazono, iz w komorkach gleju graniczacych z miejscem przerwania ciaglosci tkanek
mozgu, mniej wigcej po uplywie doby od urazu dochodzi do wzmozonej syntezy
MT-1/-2, po czym nastepuje regeneracja neurondw i wzrost ich aksonéw [14,77].

Jednak wzrost ekspresji genow kodujacych MT-1 oraz MT-2 stwierdzono réwniez
w licznych patologiach OUN, takich jak: czasowe niedokrwienie i hipoksja z
nastepujaca po nich reperfuzja, stwardnienie rozsiane, autoimmunologiczne zapalenie
mozgu i rdzenia krggowego, choroba Alzheimera, Parkinsona, Picka, jak rowniez w
zapaleniu nerwow obwodowych [19,56,72,75,77].

Izoforma MT-3, postrzegana jako charakterystyczna dla komodrek nerwowych,
jest w nich syntetyzowana w procesie ciaglym. Z najwiekszym natgzeniem
wytwarzana jest w komorkach kory nowej, hipokampa, opuszki wechowej i zakretu
zgbatego [55,77]. Poczatkowo, MT-3 okreslano jako czynnik hamujacy wzrost
neuronéow — GIF (growth inhibitory factor), takiej wlasciwosci nie wykazuje ani
MT-1, ani MT-2 [77].

Wazne jest, iz regiony mozgu bogate w metalotioneine, a gléwnie jej izoformg MT-3,
odpowiadaja obszarom szczegolnie bogatym w cynk [20]. MT-3 opisywana jest jako
czasteczka odpowiedzialna za sekwestracje i dystrybucje jonow cynku w zakonczeniach
neuronéw magazynujacych ten pierwiastek w pecherzykach synaptycznych [21,55].

Liczne biochemiczne badania nad choroba Alzheimera i Parkinsona wskazuja, iz u
molekularnych podstaw tych trwaltych zaburzen struktury i funkcji OUN lezg reakcje
wolnorodnikowe w przebiegu stresu oksydacyjnego [16]. Zauwazono réwniez, iz
wczesnym stadiom rozwoju tych chorob neurodegeneracyjnych towarzysza: niska
ekspresja MT-3 oraz zaburzenia w homeostazie cynku. Z niedoborem MT-3 i
nieprawidlowg dystrybucja cynku w komoérkach nerwowych sa wigzane: zwigkszona
podatnos¢ na toksyczne dziatanie metali (glinu, kadmu) i na szkodliwe skutki stresu
oksydacyjnego oraz nadmierny wzrost aksonéw [2,77]. Na podstawie tych danych i
faktu obecnosci MT-3 w neuronach gromadzacych cynk nasuwa sie realny wniosek,
iz regulacja ekspresji genu dla apotionein jest wazna dla podtrzymania stabilnego
stezenia jonow cynku w komérkach nerwowych i przestrzeniach migdzykomérkowych.
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METALOTIONEINY A CYNK

Metalotioneiny sa waznymi niskoczasteczkowymi bialkami magazynujacymi duze
ilosci cynku. Jedna czasteczka MT moze zwiazaé 7 kationéw Zn®* (7 moli Zn*/
mol proteiny) [49,77]. Cynk, obok wapnia i magnezu, wystgpuje obficie w mozgu,
cho¢ zaliczany jest do pierwiastkow $ladowych. Jest niezbedny dla rozwoju OUN.
Gromadzony jest w pecherzykach presynaptycznych neuronalnych zakonczen pobu-
dzajacych (w neuronach struktur ukladu brzeznego i kory nowej). Jest to tzw. pula
pecherzykowa cynku, z ktdrej pierwiastek uwalniany jest w momencie pobudzenia
synapsy. We frakcji cytozolowej neuronu wyroznia si¢ takze pule strukturalng
cynku, na ktora skladaja si¢ kationy metalu zwiazane z bialkami nieenzymatycznymi
(do ktorych zaliczy¢ nalezy przede wszystkim MTs) lub z drobnoczasteczkowymi
ligandami oraz pule metaboliczna, w ktorej Zn>* wspotdziata z licznymi enzymami.

Jony cynku obecne sa takze w mitochondriach, w warunkach prawidlowej pracy
komorki. Mitochondrialna i cytozolowa pula cynku moga by¢ uruchamiane niezaleznie
od siebie. Mobilizacja puli cytozolowej zwiazanej z bialkami nieenzymatycznymi indukuje
cze$ciowa utratg roznicy potencjalu wewnetrznej blony mitochondrialnej (AWm), co
sugeruje mozliwe funkcjonalne znaczenie przemieszczania cynku pomiedzy pula
cytozolowa i mitochondrialng lub tez oddziatywanie Zn> na mitochondrium od
zewnatrz. Stwierdzono, iz przy duzym cytozolowym obciazeniu cynk jest wychwy-
tywany przez mitochondria, z ktérych moze by¢ nastgpnie uwolniony. Jednak nadmierna
akumulacja cynku w tych organellach prowadzi do ich uszkodzenia [18,42,80].

Zaobserwowano, iz w czasie atakéw padaczki lub przy niedokrwieniu mézgu
czesciowym lub uogdlnionym dochodzi do natezonego uwalniania jonéw cynku z
zakonczen presynaptycznych, a nastgpnie do jego wychwytu i akumulacji w
zakonczeniach postsynaptycznych. Cynk zgromadzony w nadmiernej ilosci w
neuronie moze odpowiadaé za jego uszkodzenie i $mierc. Sugeruje sig, iz toksycznosé
cynku wobec neuronéw jest skutkiem jego szkodliwego oddziatywania na prace
mitochondriow [80]. Po przeanalizowaniu przedstawionych informacji oczywista
wydaje si¢ przypisywana metalotioneinom, ktére sekwestruja istotne ilosci cynku,
funkcja ochronna wobec komorek OUN. Potwierdzeniem tej wiasnosci MTs moga
by¢ takze wyniki innych doswiadczen in vitro, w ktérych wykazano, iz apotioneina
znosi spowodowana przez Zn”>* blokade fancucha oddechowego mitochondriow [38].

Przypuszcza sig, iz uszkodzenia struktur mézgu charakterystyczne dla choréb
neurodegeneracyjnych sa bezposrednim nastgpstwem wystapienia stresu oksyda-
cyjnego. Istnieja badania przeprowadzone na hodowlach neuronéw, ktore wskazuja,
iz jony cynku uwalniane sa z polaczenia z MTs w obecnosci utlenionych zwiazkow
disiarczkowych, takich jak: utleniony glutation (GSSG) lub 2,2'-ditiodipirydyna (DTDP).
Cytozolowe pule cynku sa wigc mobilizowane w odpowiedzi na zmiany w potencjale
utleniajaco-redukujacym komorki [38]. Liczne doniesienia naukowe informuja o
antyoksydacyjnych wlasciwosciach jonéw cynku. Na podstawie wlasciwosci fizyko-
chemicznych cynku przypuszcza sig, iz pierwiastek ten, obecny w fizjologicznych
ilosciach w komorce, moze petni¢ funkcje ochronna wobec makroczasteczek w
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srodowisku sprzyjajacym powstaniu zwigkszonych ilosci RFT. Jony cynku moga bowiem
wypiera¢ jony zelaza i miedzi z przestrzeni, w ktdrej mogloby doj$¢ do powstawania
rodnika wodoro-tlenowego poprzez katalize reakcji Habera-Weissa [5,36].

Wydaje sie jednak, iz zarejestrowany efekt antyoksydacyjny niskich stezen jonow
Zn*" wynika gléwnie z ich wyjatkowej zdolnosci do indukcji syntezy metalotionein.
Analizujac opublikowane wyniki licznych do$wiadczen dotyczacych MTs tatwo
spostrzec, iz cynk, pomimo nie najwigkszego powinowactwa do MTs, jest najlepszym
stymulatorem syntezy tych bialek. Wykazano, iz przy podawaniu zwierzgtom pokarmu
wzbogaconego w ten mikroelement dochodzi do znacznego wzrostu zawartosci
mRNAs dla MTs oraz produktow translacji w tkankach. Stwierdzono jednak, iz ilos¢
mRNAs dla MTs w tkankach OUN nie ulega drastycznemu obnizeniu nawet przy
braku suplementacji organizmu w jony metalu, czego sie nie obserwuje w tkankach
obwodowych np. w watrobie [21].

Ciekawych danych dostarczyly doswiadczenia okreslajace wptyw wysokich stezen
jonéw cynku na hodowle komérek HeLa [57]. Wysokie stezenia Zn’>® silnie
indukowaly synteze MTs. Jednakze w stanie przesycenia srodowiska hodowli tym
kationem stopien charakterystycznych dla stresu oksydacyjnego uszkodzen nDNA
byt wysoki zarowno w normalnych warunkach funkcjonowania komérek, jak i po
potraktowaniu hodowli nadtlenkiem wodoru. Na podstawie tych obserwacji postu-
lowano, iz efektywna ochrong przed zgubnymi dla komérek skutkami stresu
oksydacyjnego gwarantuja MTs w warunkach niskich stezen jonéw cynku.

W pracach doswiadczalnych zostalo wykazane dzialanie antyapoptotyczne jondw
cynku w stezeniach fizjologicznych [9,29,36,57]. Wydaje si¢ jednak, iz anty-
apoptotyczne whasciwosci Zn>" wynikaja gtéwnie z ich zdolnosci do indukcji syntezy
apotionein. Dzialanie antyapoptotyczne MTs opisywane bylto przez licznych badaczy
[24,39,46,51]. Mozna wigc przyjaé, iz jest ono wypadkowa silnych wlasciwosci
antyoksydacyjnych tych bialek oraz ich istotnego udzialu w homeostazie jonéw Zn>".

METALOTIONEINY ]
A POTENCJAL UTLENIAJACO-REDUKUJACY KOMORKI

Wykazano, iz synteza MTs indukowana jest przez czynniki wywotujace stres
oksydacyjny, np. przez hiperoksje, promieniowanie jonizujace, wysitek fizyczny, hipotermig,
substancje chemiczne, takie jak: etanol, parakwat (dichlorek 1,1'-dimetylo-4,4'-bis-
pirydyniowy), wodoronadtlenek tert-butylu oraz substancje biologiczne zaangazowane w
inicjacj¢ procesu zapalnego, glownie cytokiny [54,63]. Fakt ten moze wynika¢ z
mechanizméw obronnych komorki i z wybitnej zdolnosci MTs do neutralizacji RFT [78].
Stwierdzono, iz wymiar szkodliwych nastgpstw stresu oksydacyjnego jest odwrotnie
proporcjonalny do zawartosci MTs w tkankach mozgu [14,20,54].

Obserwowano blisko 12-krotne nasilenie syntezy MTs po zastosowaniu antymy-
cyny oraz blisko 4-krotne po zastosowaniu 2,4-dinitrofenolu, przy czym aktywnosé¢
enzymow antyoksydacyjnych pozostawata w zasadzie bez zmian (dinitrofenol spowo-
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dowal jedynie 1,3-krotny wzrost aktywnosci Mn-SOD) [33]. Zaréwno antymycyna,
jak i 2,4-dinitrofenol zaburzaja prawidlowa prace mitochondridw i wtornie, silnie
generujg anionorodnik ponadtlenkowy (O,""). Na podstawie tego doswiadczenia
przypisuje si¢ MTs wazng role ochronng przeciw skutkom stresu oksydacyjnego
indukowanego w mitochondriach.

Zauwazono, iz natgzona synteza MTs towarzyszy szybkiemu zwiekszeniu czyn-
nosci metabolicznych w komorkach, np. w brunatnej tkance tluszczowej w czasie
intensywnej termogenezy, co moze potwierdza¢ wazny udzial MTs w neutralizacji
wolnych rodnikéw, ktére w tych warunkach powstaja w wiekszych ilosciach
[51,55,74].

Wykazano, iz MT-1/-2 istotnie redukuja uszkodzenia DNA wywolane dziataniem
wysokich stezen rodnika hydroksylowego (HO*®) [44,62]. Badano, na przyklad, wpltyw
obecnosci metalotionein na funkcj¢ szpiku kostnego zwierzat napromienianych
réznymi dawkami fal X i stwierdzono istotnie wigksze, niekorzystne zmiany ilosciowe
i jakosciowe komorek krwi obwodowej i szpiku kostnego (wigkszy spadek liczby
leukocytow i wigkszy wzrost liczby mikrojadrzastych retikulocytow we krwi
obwodowej oraz wiekszy wzrost liczby polichromatycznych mikrojadrzastych
erytrocytow w szpiku) u myszy szczepu pozbawionego genu kodujacego MT-1/-2
w pordwnaniu z grupg kontrolna, tj. zwierzetami szczepu dzikiego syntetyzujacymi
MTs. Przy czym doswiadczenia wykonano réwniez na grupach zwierzat, ktorych
dieta uprzednio wzbogacona byla w bizmut lub cynk, oraz monitorowano zmiany w
zawartosci MTs w tkankach wszystkich zwierzat [62]. Podobnie, zwierzgta labora-
toryjne, u ktorych zaburzono prawidtowa synteze¢ MTs, wykazywaly zwigkszona
podatnos¢ na toksyczne dziatanie organicznych zwiazkow kancerogennych, tlenku
azotu lub kadmu [9,51,54].

Rowniez w doswiadczeniach in vitro potwierdzono skuteczna funkcje MTs jako
czasteczek chroniacych DNA oraz lipidy blonowe przed dzialaniem wolnych rodni-
koéw, zwlaszeza rodnika wodorotlenowego generowanego przez uklady mikrosomalne.
Jednoczesnie, w badaniach poréwnywano wydajnos¢ MTs i GSH w reakcjach
neutralizacji RFT. Wykazano, iz MT-1/-2 jest ewidentnie bardziej wydajnym zmiataczem
wolnych rodnikéw niz zredukowany glutation [9,11,44,45]. Poréwnujac stezenia
molowe, MT-1/-2 z 50-krotnie wigksza wydajnoscig niz glutation zapobiegala
peknigciom plazmidowego DNA inkubowanego w srodowisku aktywnych enzymow
mikrosomalnych wytwarzajacych rodnik hydroksylowy. Istotne jest takze, iz przepro-
wadzono doswiadczenie potwierdzajace ochronne dzialanie wobec DNA grup tiolowych
MT. Czasteczki MT, ktérych reszty -SH zostaty uprzednio utlenione wysokimi
stezeniami nadtlenku wodoru, nie zabezpieczaly plazmidu przed peknigciami
wywolanymi HO*. Jednoczesnie stwierdzono 10-krotnie wieksza wydajno$¢ czasteczek
MT w poréwnaniu z czasteczkami GSH w hamowaniu reakcji peroksydacji lipidow
btonowych oraz w neutralizacji rodnika nadtlenkowego kwasow tluszczowych [44].

Analizujac przedstawione wyniki, warto obliczy¢ stosunek molowy oraz masowy
reszt cysteinylowych wchodzacych w sktad glutationu oraz czasteczki metalotioneiny
do pozostatych reszt aminokwasowych budujacych te antyoksydanty. Ot6z, biorac
pod uwage dwie podstawowe izoformy MT, tj. MT-1 i MT-2, nalezy stwierdzié, iz
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podobnie jak w GSH, w czasteczce MT stosunek liczby moli cysteiny do liczby
pozostatych aminokwasdw tworzacych proteing wynosi ok. 1/3 (20 reszt cysteiny-
lowych przypadajacych na 61-62 aminokwasy). Zblizony jest rdwniez stosunek masy
molowej reszt cysteinylowych do sumy mas pozostatych aminokwaséw i wynosi w
obu przypadkach ok.0,38.Wydaje si¢ wigc, iz MTs swoj wysoki potencjat anty-
oksydacyjny zawdzigczaja nie tylko wysokiej liczbie grup tiolowych, lecz specyfi-
cznym wlasciwosciom calej czasteczki. Potwierdzeniem tego przypuszczenia moze
by¢ réwniez fakt, iz izoforma MT-3, ktdra w swej czasteczce zawiera t¢ sama liczbe
grup -SH co izoformy MT-1/-2, r6zni si¢ jednak budowa — ma funkcje¢ czynnika
hamujacego wzrost neurondw, ktorej nie wykazuja pozostate izoformy MT.

Rozpatrujac wlasnosci przeciwutleniajace metalotionein trzeba takze zauwazyd,
iz w warunkach szoku tlenowego synteza MTs, a wigc rowniez ich potencjat
redukujacy — wzrasta. Natomiast potencjal redukujacy glutationu (wyrazony stosun-
kiem: R = GSH/GSSG) w warunkach szoku tlenowego ulega drastycznemu obni-
zeniu. Np. mierzony w tkance watroby w warunkach fizjologicznych wynosit 350,
podczas glodzenia — 150, a pod wptywem stresu oksydacyjnego — 2. Ilos¢ glutationu
zredukowanego w komoérkach uzalezniona jest od diety, zwigksza sie ok. 3-krotnie
przy diecie wysokobiatkowej, a np. przy nadczynnosci tarczycy spada 40% ponizej
normy (mierzona w tkance watroby). Fizjologiczne stgzenie glutationu zmienia si¢
w zaleznosci od tkanki. Np. w migsniu sercowym R dla glutationu jest kilkakrotnie
nizszy w poréwnaniu z watroba, lecz jest stabilny [10,16,33,36].

MTs wspoldziataja z innymi antyoksydantami [11,38,51,55,74]. Grupy SH- naleza
do najbardziej reaktywnych grup w komorce. Potwierdzono, iz klastery metalotionein
sa stabilizowane przez wysokie wewnatrzkomorkowe stezenia GSH. Przeprowa-
dzono doswiadczenia, w ktorych utleniony glutation oddziatuje z metalotioneinami i
powoduje uwalnianie kationéw metalu z komplekséw z biatkiem [38]. Doswiadczenia
na hodowlach komdérek wskazujg, iz MTs moga petni¢ funkcje donoréw jonow
miedzi i cynku np. dla cytoplazmatycznej dysmutazy ponadtlenkowej [55].

METALOTIONEINY A NOWOTWORY

Wysoki potencjal antyoksydacyjny (redukujacy) srodowiska wewnatrzkomor-
kowego i ptynow srédtkankowych jest gwarantem prawidtowego funkcjonowania
tkanek i narzadow. Niezneutralizowane RFT najprawdopodobniej odgrywaja zasad-
nicza rolg rowniez w procesie inicjacji i promocji nowotworu. Wsrod badaczy
przewaza poglad, iz komorki nowotworowe w trybie ciaglym i przewleklym
wytwarzaja zwigkszone ilosci RFT. Wzmozona produkcje¢ aktywnych form tlenu w
komorkach transformowanych traktuje sie jako jedna z przyczyn licznych mutacji i
niestabilnosci genomu oraz zaistnienia réznorodnosci populacji komdrek w obrebie
guza [6,15,17,26,28,53,73]. Szok tlenowy, jak wyzej wspomniano, jest silnym impulsem
stymulujacym syntez¢ MTs. Mozna przypuszczaé, iz natezona synteza MTs jest
odpowiedzia komorki na toczacy sig¢ stres oksydacyjny. Liczne doniesienia naukowe
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informuja o wzmozonej syntezie MTs w réznorodnych ludzkich nowotworach oraz
o tendencji do wzrostu zawartosci MTs wraz ze stopniem zlosliwosci guza
[9,22,40,51,67,68,69,70].

Guzy nowotworowe OUN, pod wzgledem czgstosci zachorowan, stanowia ok.
9% ogo6tu nowotwordw cztowieka; w wigkszosci przypadkéw zachorowania bardzo
zle rokuja. Najwieksza grupe pierwotnych nowotworow OUN cztowieka stanowia
guzy wywodzace si¢ z tkanki nerwowo-nablonkowej. Glejaki naleza do nowotwordw
ztosliwych naciekajacych i niszczacych okoliczne tkanki. Wykazuja tendencje do
szybkich nawrotow i zwigkszania stopnia zlosliwosci. Stwierdzono doswiadczalnie, iz
nowotwory szeregu astrocytarnego cechuje wysoka zawartos¢ MTs w poréwnaniu z
lagodnymi nowotworami OUN. Stezenie MTs w glejakach wydaje si¢ wzrasta¢ w
miare wzrostu stopnia ztosliwosci, az do zaistnienia postaci anaplastycznej [67].

Zdolnos¢ do natezonej syntezy MTs przez glejaki — w poréwnaniu z tagodnymi
nowotworami OUN, przede wszystkim oponiakami w | stopniu ztosliwosci histolo-
gicznej — moze by¢ pochodna natury komorek glejowych. Mozliwe jest, iz glejaki
dlatego wykazuja wysoka ztosliwos¢, poniewaz wywodza si¢ z komorek syntety-
zujacych MTs z duza wydajnoscia. Stuszna moze si¢ okazaé hipoteza, iz zdolnos¢
do intensywnej syntezy MTs przez komorki tkanki, z ktérej wywodzi si¢ dany
nowotwor, predysponuje transformowane komorki do osiagnigcia fenotypu komorek
dzielacych si¢ bardzo intensywnie i niepohamowanie. Komorki gwiazdziakow, w
ktérych stwierdza si¢ wysoka zawartos¢ MTs w pordwnaniu z tagodnymi guzami
opon [67], wykazuja wysoki potencjat proliferacyjny oraz szczegdlng zdolnos¢ do
migracji [65]. Podobnie, odnotowano wysoka zawartos¢ MTs w rakach jamy
nosowo-gardlowej oraz dodatnia korelacje miedzy stezeniami MTs i cynku w tych
guzach a aktywnoscia proliferacyjna komorek [30]. Wysoka zawartos¢ MTs
stwierdzono takze w nowotworach przerzutowych OUN [67].

Za zdolnoscia do natgzonej syntezy MTs przez komdrki nowotworowe, jako
czynnikiem warunkujacym proces wzrostu nowotworu, przemawia fakt, iz niska wartos¢
potencjatu utleniajaco-redukujacego, czyli wysoki potencjat redukujacy, jest warunkiem
niezbednym dla podzialéw komoérek. O niskiej wartosci potencjatu oksydacyjno-
redukcyjnego stanowi gldwnie wysoka aktywnos¢ grup tiolowych w komorce. Wzrost
wartosci potencjatu utleniajaco-redukujacego decyduje o zahamowaniu procesu
proliferacji i wejsciu komorek w fazg roznicowania. Dalej postepujacy wzrost wartosci
potencjatu utleniajacego w komorce jest przyczyna zainicjowania procesu apoptozy
lub w skrajnych przypadkach stresu oksydacyjnego — nekrozy [60]. Na podstawie
tych informacji mozna sformutowac hipoteze, iz wysoki potencjal redukujacy MTs moze
stanowi¢ istotny czynnik w ,,blednym kole” proceséw biochemicznych toczacych si¢
w nieuporzadkowany sposob w komoérce nowotworowej (rys. 3).

Nowotwory wywodzace si¢ z komorek gleju opisywane sa jako szczegdlnie
oporne na chemio- i radioterapi¢. Opublikowano prace, w ktérych opornosé
nowotworow na leczenie metodami cytotoksycznymi taczona jest ze zdolno$cia
komoérek do natgzonej syntezy MTs, ktorym przypisuje sie znaczacy udzial w
mechanizmie wielokierunkowej opornosci komodrek nowotworowych na srodki
cytotoksyczne [4,8,29,51,69,70,71].
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RYCINA 3. Prawdopodobny mechanizm oddziatywania metalotionein w procesie promocji i ztosliwienia
nowotworow

FIGURE 3. The likely mechanism of the conribution of metallothioneins to the processes of
promotion and malignancy of the neoplasms.

Srodki chemiczne stosowane przy zwalczaniu nowotworéw sa induktorami
powstawania RFT lub wykazuja bezposrednie powinowactwo do kwasow nukleino-
wych — blokuja transkrypcje i podziaty komorek. Podobnie, mechanizm toksycznego
wplywu promieni jonizujacych na komorki opiera si¢ na reaktywnosci wolnych
rodnikéw tlenowych powstalych w reakcji radiolizy wody. Skutkiem dziatania
wysokich stezen RFT sa powazne uszkodzenia przede wszystkim czasteczki nDNA.
Wszelkie nienaprawione aberracje nDNA teoretycznie winny doprowadzi¢ do
likwidacji uszkodzonej komorki, zwykle przez uruchomienie szlakéw apoptozy.
Utrzymuje sig¢, iz MTs w istotnym stopniu przyczyniaja si¢ do zaburzenia procesu
apoptozy w komorkach transformowanych. Zauwazono, iz metalotioneiny ulegaja
akumulacji w jadrze komdrkowym i mitochondriach, czyli strukturach odpowie-
dzialnych za torowanie uszkodzonej komoérki na droge programowanej $mierci
[9,12,24,25,40,54]. Prace przypisujace metalotioneinom wiasciwosci antyapoptotyczne
sq liczne [9,24,39,50,54,55,64].

Wiadomo, iz w komdrce nowotworowej proces programowanej Smierci jest
zaburzony tak, iz komorka moze si¢ dzieli¢ intensywnie, pomimo licznych
nieprawidtowosci w jej strukturze i funkcji. W badaniach doswiadczalnych wykazano,
iz RFT lub czynniki uposledzajace system antyoksydacyjny komdrki moga indukowaé
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apoptoze, natomiast przeciwutleniacze przeciwdzialaja zaistnieniu apoptozy [4, 39].
Niedostateczna wrazliwos¢ komorek nowotworowych na czynniki, ktore powinny
doprowadzi¢ do uruchomienia mechanizmu programowanej Smierci, moze wigc
wynika¢ m.in. z prominentnych wlasciwosci antyoksydacyjnych MTs, ktére nowotwor
syntetyzuje czesto z duzym natezeniem.

Nadziej¢ na opracowanie skutecznych przeciwnowotworowych srodkow leczni-
czych czgsto si¢ wiaze z rozpoznaniem systeméw stanowiacych o potencjale
utleniajaco-redukujacym komorki transformowanej. Z tego wzgledu stuszne wydaje
si¢ stwierdzenie, iz zagadnienia opisane w niniejszej pracy naleza do waznych dla
medycyny eksperymentalnej i klinicznej.
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