POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 332006 NR 2 (285-302)

ROSLINNE METALOTIONEINY*

PLANT METALLOTHIONEINS

Anna Maria KOSZUCKA, Grazyna DABROWSKA

Zaktad Genetyki, Instytut Biologii Ogoélnej i Molekularnej,
Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

Streszczenie: Metalotioneiny to niskoczasteczkowe biatka bogate w reszty cysteinowe, zdolne do wia-
zania metali cigzkich. Wystgpuja u niektorych Prokaryota, grzybow, roslin i zwierzat. Proby wyizolo-
wania natywnych biatek ro§linnych byly zazwyczaj nieudane, jednak u wielu roslin jedno- i dwuliscien-
nych, a takze u niektorych nagonasiennych i glonow zidentyfikowano geny kodujace metalotioneiny.
Podobnie jak u zwierzat tworza one mate rodziny genow, a ich ekspresja jest indukowana rozmaitymi
czynnikami endo- i egzogennymi, w tym jonami metali. Jednak w przeciwienstwie do zwierzgcych
homologdéw nie tworza one zgrupowan na jednym chromosomie, ale s3 rozproszone w genomie. Wigk-
szo$¢ metalotionein roslinnych ulega ekspresji tkankowospecyficznej. Sugeruje sig, ze ro§linne metalo-
tioneiny uczestnicza w homeostazie metali niezbednych do zycia i detoksykacji szkodliwych jonow
metali oraz chronig tkanki przed stresem oksydacyjnym.

Stowa kluczowe: jony metali, detoksyfikacja, stres oksydacyjny.

Summary: Metallothioneins are low molecular weight, cysteine-rich, heavy-metal binding proteins. They
are present in some Prokaryota, fungi, plants and animals. Attempts to isolate native plant proteins failed
but many metallothionein genes were identified in mono- and dicotyledons and also in some gymno-
sperms and algae. They are organised in small gene families, like in animals genomes and their expression
is upregulated by different endo- and exogenous factors, including metal ions. In contrast to animal
metallothionein genes, they don’t form clusters, but they are distributed through plant genomes. Further-
more expression most of them is organspecific. It was suggested that plant metallothioneins may be
involved in essential metal ion homeostasis and metal ion detoxification, they could also protect tissues
against oxidative stress.

Key words: metal ions, detoxification, oxidative stress.
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WPROWADZENIE

Metalotioneiny to biatka o niskiej masie czasteczkowej (4—8 kDa) i duzej zawartosci
reszt cysteinowych, wiazace koordynacyjnie jony metali — stad wtasnie nazwa tych
biatek [2, 7,9, 47]. Pierwszy raz terminu metalotioneina uzyli w 1957 roku Margoshes
i Vallee, dla opisania biatka wyizolowanego z kory nerki konia, ktore zawierato duze
ilosci kadmu i siarki [60].

TABELA 1. Charakterystyka metalotionein, podzial wg [60]

Kla- | Cechy Wystgpowanie

sa

I 20 reszt cysteinowych w konserwatywnych pozycjach u niektorych grzybow, np. u
w obrgbie catego fanicucha biatkowego, Neurospora crassa i
brak aminokwaséw aromatycznych, pieczarki dwuzarodnikowej,
czasteczka biatka zwija si¢ w dwie domeny wiazace metale | rozpowszechnione
oddzielone od siebie krotkim odcinkiem aminokwasowym u zwierzat krggowych,
[19] zwlaszcza u sakow

11 struktura pierwszorzedowa, zwlaszcza rozmieszczenie reszt | u niektérych Prokaryota,
cysteinowych, nie odpowiada strukturze biatek klasy I, u wigkszos$ci grzybow,
u roslin reszty cysteinowe zgrupowane w dwoch domenach | u roslin,
terminalnych, domena centralna o dtugo$ci ok. 40 amino- u zwierzat bezkrggowych
kwasow zawiera aminokwasy aromatyczne [14],
u roslin ze wzglgdu na aranzacjg reszt cysteinowych
podzielono metalotioneiny na cztery typy [14]

111 liniowe polimery dipeptydoéw y-glutamylocysteinowych, kadystyny u niektorych
terminalnym aminokwasem najczg$ciej jest glicyna [14,66], | grzybow [66],
syntezowane w drodze enzymatycznej [14,660] fitochelatyny u ro$lin [14]

Trzy dekady po6zniej Robinson i wsp. [60] odkryli, ze wigkszos¢ jondw kadmu w
komorkach bielunia indianskiego zwiazanych jest z peptydami indukowanymi przez
metale, ktore pdzniej nazwano fitochelatynami (w tym samym roku zostaty one zaliczone
do metalotionein jako klasa III). Okazalo sig, ze powstaja one z glutationu w reakcji
katalizowanej przez syntazg fitochelatynowa i odpowiadaja za detoksykacje metali
cigzkich [14, 60, 66]. Wraz z odkryciem biatka Ec (early cysteine-labeled) zidentyfi-
kowanego u pszenicy [36] zniknety watpliwosci co do istnienia u ro§lin metalotionein
typu zwierzecego. Proby wyizolowania natywnych biatek z innych gatunkéw roslin
skonczyly si¢ niepowodzeniem, chociaz uzyskano zrekombinowane biatka w komorkach
E. coli [25, 65]. W toku dalszych badan okazato sig, ze strukturalnie podobne biatka i
kodujace je geny wystepuja u niektorych cyjanobakterii i sa szeroko rozpowszechnione
w $wiecie grzybow, roslin i zwierzat [2, 7, 14, 47]. Zdecydowana wigkszo$¢ roslinnych
genow kodujacych metalotioneiny zidentyfikowano u roslin okrytonasiennych zarowno
jedno-, jak i dwuli$ciennych. Niewiele jednak wiadomo na temat ich homologow u
roslin nagonasiennych i glon6w, chociaz podobne geny zidentyfikowano u daglezji [8],
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TABELA 2. Klasyfikacja roslinnych metalotionein na podstawie aranzacji reszt cysteinowych
wg [14]

Typ Liczba reszt cysteinowych i ich uklad Wystgpowanie w roslinach
metalo-

tioneiny

Typ 1 12 reszt w motywach Cys-X-Cys kukurydza [18], groch [21],

rzodkiewnik [14]

Typ 2 14 reszt w motywach Cys-Cys, Cys-X-Cys | pomidor [28], ryz [10], slonecznik
i Cys-X-X-Cys bulwiasty [7]

Typ 3 10 reszt, czgs¢ w motywach Cys-X-Cys jabton [58], rzodkiewnik [50],
winoro$l [17], batat [9]

Typ 4 wyjatkowo trzy domeny bogate w reszty pszenica [36], kukurydza [69],
cysteinowe, ktorych czgs¢ jest zgrupowana rzodkiewnik [29], petunia [30]
w motywach Cys-X-Cys

a takze morszczynu pecherzykowatego [48]. Jednakze metalotioneiny przez nie
kodowane maja odmienna strukturg, dlatego niezbedne sa dalsze badania w celu ustalenia,
czy rowniez u tych gatunkow obecna jest rodzina gendw, podobna do tej, ktoéra wystepuje
uroslin kwiatowych.

Niniejszy artykut podsumowuje informacje dotyczace metalotionein roslinnych. Na
temat fitochelatyn powstato wiele prac przegladowych [13, 14, 56, 57, 60, 66, 72],
dlatego zainteresowanego tym tematem czytelnika odsytamy do nich.

KLASYFIKACJA METALOTIONEIN

Pierwsze proby usystematyzowania przedstawicieli metalotionein pojawity si¢ w
latach siedemdziesiatych ubieglego wieku, kiedy to wyodrebniono je jako osobna
nadrodzing biatek [3]. Wtaczono do niej wszystkie te biatka, ktére mialy pewne cechy
wspolne z pierwsza odkryta metalotioneina, wyizolowana z nerki konia. Do tych cech
naleza: niska masa czasteczkowa, wysoka zawartosc¢ reszt cysteinowych zgrupowanych
w charakterystycznych motywach Cys-X-Cys (gdzie w miejscu X wystepuje dowolny
aminokwas), a takze obecno$¢ metali zwiazanych z tymi biatkami poprzez grupy tiolowe
reszt cysteinowych. Jednakze obecno$¢ istotnych réznic pomigdzy biatkami nalezacymi
do nadrodziny przyczynita si¢ do jej podziatlu na trzy klasy, stworzonego na podstawie
charakterystycznego wzorca rozmieszczenia reszt cysteinowych [14]. Poszczegolne
klasy scharakteryzowano w tabeli 1 i 2, a przyktady roslinnych genéw metalotionein
nalezacych do klasy Il i ich zalezno$ci filogenetyczne przedstawiono na rycinie 1aib.

Alternatywna klasyfikacje zaproponowali Binz i Kégi [3]. Podzielili oni nadrodzing
metalotionein na pigtnascie rodzin, uwzgledniajac zarowno podobienstwa w strukturze
pierwszorzgdowej, jak i zalezno$ci filogenetyczne. Warto zwroci¢ uwagg, ze wedlug
tej klasyfikacji do metalotionein nie naleza fitochelatyny.
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RYCINA 1. A. Porownanie sekwencji aminokwasowych roslinnych metalotionein. Reszty cysteinowe
konserwatywne w obrebie kazdego typu oznaczono gwiazdkami. Sekwencje aminokwasowe ustalono na
podstawie sekwencji nukleotydowych genow kroplika zéttego (MS), grochu (PS), rzodkiewnika (AT),
batata (IB), dgbu korkowego (QS), jabloni domowej (MD), stonecznika bulwiastego (HT), bananowca
(MA), winoro$li (VV), aktinidii chinskiej (kiwi) (AD), pszenicy (TA), kukurydzy (ZM) i petunii (PH)
[14, zmodyfikowane]. B — Dendrogram wykonany programem ClustalW, ukazujacy zaleznosci
filogenetyczne migdzy przedstawicielami czterech typow metalotionein

STRUKTURA GENU I ORGANIZACJA GENOMOWA
METALOTIONEIN

Dotychczas w genomowym DNA roslin zidentyfikowano sekwencje nielicznych
genow kodujacych metalotioneiny, jednak juz te dane dostarczaja pewnych informacji
na temat ich struktury. Okazato sig, ze w przeciwienstwie do zwierzgcych, roslinne
sekwencje promotorowe wigkszos$ci poznanych gendw nie zawieraja elementow
odpowiedzi na metale, tzw. MRE (metal response element). U zwierzat to wlasnie
element MRE odpowiada za indukcje ekspresji genéw metalotionein [60]. Odbywa si¢
to przy udziale czynnika transkrypcyjnego MTF1 (MRE-binding transcription factor),
ktory po potaczeniu z jonami cynku transportowany jest z cytoplazmy do jadra
komorkowego 1 tam aktywuje geny metalotionein w odpowiedzi na metale cigzkie,
stres oksydacyjny i niedotlenienie [35].

W przypadku roslin jedynie w promotorze genu LeMT, wystgpuje przypuszczalny
element odpowiedzi na metale, jednak Whitelaw [70] nie wykazal, czy jest on
funkcjonalny. Ten sam gen wyizolowal Giritch [28] (nazwat go LEMT1) i wykazat az
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szesciokrotny wzrost ekspresji LEMT1 pod wptywem jonoéw cynku. Mozliwe, Ze jony
cynku dziataly indukujaco dzigki obecnos$ci sekwencji obejmujacej przypuszczalny
element odpowiedzi na metale. Element o sekwencji TGCACACC wystepuje z kolei
w promotorze genu PsMT , grochu. R6zni sig on od typowego elementu MRE obecnoscia
adeniny w pozycji 6. Wczesniej wykazano, ze wystgpowanie w tym miejscu jednego z
trzech pozostatych nukleotydow pozwala na normalna regulacjg ekspresji jonami metali.
Natomiast sekwencja z nukleotydem adeninowym powoduje, ze gen ulega statej ekspresji
na wysokim poziomie. Tak jest rowniez w przypadku genu PsMT ,.

Elementy charakterystyczne dla genow roslinnych metalotionein, w tym regulujace
ich ekspresje, przedstawiono w tabeli 3.

Roslinne geny kodujace metalotioneiny tworza mate rodziny genéw. Przyktadowo u
grochu wystepuja dwa geny kodujace metalotioneiny typu 1: PsMT, [21] i MEY
[GenBank AB176564] oraz jeden typu 2 — MET [GenBank AB 176565]. Natomiast w
genomie bobu zidentyfikowano dotychczas trzy geny typu 1: MT1a, MT1b [25]11 MET
[GenBank AB 176562] oraz dwa geny typu 2: MT2 [25]1 MET [GenBank AB 176563],

TABELA 3. Charakterystyka roslinnych genéw kodujacych metalotioneiny

Charaktery- Funkcja Sekwencja Wystgpowanie
styczne
elementy genu
Elementy promotora
MRE Indukcja ekspresji | TACGCGCG | gen LeMTB pomidora migdzy -495
pod wplywem a -488 nt [70]
jonéow metali
Element odpo- Indukcja lub CACGTGGA | gen Ec pszenicy migdzy -608
wiedzi na ABA | represja a-601 nt [36]
ekspres;ji gen B22FELS8 jeczmienia [40]
Element AATTCAAA | gen LeMTB pomidora migdzy -418
wzmacniajacy a -411 nt [70]
dziatanie etylenu
Element G-box | Indukcja ekspresji | CACGTG gen LeMTB pomidora migdzy -150

pod plywem
stresu, $wiatla,
ABA, etylenu

a -145 nt [70]

Introny

Brak intronéw

gen Ec pszenicy [36]

Jeden intron

geny typu 1: u kukurydzy [18],
kostrzewy czerwonej [45], grochu [21]

Dwa introny

geny typu 2: u sfonecznika bulwiastego
[7], debu korkowego [47], ryzu [14]
oraz typu 3: u palmy olejowej [1]
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a u topoli az sze$¢ genow, po dwa z typu 1, 21 3 [41]. U rzodkiewnika, ryzu i trzciny
cukrowej wystepuja geny kodujace wszystkie cztery typy metalotionein [14]. Niewy-
kluczone, ze réwniez u innych gatunkow istnieje taka sytuacja i w bliskiej przysztosci
uda si¢ wyizolowa¢ geny pozostalych typow.

Lokalizacja genow na chromosomach, okreslona dla rzodkiewnika w wyniku
sekwencjonowania genomu [ 14, 74] oraz pomidora poprzez analiz¢ RFLP [28], pozwolita
stwierdzi¢, ze u tych roslin geny kodujace metalotioneiny sa rozproszone w genomie.
Podobnie jest u drozdzy Candida glabrata i nicienia Caenorhabditis elegans [28],
w przeciwienstwie do genomow ssakow, gdzie geny metalotionein znajduja si¢ w bliskim
sasiedztwie [55].

EKSPRESJA ROSLINNYCH GENOW KODUJACYCH
METALOTIONEINY

Wiele genow kodujacych metalotioneiny ulega w tkankach roslinnych silnej ekspresji.
Potwierdza to analiza ekspresji genow ryzu wykorzystujaca procedur¢ SAGE (Serial
Analysis of Gene Expression). Okazalo sig, ze najcz¢sciej wystepujacym transkryptem
w lisciach jest mRNA metalotioneiny typu 3. Stanowi on prawie 3% wszystkich
transkryptow. Zidentyfikowano go takze posrod puli mRNA w tkankach niedojrzatych

TABELA 4. Organospecyficzna ekspresja roslinnych genéw kodujacych metalotioneiny

Organy Typy Gatunki roslin
metalo-
tionein

Bulwy typ 1 batat [33]
typ 2 stonecznik bulwiasty [7]

Korzenie | typ 1 kroplik zotty [19], groch [21], rzodkiewnik [26]
typ 2 13 | pomidor [28], batat [9]

Lodygi typ 1 batat [33]
typ 2 batat [9], stonecznik bulwiasty [7]
typ 3 batat [9]

Liscie typ 1 rzodkiewnik [26], batat [33]
typ 2 rzodkiewnik [73,50,26], pomidor [28], batat [9], stonecznik bulwiasty [7]
typ 3 jablon [58], batat [9]

Paki typ 2 stonecznik bulwiasty [7]

Kwiaty typ 2 pomidor [28], kapusta pekinska [38]

Owoce typ 1 gruszka japonska [34],
typ 2 jablon [58], gruszka japonska [34]
typ 3 kiwi [42], jabton [58], winoro$l [17], palma olejowa [1]
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nasion, jednakze w znacznie mniejszej ilo§ci — sposrod 100 najczesciej wystepujacych
tam transkryptow, uplasowat si¢ on na pozycji 42. Natomiast 28 pozycje na tej liscie
zajal transkrypt metalotioneiny typu 4 [27].

Geny kodujace metalotioneiny ulegaja ekspresji pod wptywem réznych czynnikow
zardwno endogennych, jak i egzogennych. U zwierzat wzrost stgzenia metalotionein w
komorce zalezy od rozmaitych czynnikéw chemicznych, tj. hormonow, cytokin, etanolu,
kwasu mastowego, czynnikow alkilujacych, endotoksyn, chloroformu, czterochlorku
wegla, a takze czynnikow stresowych, np. gtodu, infekcji, szoku termicznego,
naswietlania promieniami UV i Roentgena [2, 22, 24, 53, 71].

Przyktady czynnikdw oraz mechanizmy ich oddzialywania na ekspresje metalotionein
ro$linnych przedstawiono w tabelach 4, 5 i 6. Najszerzej badano dziatanie jonéw metali.
W wigkszosci przypadkow przyczynialy si¢ one do wzrostu poziomu transkrypcji, chociaz
u kroplika zo6ttego powodowaty one represje ekspresji [ 19]. Obnizona ekspresja metalo-
tionein przy duzej koncentracji jonéw metali w srodowisku moze §wiadczy¢, ze takie
biatka sg bardziej potrzebne w przypadku niskiego st¢zenia jonow metali. Wowczas
dziataja one jako wydajne transportery tych jonow, dostarczajace je do waznych
metaloprotein komorkowych [25]. U niektorych roslin synteza mRNA metalotionein

TABELA 5. Ekspresja ro$linnych genow kodujacych metalotioneiny pod wplywem jonow
metali

Jony Wplyw na Typy Gatunki roslin
metali ekspresjg metalo-
gendw tionein
metalotionein
Miedz indukcja typ 1 liscie rzodkiewnika [50], korzenie i pedy kostrzewy
czerwonej [45]
typ 2 siewki rzodkiewnika [50]
represja typ 1 korzenie kroplika zoltego [19]
typ 2 lodygi slonecznika bulwiastego [7]
Cynk indukcja typ 1 liscie rzodkiewnika [50]
typ 2 siewki rzodkiewnika [50]
represja typ 2 lodygi stonecznika bulwiastego [7]
Kadm indukcja typ 1 liscie rzodkiewnika [50], korzenie i pedy kostrzewy
czerwonej [45]
typ 2 siewki rzodkiewnika [50]
typ 3 rzodkiewnik [43]
Nikiel indukcja typ 1 liscie rzodkiewnika [50]
typ 2 siewki rzodkiewnika [50]
Srebro | indukcja typ 1 liscie rzodkiewnika [50]
typ 2 siewki rzodkiewnika [50]
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TABELA 6. Pozostale czynniki wplywajace na ekspresjg roslinnych genéw kodujacych
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metalotioneiny
Czynnik Typy Gatunki ro$lin
metalo-
tionein
Kwas abscysynowy typ 2 ryz [32]
typ 4 zarodki pszenicy [36], zarodki kukurydzy [69]
Etylen typ 1 gruszka japonska [34]
typ 2 batat [9]
Wysoka temperatura typ 1 ryz [31,32]
typ 2 ryz [32], rzodkiewnik [49], dab korkowy [47]
Niska temperatura typ 2 i3 | jablon [58]
Stres oksydacyjny typ 2 dab korkowy [47]
Stres osmotyczny typ 1 rzodkiewnik [20]
typ 4 kukurydza [69]
Niska zawartos$¢ sktadnikéow | typ 1 pszenica [62,63], kukurydza [11], ryz [31,32]
odzywczych w podiozu typ 2 ryz [32]
Silne §wiatlo typ 1 rzodkiewnik [20]
Susza typ 1 rzodkiewnik [20,59]
Ciemnos¢ typ 1 rzepak [6]
typ 2 batat [9]
Zranienie typ 1 rzodkiewnik [59], rzepak [6]
typ 2 Nicotiana glutinosa [12]
Atak patogenow typ 1 rzodkiewnik [59]
typ 2 Nicotiana glutinosa [12]
Procesy fizjologiczne:
kietkowanie pytku typ 4 petunia [30]
rozw6j embrionalny typ 4 pszenica [36], kukurydza [69]
dojrzewanie owocoOw typ 213 | jablon [58]
starzenie si¢ organow typ 1 liscie batata [33], rzodkiewnika [26], rzepaku [5]
typ 2 liscie batata [9]
typ 3 liscie winorosli [17], platki kwiatow alstremerii [4]
nekroza typ 1 rzepak [6]
apoptoza typ 1 czarny bez [15]
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indukowana byta obnizona zawartosécia zelaza w podtozu. Tak bylo w przypadku
transkryptu LEMTI1 (LeMT,) u pomidora oraz jeczmienia. Jednakze w warunkach
niedoboru zelaza rodliny akumulowaty wigcej miedzi, manganu i cynku i prawdopodobnie
to bylo przyczyna podwyzszonej ekspresji genow kodujacych metalotioneiny [28].

PRODUKTY BIALKOWE

Jak to zostalo wspomniane we wstepie, metalotioneiny to bialka o niskiej masie
czasteczkowej — ponizej 7000 Da, bogate w reszty cysteinowe, poprzez ktore wiaza jony
metali. Sa to monomery zbudowane z prostego tancucha biatkowego, u ssakdw majacego
dhugosc¢ okoto 60 aminokwasdw [60]. Metalotioneiny zazwyczaj zawierajg dwie domeny
wiazace metale, ktore po potaczeniu z ligandami nadaja biatku konformacjg hantelki [ 14]
— jej raczka to krotki mostek aminokwasowy taczacy dwie domeny (glowki hantelki).
Jakkolwiek wyizolowano wiele zwierzecych metalotionein i dobrze poznano ich strukture,
to jednak u roslin sytuacja jest odmienna. Do tej pory udato si¢ wyizolowac i oczysci¢ w
calosci tylko jedno biatko — Ec. W zwiazku z tym przyjgto si¢ nazywac geny roslinne
,».genami podobnymi do genow metalotionein” (,,metallothionein-like genes) w obawie,
ze nie ulegaja one translacji. Wydaje si¢ to jednak mato prawdopodobne biorac pod uwage
fakt, ze produkty transkrypcji wielu z nich obecne sa w tkankach na wysokim poziomie i
geny te koduja biatka podobne do metalotionein zwierzegcych i grzybowych, z zawartym
w ich sekwencji znanym motywem odpowiedzialnym za wigzanie metali [14]. Ponadto
czasteczki mRNA powstajace na matrycy tych genow zawieraja sygnat poliadenylacji
(AAUAA)1o0gon poli A; tak jest np. u pszenicy [36], kostrzewy czerwonej [45], kapusty
pekinskiej [38], debu korkowego [47] czy kroplika zottego [19]. Transkrypty u tego
ostatniego zawieraja ponadto sekwencje miejsca wiazania do rybosomu, obecne s one
rowniez w transkryptach genu LeMT, pomidora [70].

Istnieja dowody wskazujace, ze rowniez pozostate roslinne geny kodujace metalotio-
neiny ulegaja translacji. Murphy i wsp. [50] wyizolowali z siewek rzodkiewnika trzy
frakcje niskoczasteczkowych biatek (o wielkosci 4,5 kDa, 7 kDa i 8 kDa) bogatych w
reszty cysteinowe i zdolnych do wiazania miedzi, co potwierdzita chromatografia
powinowactwa. Biatko o wielkosci 8 kDa zdolne bylo rowniez do wigzania cynku.
Analiza sekwencji wykazata, ze badaczom udalo si¢ wyizolowa¢ fragmenty metalo-
tionein rzodkiewnika (ryc. 2). Frakcja o najnizszej masie czasteczkowej zawierata dwa
peptydy skladajace si¢ na jedna trzecia sekwencji aminokwasowej przewidzianej dla
produktu genu MTla. Frakcja o wielkosci 8 kDa zawierata peptyd odpowiadajacy
przypuszczalnej sekwencji MT2a i dwa fragmenty identyczne z czeScia sekwencji
przewidzianej dla MT2b. We frakcji o posredniej wielkosci otrzymano trzy peptydy,
sktadajace si¢ na 45% przypuszczalnej sekwencji MT3. Murphy wykazal rowniez, ze
wzory akumulacji biatka MT1 i MT2 odpowiadaja wczesniej ustalonemu wzorowi
akumulacji mRNA, co potwierdzita analiza z uzyciem przeciwcial skierowanych
przeciwko MT1 i MT2. Ponadto przeciwciata skierowane przeciw MT2 reagowaty z
dwoma biatkami o wielkosci ok. 8 kDa, co jest zgodne z wynikami badan wskazujacymi
na istnienie dwoch izoform genu, M72a i MT2b.
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MTla MADSMCSOES SCRCOGDSCSC ERMNYNEECDM CSCESNCSCE SMIMC

MT2a MSCCGENCEC GSECKCGMGC GECKEMYPDLE FSSETTTTET FyLGWVAPAME MOYEASGESH
MAENDACKCS SDCRCDPCTC K

MT2h MSCOGESOEC GSACKCGMGC GECKRYPODLE MTATETLWLG WARPAMMNSOYE ASSETFWAEM
DACRKCGESDCE CHPCTCHK

MT3 MSSMCESCDC ADETQCWERG TSYTFDIVET QESYREAMIM DWEZAEERKAR CRZECGSSCS
CWMCTCCRPN

RYCINA 2. Sekwencje aminokwasowe metalotionein rzodkiewnika, ustalone na podstawie sekwencji
nukleotydowych kodujacych je genow. Podkreslono fragmenty, ktore zostaty wyizolowane i zsekwen-
cjonowane (wg [50] zmodyfikowane)

Kolejny dowdd na istnienie metalotionein roslinnych dostarczyt de Miranda z wsp.
[19]. Podczas prob izolacji fitochelatyn z kroplika zottego wyizolowano réwniez
niskoczasteczkowe biatka wiazace miedz, niebedace y-glutamylocysteinyloglicynami.
Sktad aminokwasowy i wielkos$¢ otrzymanych peptydéw odpowiadata dwom terminal-
nym domenom metalotioneiny. Wcze$niejsza analiza komputerowa przypuszczalnej
sekwencji aminokwasowej metalotioneiny kroplika przewidywata dla dwdoch domen
bogatych w reszty cysteinowe konformacj¢ zwinigta, natomiast rozciagnigta dla domeny
centralnej. Mozliwe, ze ta domena jest wycinana i w ten sposob powstaja dwa mniejsze
peptydy zdolne do wigzania metali [19]. Podobna sytuacje zaobserwowat Kille [37].
Wraz ze wspotpracownikami stransformowat bakterie E. coli genem PsMT  grochu i
hodowat je w obecnosci kadmu, po czym wyizolowat z nich frakcj¢ wiazaca ten pier-
wiastek. Sekwencja aminokwasowa otrzymanych peptydéw odpowiadata domenie
N-terminalnej sekwencji aminokwasowej przewidzianej dla metalotioneiny grochu oraz
fragmentom domeny centralnej, ktore mogly powstac przez jej proteolityczne cigcie.
Ponadto frakcje bogate w kadm poddano dziataniu proteinazy K. Analiza produktow
trawienia wykazata brak aminokwasow aromatycznych wchodzacych w sktad domeny
centralnej, otrzymano natomiast peptydy odpowiadajace sekwencjom aminokwasow
2-21156-71 metalotioneiny grochu. Juz wczes$niej wykazano, ze domeny skomplekso-
wane z metalami chronione sa przed proteoliza. Prawdopodobnie dlatego jedynie region
domeny centralnej ulega trawieniu, nienaruszone pozostaja natomiast domeny wiazace
metale. Najwyrazniej mimo wycigcia domeny centralnej tworza one zwarty kompleks
ztozony z dwoch peptydow potaczonych ze soba poprzez jony metali. Proteoliza
metalotioneiny grochu w komoérkach E. coli moze odzwierciedla¢ sytuacje panujaca
in vivo w tkankach roslinnych. Nasuwa si¢ w zwiazku z tym pytanie o rol¢ domeny
centralnej. Wezesniejsze doswiadczenia udowodnity, ze wprowadzenie takiej domeny,
ztozonej z nie wigcej niz 12 aminokwasow, do zrekombinowanej metalotioneiny ssakow
nie zagraza jej stabilno$ci. Jednak wydluzenie domeny do ponad 16 aminokwasow
obniza zdolno$¢ metalotioneiny do detoksykacji metali. W metalotioneinie grochu jest
ona jeszcze dtuzsza i wrazliwa na atak proteolityczny. Mozliwe, ze domena centralna
bierze udziat w prawidlowym zwijaniu regiondéw wiazacych metale [37]. Ponadto jej
sekwencja jest konserwatywna, co moze sugerowac jej znaczenie funkcjonalne [73].

Podatnos$¢ roslinnych metalotionein na atak proteolityczny moze by¢ przyczyna
niepowodzen w izolowaniu natywnych biatek. Inng przyczyna niepowodzen moze by¢
fakt, ze metalotioneiny w obecnosci tlenu sa wyjatkowo niestabilne [43, 47, 68]. Murphy
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1wsp. [50] stwierdzili, ze ekspozycja homogenatu tkankowego, z ktorego wyizolowano
metalotioneiny rzodkiewnika, na tlen atmosferyczny prowadzita do degradacji Iub
utleniania metalotionein. Natomiast inne biatka wiazace miedz nie ulegaly rozpadowi w
obecnosci tlenu.

Ze wzgledu na trudnosci w prowadzeniu badan na metalotioneinach in planta podjeto
zakonczone sukcesami prace nad uzyskaniem zrekombinowanych metalotionein w
komorkach drozdzy i bakterii. Uzyskane biatka przetestowano pod katem zdolnosci do
wiazania metali i uzyskiwania tolerancji wobec metali przez organizmy, w ktorych ulegaly
ekspresji. Zrekombinowane biatko PsMT , formowato kompleksy z miedzia, cynkiem i
kadmem. Warto$ci pH, w ktorych 50% metalu ulegato dysocjacji (kryterium stosowane
dla odréznienia metalotionein od innych biatek wiazacych metale), okre$lone dla
zrekombinowanej metalotioneiny grochu wzgledem cynku i kadmu byty zgodne z
wartosciami ustalonymi dla metalotioneiny konia [65]. Rowniez trzy zrekombinowane
metalotioneiny bobu byly zdolne do wiazania wyzej wspomnianych jonéw metali, gdy
ulegaty ekspresji w komorkach E. coli [25].

Ekspresja metalotionein rzodkiewnika w zmutowanych szczepach drozdzy, pozbawio-
nych endogennej metalotioneiny i przez to nadwrazliwych na metale cigzkie, komplemen-
towala mutacj¢ przywracajac tolerancj¢ na miedz i kadm [73]. Podobnie ekspresja
metalotioneiny kostrzewy czerwonej w mutantach drozdzy umozliwiata im wzrost na
pozywkach o duzych st¢zeniach miedzi, kadmu, chromu, cynku i otowiu [45]. Ekspresja
zrekombinowanej metalotioneiny typu 2 rzodkiewnika w zmutowanych komodrkach
Synechococcus, pozbawionych endogennej metalotioneiny cynkowej, czgsciowo
komplementowata mutacj¢. Natomiast zrekombinowana metalotioneina rzodkiewnika
z komorek E. coli wykazywata wyzsze powinowactwo wobec jonéw cynku niz
fitochelatyny [61].

Powyzsze wyniki wskazuja, ze metalotioneiny roslinne, tak jak zwierzece, zdolne sa
do spehiania biologicznej funkcji, czyli nadawania odporno$ci na metale cigzkie.

LOKALIZACJA KOMORKOWA

Zwierzece metalotioneiny zostaty zlokalizowane w cytoplazmie, a takze w pewnych
warunkach fizjologicznych w jadrze, w czasie przejScia z fazy G, do S cyklu komorko-
wego [44] czy w okresie noworodkowym [22]. Co prawda metalotioneiny nie maja
sygnatu lokalizacji jadrowej, wykazano jednak, ze sa one zwiazane z cytoszkieletem w
przestrzeni perinuklearnej i dzigki temu mozliwy jest ich szybki transport do jadra [44].
W przypadku roslinnych metalotionein lokalizacje MT2a i MT3 rzodkiewnika ulegajacych
ekspresji w komorkach aparatéw szparkowych bobu ustalono przy wykorzystaniu biatek
fuzyjnych z GFP. Zielona fluorescencj¢ zaobserwowano jedynie w cytoplazmie. Lokali-
zacja biatek fuzyjnych nie ulegata zmianie w obecnosci kadmu, co sugeruje, ze
mechanizm detoksykacji metali jest odmienny niz u fitochelatyn, ktére po skomplekso-
waniu z metalami transportowane sa do wakuoli [43].
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ROLA METALOTIONEIN U ROSLIN

Reszty cysteinowe metalotionein sa naturalnym ligandem dla cynku i miedzi. Chelatujac
te metale w warunkach fizjologicznych, metalotioneiny utrzymuja ich homeostaze u zwierzat
i grzybow [2, 52]. Biatka te wigza rowniez metale toksyczne, glownie kadm, dzigki czemu
chronig komorki przed ich szkodliwym wpltywem [23, 24, 39], a takze zapobiegaja skutkom
stresu oksydacyjnego. Wykazano, ze metalotioneiny ssakow moga funkcjonalnie komplemen-
towac¢ dysmutazg ponadtlenkowa u drozdzy [16].

Rola roslinnych metalotionein nie jest doktadnie okre$lona, cho¢ na podstawie
zebranych danych udato si¢ zaproponowac dla nich kilka przypuszczalnych funkcji.
Sugeruje si¢ udziat tych bialek w utrzymaniu homeostazy miedzi, ktora jest istotnym
mikroelementem dla bakterii, grzybow, roslin i zwierzat. Wchodzi w sktad grup
prostetycznych wielu enzymow i posredniczy w transporcie elektronow, jednak nadmiar
jonow miedzi jest szkodliwy dla blon biologicznych, DNA i bialek. Dostgpnos¢ i transport
miedzi podlegaja $cistej kontroli, dlatego w normalnych warunkach nie jest mozliwe
znalezienie wolnych jondw w komorce [64]. Zaangazowanie ros$linnych metalotionein
w gospodarke miedzi potwierdzaja liczne dowody. Zrekombinowane biatka, uzyskane
w komorkach E. coli stransformowanych roslinnymi genami metalotionein, sa zdolne
do wiazania tych jonow [25, 47, 65]. Ponadto ekspresja gendw roslinnych w
zmutowanych szczepach drozdzy, pozbawionych endogennej metalotioneiny, przywraca
im tolerancj¢ na obecnos$¢ jonow miedzi [45, 73]. Miedz jest takze najsilniejszym
induktorem ekspresji genu MT?2 rzodkiewnika [43], z kolei ekspresja genu MT1 tej
rosliny zachodzi w organach bogatych w jony miedzi m.in. w pylnikach i stupkach.
Wykazano, ze niedobory miedzi zaburzaja rozwoj kwiatoéw, wigc rola metalotionein
moze polegac na dostarczaniu do tych organdw wspomnianych jondéw [26]. Transkrypty
obydwu wymienionych genow akumuluja si¢ takze we witoskach lisciowych, co
odzwierciedla wymagania tych komoérek na duze ilosci miedzi, w zwiazku z metabolizmem
flawonoidow 1 antocyjandw oraz enzymoéw, takich jak peroksydaza i oksydaza
polifenolowa, zaangazowanych w odpowiedz obronna [26]. Mozliwe tez, zZe
metalotioneiny zaangazowane sa w detoksykacje metali w lisciach. Chelatujac metale
w komorkach wtoskow, chronia komoérki mezofilu przed ich szkodliwym wptywem
[26].

Badania dotyczace lepnicy rozdetej wykazaly, ze osobniki, nalezace do populacji
charakteryzujacej si¢ wysoka odpornoscia na miedz, miaty wyzszy poziom transkrypcji
genu SYMT2a niz rosliny tego gatunku wrazliwe na jony miedzi. Analiza Southern-blot
ujawnila, ze jest to spowodowane amplifikacja genu SvM72a w genomie osobnikdw o
podwyzszonej tolerancji [67].

Nalezy rowniez zwrdci¢ uwagg na fakt, ze fitochelatyny, roslinne peptydy odpowie-
dzialne za detoksykacje¢ kadmu [66] sa co prawda zdolne do wigzania miedzi w warunka-
ch in vivo [46], jednak mutanty rzodkiewnika pozbawione enzymu odpowiedzialnego
za ich syntez¢ nie wykazuja podwyzszonej wrazliwos$ci na ten pierwiastek. Tak wige
fitochelatyny najwyrazniej nie uczestnicza w detoksykacji miedzi; w ten proces
zaangazowany jest inny mechanizm, prawdopodobnie przy udziale metalotionein.
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Sugeruje si¢ rowniez udziat opisywanych biatek w homeostazie cynku. Jedyna
wyizolowana do tej pory roslinna metalotioneina skompleksowana byta wlasnie z
jonami cynku [36]. Ponadto zauwazono, ze jej akumulacja zachodzi w okreslonym
stadium rozwojowym zarodka, kiedy to nastepuje przejscie od fazy proliferacji do
roznicowania [36, 60]. Moze to $wiadczy¢ o tym, ze biatko Ec jest magazynem cynku,
dostepnego w razie potrzeby dla polimeraz DNA i RNA oraz czynnikow transkrypcyj-
nych [60]. U zwierzat wykazano udzial metalotionein w procesie podziatu komorki
[71] oraz ich nagromadzenie w tkankach proliferujacych i nowotworowych [22, 24].
Rowniez u roslin zauwazono akumulacje mRNA metalotionein w tkankach inten-
sywnie dzielacych sig [47], co wskazuje na udziat w podziatach komoérkowych takze
w organizmach ros$linnych.

Roslinne metalotioneiny moga by¢ zaangazowane rowniez w metabolizm innych
metali niezbednych dla organizmu oraz tolerancj¢ na szkodliwe metale niepetniace roli
fizjologicznej, czego dowodza badania prowadzone zarowno na drozdzach, jak i roslinach
[43, 45, 47, 73]. Ponadto sugeruje si¢ udziat tych biatlek w transporcie niektérych
pierwiastkow. Zauwazono, ze transkrypty gromadza si¢ w tkankach przewodzacych
lisci oraz w starzejacych sig lisciach, skad przypuszczalnie wycofuja pierwiastki
potrzebne dla rozwoju pozostatych organow, wiasnie za posrednictwem systemu
przewodzacego [26, 33].

Przypuszcza si¢ rowniez, ze ro§linne metalotioneiny chronia komorki przed stresem
oksydacyjnym [9]. Jego bezposrednia przyczyna jest podwyzszony poziom reaktywnych
form tlenu (ROS), do ktérych zaliczamy rodnik hydroksylowy, anionorodnik ponadtlen-
kowy, nadtlenek wodoru i tlen singletowy. Modyfikuja one rézne zwiazki biologiczne,
jednak glownym sktadnikiem komorki ulegajacym oksydacji sa biatka. Do powstawania
ROS przyczyniaja si¢ zard6wno zrodla endogenne, np. reakcje peroksydacji lipidow czy
reakcje katalizowane przez oksydazy i jony metali (Cu®" i Fe*") oraz egzogenne, np.
promieniowanie jonizujace. Organizmy bronia si¢ przed ich szkodliwym wptywem
wytwarzajac zwiazki o charakterze antyoksydantéw. Wazna role spetniaja rowniez
enzymy, takie jak: dysmutaza ponadtlenkowa i katalaza oraz biatka wiazace jony miedzi
izelaza [54].

Transkrypty roslinnych metalotionein zlokalizowano w starzejacych sig lisciach.
Metalotioneiny moga by¢ tam potrzebne, by chroni¢ sasiednie tkanki przed wolnymi
rodnikami powstajacymi w procesach starzenia [33, 47, 54]. Ponadto czynniki generujace
ROS odpowiedzialne sa rowniez za indukcje gendw kodujacych metalotioneiny [20],
gldwnie sa to metale cigzkie, ktore przyczyniaja si¢ do powstania stresu oksydacyjnego
[55]. Silnego dowodu potwierdzajacego zaangazowanie metalotionein w ochrong struktur
komorkowych przed reaktywnymi formami tlenu dostarczyli Lee i wsp. [43], ktorzy
udowodnili, ze metalotioneina rzodkiewnika, ulegajaca ekspresji w stransformowanych
komorkach szparkowych bobu, powoduje obnizenie poziomu ROS, powstajacych po
potraktowaniu komorek kadmem.
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UWAGI KONCOWE

Roslinne metalotioneiny, w przeciwienstwie do zwierzecych, stanowia bardzo
zroznicowana klase biatek; przejawia sig to zarowno w ich strukturze, jak i regulacji ich
ekspresji. U zwierzat wystepuja cztery izoformy metalotionein oznaczone odpowiednio
numerami I, II, IIT i IV. Wszystkie maja ten sam, konserwatywny wzorzec reszt
cysteinowych i tylko dwie ostatnie izoformy sa organospecyficzne [2, 51, 52]. U roslin
sytuacja jest bardziej ztozona. R6znorodna struktura pierwszorzedowa sprawia, ze mimo
podziatu na cztery typy, niektorych biatek nie mozna zakwalifikowaé¢ do zadnego z
nich. Ponadto nie udato si¢ dotychczas ustali¢ uniwersalnego wzoru ekspresji; czgsto
nawet metalotioneiny nalezace do jednego typu, ale pochodzace z réznych gatunkow,
wystepuja w innych organach. Nierozstrzygnigta pozostaje rowniez kwestia regulacji
ekspresji roslinnych metalotionein. Jest to bez watpienia proces wysoce skoordynowany
i sktada si¢ na mechanizm homeostazy komorki. Przyktadowo jony metali indukuja w
okreslonej tkance geny tylko jednego typu, a na inne albo nie maja wptywu, albo
powoduja ich represje. Nasuwa si¢ w zwiazku z tym wniosek, ze rozne typy metalotionein
sa funkcjonalnie odmienne.

Niezbedne sa dalsze badania w tej dziedzinie, skupiajace si¢ zwltaszcza na wyizolo-
waniu natywnych produktow biatkowych oraz poznaniu molekularnych mechanizmow
regulacji kodujacych je genow. Pozwolitoby to w przysztosci wykorzystac je w fitore-
mediacji. Transformowanie roslin genami kodujacymi metalotioneiny z gatunkow
odpornych na wysokie st¢zenia metali cigzkich przypuszczalnie podwyzszytoby ich
tolerancj¢ na ten czynnik, dzigki czemu moglyby nie tylko zy¢ w zanieczyszczonym
srodowisku, ale i aktywnie je oczyszczad.
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