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Streszczenie: Metalotioneiny to niskocz¹steczkowe bia³ka  bogate w reszty cysteinowe, zdolne do wi¹-
zania metali ciê¿kich. Wystêpuj¹ u niektórych Prokaryota, grzybów, ro�lin i zwierz¹t. Próby wyizolo-
wania natywnych bia³ek ro�linnych by³y zazwyczaj nieudane, jednak u wielu ro�lin jedno- i dwuli�cien-
nych, a tak¿e u niektórych nagonasiennych i glonów zidentyfikowano geny koduj¹ce metalotioneiny.
Podobnie jak u zwierz¹t tworz¹ one ma³e rodziny genów, a ich ekspresja jest indukowana rozmaitymi
czynnikami endo- i egzogennymi, w tym jonami metali. Jednak w przeciwieñstwie do zwierzêcych
homologów nie tworz¹ one zgrupowañ na jednym chromosomie, ale s¹ rozproszone w genomie. Wiêk-
szo�æ metalotionein ro�linnych ulega ekspresji tkankowospecyficznej. Sugeruje siê, ¿e ro�linne metalo-
tioneiny uczestnicz¹ w homeostazie metali niezbêdnych do ¿ycia i detoksykacji szkodliwych jonów
metali oraz chroni¹ tkanki przed stresem oksydacyjnym.

S³owa 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 bia³ka o niskiej masie cz¹steczkowej (4�8 kDa) i du¿ej zawarto�ci
reszt cysteinowych, wi¹¿¹ce koordynacyjnie jony metali � st¹d w³a�nie nazwa tych
bia³ek [2, 7, 9, 47].  Pierwszy raz terminu metalotioneina u¿yli w 1957 roku Margoshes
i Vallee, dla opisania bia³ka wyizolowanego z kory nerki konia, które zawiera³o du¿e
ilo�ci kadmu i siarki [60].

Trzy dekady pó�niej Robinson i wsp. [60] odkryli, ¿e wiêkszo�æ jonów kadmu w
komórkach bielunia indiañskiego zwi¹zanych jest z peptydami indukowanymi przez
metale, które pó�niej nazwano fitochelatynami (w tym samym roku zosta³y one zaliczone
do metalotionein jako klasa III). Okaza³o siê, ¿e powstaj¹ one z glutationu w reakcji
katalizowanej przez syntazê fitochelatynow¹ i odpowiadaj¹ za detoksykacjê metali
ciê¿kich [14, 60, 66]. Wraz z odkryciem bia³ka Ec (early cysteine-labeled) zidentyfi-
kowanego u pszenicy [36] zniknê³y w¹tpliwo�ci co do istnienia u ro�lin  metalotionein
typu zwierzêcego. Próby wyizolowania natywnych bia³ek z innych gatunków ro�lin
skoñczy³y siê niepowodzeniem, chocia¿ uzyskano zrekombinowane bia³ka w komórkach
E. coli [25, 65]. W toku dalszych badañ okaza³o siê, ¿e strukturalnie podobne bia³ka i
koduj¹ce je geny wystêpuj¹ u niektórych cyjanobakterii i s¹ szeroko rozpowszechnione
w �wiecie grzybów, ro�lin i zwierz¹t [2, 7, 14, 47].  Zdecydowan¹ wiêkszo�æ ro�linnych
genów koduj¹cych metalotioneiny zidentyfikowano u ro�lin okrytonasiennych zarówno
jedno-, jak i dwuli�ciennych. Niewiele jednak wiadomo na temat ich homologów u
ro�lin nagonasiennych i glonów, chocia¿ podobne geny zidentyfikowano u daglezji [8],
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a tak¿e morszczynu pêcherzykowatego [48]. Jednak¿e metalotioneiny przez nie
kodowane maj¹ odmienn¹ strukturê, dlatego niezbêdne s¹ dalsze badania w celu ustalenia,
czy równie¿ u tych gatunków obecna jest rodzina genów, podobna do tej, która wystêpuje
u ro�lin kwiatowych.

Niniejszy artyku³ podsumowuje informacje dotycz¹ce metalotionein ro�linnych. Na
temat fitochelatyn powsta³o wiele prac przegl¹dowych [13, 14, 56, 57, 60, 66, 72],
dlatego zainteresowanego tym tematem czytelnika odsy³amy do nich.

KLASYFIKACJA METALOTIONEIN

Pierwsze próby usystematyzowania przedstawicieli metalotionein pojawi³y siê w
latach siedemdziesi¹tych ubieg³ego wieku, kiedy to wyodrêbniono je jako osobn¹
nadrodzinê bia³ek [3]. W³¹czono do niej wszystkie te bia³ka, które mia³y pewne cechy
wspólne z pierwsz¹ odkryt¹ metalotionein¹, wyizolowan¹ z nerki konia.  Do tych cech
nale¿¹: niska masa cz¹steczkowa, wysoka zawarto�æ reszt cysteinowych zgrupowanych
w charakterystycznych motywach Cys-X-Cys (gdzie w miejscu X wystêpuje dowolny
aminokwas), a tak¿e obecno�æ metali zwi¹zanych z tymi bia³kami poprzez grupy tiolowe
reszt cysteinowych.  Jednak¿e obecno�æ istotnych ró¿nic pomiêdzy bia³kami nale¿¹cymi
do nadrodziny przyczyni³a siê do jej podzia³u na trzy klasy, stworzonego  na podstawie
charakterystycznego wzorca rozmieszczenia reszt cysteinowych [14]. Poszczególne
klasy scharakteryzowano w tabeli 1 i 2, a przyk³ady ro�linnych genów metalotionein
nale¿¹cych do klasy II i ich zale¿no�ci filogenetyczne przedstawiono na rycinie 1a i b.

Alternatywn¹ klasyfikacjê zaproponowali Binz i Kägi [3]. Podzielili oni nadrodzinê
metalotionein na piêtna�cie rodzin, uwzglêdniaj¹c zarówno podobieñstwa w strukturze
pierwszorzêdowej, jak i zale¿no�ci filogenetyczne. Warto zwróciæ uwagê, ¿e wed³ug
tej klasyfikacji do metalotionein nie nale¿¹ fitochelatyny.
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STRUKTURA GENU I ORGANIZACJA GENOMOWA
METALOTIONEIN

Dotychczas w genomowym DNA ro�lin zidentyfikowano sekwencje nielicznych
genów koduj¹cych metalotioneiny, jednak ju¿ te dane dostarczaj¹ pewnych informacji
na temat ich struktury. Okaza³o siê, ¿e w przeciwieñstwie do zwierzêcych, ro�linne
sekwencje promotorowe wiêkszo�ci poznanych genów nie zawieraj¹ elementów
odpowiedzi na metale, tzw. MRE (metal response element). U zwierz¹t to w³a�nie
element MRE odpowiada za indukcjê ekspresji genów metalotionein [60]. Odbywa siê
to przy udziale czynnika transkrypcyjnego MTF1 (MRE-binding transcription factor),
który po po³¹czeniu z jonami cynku transportowany jest z cytoplazmy do j¹dra
komórkowego i tam aktywuje geny metalotionein w odpowiedzi na metale ciê¿kie,
stres oksydacyjny i niedotlenienie [35].

W przypadku ro�lin jedynie w promotorze genu LeMT
B 
 wystêpuje przypuszczalny

element odpowiedzi na metale, jednak Whitelaw [70] nie wykaza³, czy jest on
funkcjonalny. Ten sam gen wyizolowa³ Giritch [28] (nazwa³ go LEMT1) i wykaza³ a¿

RYC. 1B

RYCINA 1. A. Porównanie sekwencji aminokwasowych ro�linnych metalotionein. Reszty cysteinowe
konserwatywne w obrêbie ka¿dego typu oznaczono gwiazdkami. Sekwencje aminokwasowe ustalono na
podstawie sekwencji nukleotydowych genów kroplika ¿ó³tego (MS), grochu (PS), rzodkiewnika (AT),
batata (IB), dêbu korkowego (QS), jab³oni domowej (MD), s³onecznika bulwiastego (HT), bananowca
(MA), winoro�li (VV),  aktinidii chiñskiej (kiwi) (AD), pszenicy (TA), kukurydzy (ZM) i petunii (PH)
[14, zmodyfikowane]. B � Dendrogram wykonany programem ClustalW, ukazuj¹cy zale¿no�ci
filogenetyczne miêdzy przedstawicielami czterech typów metalotionein
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sze�ciokrotny wzrost ekspresji LEMT1 pod wp³ywem jonów cynku. Mo¿liwe, ¿e jony
cynku dzia³a³y indukuj¹co dziêki obecno�ci sekwencji obejmuj¹cej przypuszczalny
element odpowiedzi na metale. Element o sekwencji TGCACACC wystêpuje z kolei
w promotorze genu PsMT

A
 grochu. Ró¿ni siê on od typowego elementu MRE obecno�ci¹

adeniny w pozycji 6. Wcze�niej wykazano, ¿e wystêpowanie w tym miejscu jednego z
trzech pozosta³ych nukleotydów pozwala na normaln¹ regulacjê ekspresji jonami metali.
Natomiast sekwencja z nukleotydem adeninowym  powoduje, ¿e gen ulega sta³ej ekspresji
na wysokim poziomie. Tak jest równie¿ w przypadku genu PsMT

A
.

Elementy charakterystyczne dla genów ro�linnych metalotionein, w tym reguluj¹ce
ich ekspresjê, przedstawiono w tabeli 3.

Ro�linne geny koduj¹ce metalotioneiny tworz¹ ma³e rodziny genów. Przyk³adowo u
grochu wystêpuj¹ dwa geny koduj¹ce metalotioneiny typu 1: PsMT

A
 [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] i MET
[GenBank AB 176562] oraz dwa geny typu 2: MT2 [25] i MET [GenBank AB 176563],
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a u topoli a¿ sze�æ genów, po dwa z typu 1, 2 i 3 [41]. U rzodkiewnika, ry¿u i trzciny
cukrowej wystêpuj¹ geny koduj¹ce wszystkie cztery typy metalotionein [14]. Niewy-
kluczone, ¿e równie¿ u innych gatunków istnieje taka sytuacja i w bliskiej przysz³o�ci
uda siê wyizolowaæ geny pozosta³ych typów.

Lokalizacja genów na chromosomach, okre�lona dla rzodkiewnika w wyniku
sekwencjonowania genomu [14, 74] oraz pomidora poprzez analizê RFLP [28], pozwoli³a
stwierdziæ, ¿e u tych ro�lin geny koduj¹ce metalotioneiny s¹ rozproszone w genomie.
Podobnie jest u dro¿d¿y Candida glabrata i nicienia Caenorhabditis elegans [28],
w przeciwieñstwie do genomów ssaków, gdzie geny metalotionein znajduj¹ siê w bliskim
s¹siedztwie [55].

EKSPRESJA RO�LINNYCH GENÓW KODUJ¥CYCH
METALOTIONEINY

Wiele genów koduj¹cych metalotioneiny ulega w tkankach ro�linnych silnej ekspresji.
Potwierdza to analiza ekspresji genów ry¿u wykorzystuj¹ca procedurê SAGE (Serial
Analysis of Gene Expression). Okaza³o siê, ¿e najczê�ciej wystêpuj¹cym transkryptem
w li�ciach jest mRNA metalotioneiny typu 3. Stanowi on prawie 3% wszystkich
transkryptów. Zidentyfikowano go tak¿e po�ród puli mRNA w tkankach niedojrza³ych
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nasion, jednak¿e w znacznie mniejszej ilo�ci � spo�ród 100 najczê�ciej wystêpuj¹cych
tam transkryptów, uplasowa³ siê on na pozycji 42. Natomiast 28 pozycjê na tej li�cie
zaj¹³ transkrypt metalotioneiny typu 4 [27].

Geny koduj¹ce metalotioneiny ulegaj¹ ekspresji pod wp³ywem ró¿nych czynników
zarówno endogennych, jak i egzogennych. U zwierz¹t wzrost stê¿enia metalotionein w
komórce zale¿y od rozmaitych czynników chemicznych, tj. hormonów, cytokin, etanolu,
kwasu mas³owego, czynników alkiluj¹cych, endotoksyn, chloroformu, czterochlorku
wêgla, a tak¿e czynników stresowych, np. g³odu, infekcji, szoku termicznego,
na�wietlania promieniami UV i Roentgena [2, 22, 24, 53, 71].

Przyk³ady czynników oraz mechanizmy ich oddzia³ywania na ekspresjê metalotionein
ro�linnych przedstawiono w tabelach 4, 5 i 6. Najszerzej badano dzia³anie jonów metali.
W wiêkszo�ci przypadków przyczynia³y siê one do wzrostu poziomu transkrypcji, chocia¿
u kroplika ¿ó³tego powodowa³y one represjê ekspresji [19]. Obni¿ona ekspresja metalo-
tionein przy du¿ej koncentracji jonów metali w �rodowisku mo¿e �wiadczyæ, ¿e takie
bia³ka s¹ bardziej potrzebne w przypadku niskiego stê¿enia jonów metali. Wówczas
dzia³aj¹ one jako wydajne transportery tych jonów, dostarczaj¹ce je do wa¿nych
metaloprotein komórkowych [25]. U niektórych ro�lin synteza mRNA metalotionein
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indukowana by³a obni¿on¹ zawarto�ci¹ ¿elaza w pod³o¿u. Tak by³o w przypadku
transkryptu LEMT1 (LeMT

B
)  u pomidora oraz jêczmienia. Jednak¿e w warunkach

niedoboru ¿elaza ro�liny akumulowa³y wiêcej miedzi, manganu i cynku i prawdopodobnie
to by³o przyczyn¹ podwy¿szonej ekspresji genów koduj¹cych metalotioneiny [28].

PRODUKTY BIA£KOWE

Jak to zosta³o wspomniane we wstêpie, metalotioneiny to bia³ka o niskiej masie
cz¹steczkowej � poni¿ej 7000 Da, bogate w reszty cysteinowe, poprzez które wi¹¿¹ jony
metali. S¹ to monomery zbudowane z prostego ³añcucha bia³kowego, u ssaków maj¹cego
d³ugo�æ oko³o 60 aminokwasów [60]. Metalotioneiny zazwyczaj zawieraj¹ dwie domeny
wi¹¿¹ce metale, które po po³¹czeniu z ligandami nadaj¹ bia³ku konformacjê hantelki [14]
� jej r¹czka to krótki mostek aminokwasowy ³¹cz¹cy dwie domeny (g³ówki hantelki).
Jakkolwiek wyizolowano wiele zwierzêcych metalotionein i dobrze poznano ich strukturê,
to jednak u ro�lin sytuacja jest odmienna. Do tej pory uda³o siê wyizolowaæ i oczy�ciæ w
ca³o�ci tylko jedno bia³ko � Ec. W zwi¹zku z tym przyjê³o siê nazywaæ geny ro�linne
�genami podobnymi do genów metalotionein� (�metallothionein-like genes�) w obawie,
¿e nie ulegaj¹ one translacji. Wydaje siê to jednak ma³o prawdopodobne bior¹c pod uwagê
fakt, ¿e produkty transkrypcji wielu z nich obecne s¹ w tkankach na wysokim poziomie i
geny te koduj¹ bia³ka podobne do metalotionein zwierzêcych i grzybowych, z zawartym
w ich sekwencji znanym motywem odpowiedzialnym za wi¹zanie metali [14].  Ponadto
cz¹steczki mRNA powstaj¹ce na matrycy tych genów zawieraj¹ sygna³ poliadenylacji
(AAUAA) i ogon poli A; tak jest np. u pszenicy [36], kostrzewy czerwonej [45], kapusty
pekiñskiej [38], dêbu korkowego [47] czy kroplika ¿ó³tego [19]. Transkrypty u tego
ostatniego zawieraj¹ ponadto sekwencje miejsca wi¹zania do rybosomu, obecne s¹ one
równie¿ w transkryptach genu LeMT

A
 pomidora [70].

Istniej¹ dowody wskazuj¹ce, ¿e równie¿ pozosta³e ro�linne geny koduj¹ce metalotio-
neiny ulegaj¹ translacji. Murphy i wsp. [50] wyizolowali z siewek rzodkiewnika trzy
frakcje niskocz¹steczkowych bia³ek (o wielko�ci 4,5 kDa, 7 kDa i 8 kDa) bogatych w
reszty cysteinowe i zdolnych do wi¹zania miedzi, co potwierdzi³a chromatografia
powinowactwa. Bia³ko o wielko�ci 8 kDa zdolne by³o równie¿ do wi¹zania cynku.
Analiza sekwencji wykaza³a, ¿e badaczom uda³o siê wyizolowaæ fragmenty metalo-
tionein rzodkiewnika (ryc. 2). Frakcja o najni¿szej masie cz¹steczkowej zawiera³a dwa
peptydy sk³adaj¹ce siê na jedn¹ trzeci¹ sekwencji aminokwasowej przewidzianej dla
produktu genu MT1a. Frakcja o wielko�ci 8 kDa zawiera³a peptyd odpowiadaj¹cy
przypuszczalnej sekwencji MT2a i dwa fragmenty identyczne z czê�ci¹ sekwencji
przewidzianej dla MT2b. We frakcji o po�redniej wielko�ci otrzymano trzy peptydy,
sk³adaj¹ce siê na 45% przypuszczalnej sekwencji MT3. Murphy wykaza³ równie¿, ¿e
wzory akumulacji bia³ka MT1 i MT2 odpowiadaj¹ wcze�niej ustalonemu wzorowi
akumulacji mRNA, co potwierdzi³a analiza z u¿yciem przeciwcia³ skierowanych
przeciwko MT1 i MT2. Ponadto przeciwcia³a skierowane przeciw MT2 reagowa³y z
dwoma bia³kami o wielko�ci ok. 8 kDa, co jest zgodne z wynikami badañ wskazuj¹cymi
na istnienie dwóch izoform genu, MT2a i MT2b.
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Kolejny dowód na istnienie metalotionein ro�linnych dostarczy³ de Miranda z wsp.
[19]. Podczas prób izolacji fitochelatyn z kroplika ¿ó³tego wyizolowano równie¿
niskocz¹steczkowe bia³ka wi¹¿¹ce mied�, niebêd¹ce  γ-glutamylocysteinyloglicynami.
Sk³ad aminokwasowy i wielko�æ otrzymanych peptydów odpowiada³a dwóm terminal-
nym domenom metalotioneiny. Wcze�niejsza analiza komputerowa przypuszczalnej
sekwencji aminokwasowej metalotioneiny kroplika przewidywa³a dla dwóch domen
bogatych w reszty cysteinowe konformacjê zwiniêt¹, natomiast rozci¹gniêt¹ dla domeny
centralnej. Mo¿liwe, ¿e ta domena jest wycinana i w ten sposób powstaj¹ dwa mniejsze
peptydy zdolne do wi¹zania metali [19]. Podobn¹ sytuacjê zaobserwowa³ Kille [37].
Wraz ze wspó³pracownikami stransformowa³ bakterie E. coli genem PsMT

A 
grochu i

hodowa³ je w obecno�ci kadmu, po czym wyizolowa³ z nich frakcjê wi¹¿¹c¹ ten pier-
wiastek. Sekwencja  aminokwasowa  otrzymanych  peptydów odpowiada³a domenie
N-terminalnej sekwencji aminokwasowej przewidzianej dla metalotioneiny grochu oraz
fragmentom domeny centralnej, które mog³y powstaæ przez jej proteolityczne ciêcie.
Ponadto frakcje bogate w kadm poddano dzia³aniu proteinazy K. Analiza produktów
trawienia wykaza³a brak aminokwasów aromatycznych wchodz¹cych w sk³ad domeny
centralnej, otrzymano natomiast peptydy odpowiadaj¹ce sekwencjom aminokwasów
2-21 i 56-71 metalotioneiny grochu. Ju¿ wcze�niej wykazano, ¿e domeny skomplekso-
wane z metalami chronione s¹ przed proteoliz¹. Prawdopodobnie dlatego jedynie region
domeny centralnej ulega trawieniu, nienaruszone pozostaj¹ natomiast domeny wi¹¿¹ce
metale. Najwyra�niej mimo wyciêcia domeny centralnej tworz¹ one zwarty kompleks
z³o¿ony z dwóch peptydów po³¹czonych ze sob¹ poprzez jony metali. Proteoliza
metalotioneiny grochu w komórkach E. coli mo¿e odzwierciedlaæ sytuacjê panuj¹c¹
in vivo w tkankach ro�linnych. Nasuwa siê w zwi¹zku z tym pytanie o rolê domeny
centralnej. Wcze�niejsze do�wiadczenia udowodni³y, ¿e wprowadzenie takiej domeny,
z³o¿onej z nie wiêcej ni¿ 12 aminokwasów, do zrekombinowanej metalotioneiny ssaków
nie zagra¿a jej stabilno�ci. Jednak wyd³u¿enie domeny do ponad 16 aminokwasów
obni¿a zdolno�æ metalotioneiny do detoksykacji metali. W metalotioneinie grochu jest
ona jeszcze d³u¿sza i wra¿liwa na atak proteolityczny. Mo¿liwe, ¿e domena centralna
bierze udzia³ w prawid³owym zwijaniu regionów wi¹¿¹cych metale [37]. Ponadto jej
sekwencja jest konserwatywna, co mo¿e sugerowaæ jej znaczenie funkcjonalne [73].

Podatno�æ ro�linnych metalotionein na atak proteolityczny mo¿e byæ przyczyn¹
niepowodzeñ w izolowaniu natywnych bia³ek. Inn¹ przyczyn¹ niepowodzeñ mo¿e byæ
fakt, ¿e metalotioneiny w obecno�ci tlenu s¹ wyj¹tkowo niestabilne [43, 47, 68]. Murphy

RYCINA 2. Sekwencje aminokwasowe metalotionein rzodkiewnika, ustalone na podstawie sekwencji
nukleotydowych koduj¹cych je genów. Podkre�lono fragmenty, które zosta³y wyizolowane i zsekwen-
cjonowane (wg [50] zmodyfikowane)
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i wsp. [50] stwierdzili, ¿e ekspozycja homogenatu tkankowego, z którego wyizolowano
metalotioneiny rzodkiewnika, na tlen atmosferyczny prowadzi³a do degradacji lub
utleniania metalotionein. Natomiast inne bia³ka wi¹¿¹ce mied� nie ulega³y rozpadowi w
obecno�ci tlenu.

Ze wzglêdu na trudno�ci w prowadzeniu badañ na metalotioneinach in planta podjêto
zakoñczone sukcesami prace nad uzyskaniem zrekombinowanych metalotionein w
komórkach dro¿d¿y i bakterii. Uzyskane bia³ka przetestowano pod k¹tem zdolno�ci do
wi¹zania metali i uzyskiwania tolerancji wobec metali przez organizmy, w których ulega³y
ekspresji. Zrekombinowane bia³ko PsMT

A
 formowa³o kompleksy z miedzi¹, cynkiem i

kadmem. Warto�ci pH, w których 50% metalu ulega³o dysocjacji (kryterium stosowane
dla odró¿nienia metalotionein od innych bia³ek wi¹¿¹cych metale), okre�lone dla
zrekombinowanej metalotioneiny grochu wzglêdem cynku i kadmu by³y zgodne z
warto�ciami ustalonymi dla metalotioneiny konia [65]. Równie¿ trzy zrekombinowane
metalotioneiny bobu by³y zdolne do wi¹zania wy¿ej wspomnianych jonów metali, gdy
ulega³y ekspresji w komórkach E. coli [25].

Ekspresja metalotionein rzodkiewnika w zmutowanych szczepach dro¿d¿y, pozbawio-
nych endogennej metalotioneiny i przez to nadwra¿liwych na metale ciê¿kie, komplemen-
towa³a mutacjê przywracaj¹c tolerancjê na mied� i kadm [73]. Podobnie ekspresja
metalotioneiny kostrzewy czerwonej w mutantach dro¿d¿y umo¿liwia³a im wzrost na
po¿ywkach o du¿ych stê¿eniach miedzi, kadmu, chromu, cynku i o³owiu [45]. Ekspresja
zrekombinowanej metalotioneiny typu 2 rzodkiewnika w zmutowanych komórkach
Synechococcus, pozbawionych endogennej metalotioneiny cynkowej, czê�ciowo
komplementowa³a mutacjê. Natomiast zrekombinowana metalotioneina rzodkiewnika
z komórek E. coli wykazywa³a wy¿sze powinowactwo wobec jonów cynku ni¿
fitochelatyny [61].

Powy¿sze wyniki wskazuj¹, ¿e metalotioneiny ro�linne, tak jak zwierzêce, zdolne s¹
do spe³niania biologicznej funkcji, czyli nadawania odporno�ci na metale ciê¿kie.

LOKALIZACJA KOMÓRKOWA

Zwierzêce metalotioneiny zosta³y zlokalizowane w cytoplazmie, a tak¿e w pewnych
warunkach fizjologicznych w j¹drze, w czasie przej�cia z fazy G

1
 do S cyklu komórko-

wego [44] czy w okresie noworodkowym [22]. Co prawda metalotioneiny nie maj¹
sygna³u lokalizacji j¹drowej, wykazano jednak, ¿e s¹ one zwi¹zane z cytoszkieletem w
przestrzeni perinuklearnej i dziêki temu mo¿liwy jest ich szybki transport do j¹dra [44].
W przypadku ro�linnych metalotionein lokalizacjê MT2a i MT3 rzodkiewnika ulegaj¹cych
ekspresji w komórkach aparatów szparkowych bobu ustalono przy wykorzystaniu bia³ek
fuzyjnych z GFP. Zielon¹ fluorescencjê zaobserwowano jedynie w cytoplazmie. Lokali-
zacja  bia³ek fuzyjnych nie ulega³a zmianie w obecno�ci kadmu, co sugeruje, ¿e
mechanizm detoksykacji metali jest odmienny ni¿ u fitochelatyn, które po skomplekso-
waniu z metalami transportowane s¹ do wakuoli [43].
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ROLA METALOTIONEIN U RO�LIN

Reszty cysteinowe metalotionein s¹ naturalnym ligandem dla cynku i miedzi. Chelatuj¹c
te metale w warunkach fizjologicznych, metalotioneiny utrzymuj¹ ich homeostazê u zwierz¹t
i grzybów [2, 52]. Bia³ka te wi¹¿¹ równie¿ metale toksyczne, g³ównie kadm, dziêki czemu
chroni¹ komórki przed ich szkodliwym wp³ywem [23, 24, 39], a tak¿e zapobiegaj¹ skutkom
stresu oksydacyjnego. Wykazano, ¿e metalotioneiny ssaków mog¹ funkcjonalnie komplemen-
towaæ dysmutazê ponadtlenkow¹ u dro¿d¿y [16].

Rola ro�linnych metalotionein nie jest dok³adnie okre�lona, choæ na podstawie
zebranych danych uda³o siê zaproponowaæ dla nich kilka przypuszczalnych funkcji.
Sugeruje siê udzia³ tych bia³ek w utrzymaniu homeostazy miedzi, która jest istotnym
mikroelementem dla bakterii, grzybów, ro�lin i zwierz¹t. Wchodzi w sk³ad grup
prostetycznych wielu enzymów i po�redniczy w transporcie elektronów, jednak nadmiar
jonów miedzi jest szkodliwy dla b³on biologicznych, DNA i bia³ek. Dostêpno�æ i transport
miedzi podlegaj¹ �cis³ej kontroli, dlatego w normalnych warunkach nie jest mo¿liwe
znalezienie wolnych jonów w komórce [64]. Zaanga¿owanie ro�linnych metalotionein
w gospodarkê miedzi potwierdzaj¹ liczne dowody. Zrekombinowane bia³ka, uzyskane
w komórkach E. coli stransformowanych ro�linnymi genami metalotionein, s¹ zdolne
do wi¹zania tych jonów [25, 47, 65]. Ponadto ekspresja genów ro�linnych w
zmutowanych szczepach dro¿d¿y, pozbawionych endogennej metalotioneiny, przywraca
im tolerancjê na obecno�æ jonów miedzi [45, 73]. Mied� jest tak¿e najsilniejszym
induktorem ekspresji genu MT2 rzodkiewnika [43], z kolei ekspresja genu MT1 tej
ro�liny zachodzi w organach bogatych w jony miedzi m.in. w pylnikach i s³upkach.
Wykazano, ¿e niedobory miedzi zaburzaj¹ rozwój kwiatów, wiêc rola metalotionein
mo¿e polegaæ na dostarczaniu do tych organów wspomnianych jonów [26]. Transkrypty
obydwu wymienionych genów akumuluj¹ siê tak¿e we w³oskach li�ciowych, co
odzwierciedla wymagania tych komórek na du¿e ilo�ci miedzi, w zwi¹zku z metabolizmem
flawonoidów i antocyjanów oraz enzymów, takich jak peroksydaza i oksydaza
polifenolowa, zaanga¿owanych w odpowied� obronn¹ [26]. Mo¿liwe te¿, ¿e
metalotioneiny zaanga¿owane s¹ w detoksykacjê metali w li�ciach. Chelatuj¹c metale
w komórkach w³osków, chroni¹ komórki mezofilu przed ich szkodliwym wp³ywem
[26].

Badania dotycz¹ce lepnicy rozdêtej wykaza³y, ¿e osobniki, nale¿¹ce do populacji
charakteryzuj¹cej siê wysok¹ odporno�ci¹ na mied�, mia³y wy¿szy poziom transkrypcji
genu SvMT2a ni¿ ro�liny tego gatunku wra¿liwe na jony miedzi. Analiza Southern-blot
ujawni³a, ¿e jest to spowodowane amplifikacj¹ genu SvMT2a w genomie osobników o
podwy¿szonej tolerancji [67].

Nale¿y równie¿ zwróciæ uwagê na fakt, ¿e fitochelatyny, ro�linne peptydy odpowie-
dzialne za detoksykacjê kadmu [66] s¹ co prawda zdolne do wi¹zania miedzi w warunka-
ch in vivo [46], jednak mutanty rzodkiewnika pozbawione enzymu odpowiedzialnego
za ich syntezê nie wykazuj¹ podwy¿szonej wra¿liwo�ci na ten pierwiastek. Tak wiêc
fitochelatyny najwyra�niej nie uczestnicz¹ w detoksykacji miedzi; w ten proces
zaanga¿owany jest inny mechanizm, prawdopodobnie przy udziale metalotionein.
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Sugeruje siê równie¿ udzia³ opisywanych bia³ek w homeostazie cynku. Jedyna
wyizolowana do tej pory ro�linna metalotioneina skompleksowana by³a w³a�nie z
jonami cynku [36]. Ponadto zauwa¿ono, ¿e jej akumulacja zachodzi w okre�lonym
stadium rozwojowym zarodka, kiedy to nastêpuje przej�cie od fazy proliferacji do
ró¿nicowania [36, 60]. Mo¿e to �wiadczyæ o tym, ¿e bia³ko Ec jest magazynem cynku,
dostêpnego w razie potrzeby dla polimeraz DNA i RNA oraz czynników transkrypcyj-
nych [60]. U zwierz¹t wykazano udzia³ metalotionein w procesie podzia³u komórki
[71] oraz ich nagromadzenie w tkankach proliferuj¹cych i nowotworowych [22, 24].
Równie¿ u ro�lin zauwa¿ono akumulacjê mRNA metalotionein w tkankach inten-
sywnie dziel¹cych siê [47], co wskazuje na udzia³ w podzia³ach komórkowych tak¿e
w organizmach ro�linnych.

Ro�linne metalotioneiny mog¹ byæ zaanga¿owane równie¿ w metabolizm innych
metali niezbêdnych dla organizmu oraz tolerancjê na szkodliwe metale niepe³ni¹ce roli
fizjologicznej, czego dowodz¹ badania prowadzone zarówno na dro¿d¿ach, jak i ro�linach
[43, 45, 47, 73]. Ponadto sugeruje siê udzia³ tych bia³ek w transporcie niektórych
pierwiastków. Zauwa¿ono, ¿e transkrypty gromadz¹ siê w tkankach przewodz¹cych
li�ci oraz w starzej¹cych siê li�ciach, sk¹d przypuszczalnie wycofuj¹ pierwiastki
potrzebne dla rozwoju pozosta³ych organów, w³a�nie za po�rednictwem systemu
przewodz¹cego [26, 33].

Przypuszcza siê równie¿, ¿e ro�linne metalotioneiny chroni¹ komórki przed stresem
oksydacyjnym [9]. Jego bezpo�redni¹ przyczyn¹ jest podwy¿szony poziom reaktywnych
form tlenu (ROS), do których zaliczamy rodnik hydroksylowy, anionorodnik ponadtlen-
kowy, nadtlenek wodoru i tlen singletowy. Modyfikuj¹ one ró¿ne zwi¹zki biologiczne,
jednak g³ównym sk³adnikiem komórki ulegaj¹cym oksydacji s¹ bia³ka. Do powstawania
ROS przyczyniaj¹ siê zarówno �ród³a endogenne, np. reakcje peroksydacji lipidów czy
reakcje katalizowane przez oksydazy i jony metali (Cu2+ i Fe3+) oraz egzogenne, np.
promieniowanie jonizuj¹ce. Organizmy broni¹ siê przed ich szkodliwym wp³ywem
wytwarzaj¹c zwi¹zki o charakterze antyoksydantów. Wa¿n¹ rolê spe³niaj¹ równie¿
enzymy, takie jak: dysmutaza ponadtlenkowa i katalaza oraz bia³ka wi¹¿¹ce jony miedzi
i ¿elaza [54].

Transkrypty ro�linnych metalotionein zlokalizowano w starzej¹cych siê li�ciach.
Metalotioneiny mog¹ byæ tam potrzebne, by chroniæ s¹siednie tkanki przed wolnymi
rodnikami powstaj¹cymi w procesach starzenia [33, 47, 54]. Ponadto czynniki generuj¹ce
ROS odpowiedzialne s¹ równie¿ za indukcjê genów koduj¹cych metalotioneiny [20],
g³ównie s¹ to metale ciê¿kie, które przyczyniaj¹ siê do powstania stresu oksydacyjnego
[55]. Silnego dowodu potwierdzaj¹cego zaanga¿owanie metalotionein w ochronê struktur
komórkowych przed reaktywnymi formami tlenu dostarczyli Lee i wsp. [43], którzy
udowodnili, ¿e metalotioneina rzodkiewnika, ulegaj¹ca ekspresji w stransformowanych
komórkach szparkowych bobu, powoduje obni¿enie poziomu ROS, powstaj¹cych po
potraktowaniu komórek kadmem.
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UWAGI KOÑCOWE

Ro�linne metalotioneiny, w przeciwieñstwie do zwierzêcych, stanowi¹ bardzo
zró¿nicowan¹ klasê bia³ek; przejawia siê to zarówno w ich strukturze, jak i regulacji ich
ekspresji. U zwierz¹t wystêpuj¹ cztery izoformy metalotionein oznaczone odpowiednio
numerami I, II, III i IV. Wszystkie maj¹ ten sam, konserwatywny wzorzec reszt
cysteinowych i tylko dwie ostatnie izoformy s¹ organospecyficzne [2, 51, 52]. U ro�lin
sytuacja jest bardziej z³o¿ona. Ró¿norodna struktura pierwszorzêdowa sprawia, ¿e mimo
podzia³u na cztery typy, niektórych bia³ek nie mo¿na zakwalifikowaæ do ¿adnego z
nich. Ponadto nie uda³o siê dotychczas ustaliæ uniwersalnego wzoru ekspresji; czêsto
nawet metalotioneiny nale¿¹ce do jednego typu, ale pochodz¹ce z ró¿nych gatunków,
wystêpuj¹ w innych organach. Nierozstrzygniêta pozostaje równie¿ kwestia regulacji
ekspresji ro�linnych metalotionein. Jest to bez w¹tpienia proces wysoce skoordynowany
i sk³ada siê na mechanizm homeostazy komórki. Przyk³adowo jony metali indukuj¹ w
okre�lonej tkance geny tylko jednego typu, a na inne albo nie maj¹ wp³ywu, albo
powoduj¹ ich represjê. Nasuwa siê w zwi¹zku z tym wniosek, ¿e ró¿ne typy metalotionein
s¹ funkcjonalnie odmienne.

Niezbêdne s¹ dalsze badania w tej dziedzinie, skupiaj¹ce siê zw³aszcza na wyizolo-
waniu natywnych produktów bia³kowych oraz poznaniu molekularnych mechanizmów
regulacji koduj¹cych je genów. Pozwoli³oby to w przysz³o�ci wykorzystaæ je w fitore-
mediacji. Transformowanie ro�lin genami koduj¹cymi metalotioneiny z gatunków
odpornych na wysokie stê¿enia metali ciê¿kich przypuszczalnie podwy¿szy³oby ich
tolerancjê na ten czynnik, dziêki czemu mog³yby nie tylko ¿yæ w zanieczyszczonym
�rodowisku, ale i aktywnie je oczyszczaæ.
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