
  



1 

Uniwersytet Wrocğawski 

 

 

mgr Sylwia Katarzyna Wu 

 

 

Rola zr·Ũnicowania sekwencyjnego ludzkich 

metalotionein w komórkowej homeostazie jonów 

Zn2+ 

  

 

Rozprawa doktorska 

 

 

wykonana w Zakğadzie Chemii Biologicznej Wydziağu Biotechnologii 

Uniwersytetu Wrocğawskiego  

pod opiekŃ naukowŃ prof. dr. hab. Artura KrňŨla 

 

 

Wrocğaw 2024  

2:11403



2 

  

3:86658



3 

Praca zostağa zrealizowana w ramach projektu badawczego OPUS (numer 

identyfikacyjny w bazie projektów NCN: 2018/31/B/NZ1/00567) o temacie ĂWpğyw 

polimorfizmu i metamorfizmu metalotionein na kom·rkowŃ homeostazň jon·w cynku  

ï rola zr·Ũnicowania sekwencyjnego, strukturalnego i stabilnoŜciowegoò finansowanym 

przez Narodowe Centrum Nauki. Kierownik projektu: prof. dr hab. Artur KrňŨel.  

4:68972



4 

  

5:31273



5 

Pragnň zğoŨyĺ serdeczne podziňkowania: 

Mojemu promotorowi ï profesorowi Arturowi KrňŨlowi, za nieocenionŃ pomoc 

merytorycznŃ, za wsparcie i cierpliwoŜĺ w trakcie pracy nad mojŃ rozprawŃ doktorskŃ. 

Dziňkujň za poŜwiňcony czas, za wytrwağoŜĺ i wsp·lne dopğyniňcie do brzegu. 

Wszystkim osobom z Zakğadu Chemii Biologicznej, zwğaszcza Oldze, Anastazji, oraz 

Adamowi. Wasze zaangaŨowanie, inspirujŃce dyskusje i merytoryczne uwagi byğy dla 

mnie nieocenionym Ŧr·dğem wiedzy i motywacji. Dziňkujň za przyjaznŃ atmosferň, kt·rej 

doŜwiadczyğam podczas pracy w Zakğadzie, za wszystkie praktyczne i naukowe wskazówki, 

a takŨe za ogromne wsparcie w trudniejszych momentach. 

Karolinie, za nieocenionŃ pomoc i wsparcie w trakcie wsp·lnego procesu 

doktoranckiego. Twoja przyjaŦŒ, wsp·ğpraca i zaangaŨowanie byğy dla mnie ogromnym 

wsparciem i motywacjŃ. Dziňkujň za wsp·lne dzielenie siň wiedzŃ, oraz za kaŨdŃ chwilň 

spňdzonŃ na pracy nad naszymi projektami.  

Zakğadowi Biofizyki za ŨyczliwoŜĺ, wsparcie i wsp·ğpracň, kt·re byğy dla mnie 

nieocenione podczas realizacji mojej rozprawy doktorskiej. Wasza otwartoŜĺ, pomoc oraz 

moŨliwoŜĺ korzystania z Waszych zasob·w i doŜwiadczenia miağy kluczowe znaczenie dla 

przebiegu badaŒ. 

Ewie i Tomaszowi z Mağopolskiego Centrum Biotechnologii za nieocenionŃ pomoc i 

wsparcie na najwczeŜniejszych etapach mojej kariery naukowej. Wasze wsparcie byğo dla 

mnie fundamentem, na kt·rym mogğam budowaĺ dalszy rozw·j naukowy. 

Mojej najbliŨszej rodzinie, a zwğaszcza Paulinie, Wiktorowi, Bartğomiejowi, oraz 

Mikoğajowi za niezğomne wsparcie, miğoŜĺ i cierpliwoŜĺ w trakcie cağego procesu pisania 

rozprawy doktorskiej. Wasza wiara we mnie oraz zrozumienie byğy dla mnie ogromnym 

Ŧr·dğem siğy i motywacji. Dziňkujň za to, Ũe zawsze byliŜcie obok mnie, zar·wno w 

chwilach radoŜci, jak i trudnoŜci.  

6:55352



6 

Moim przyjacioğom ï Karolinie i Kamilowi za ich niezğomne wsparcie i obecnoŜĺ 

podczas cağego procesu pracy nad mojŃ rozprawŃ doktorskŃ, pomimo dzielŃcego nas 

dystansu. Gdyby nie Biotechnologia, nie poznağabym tak wspaniağych ludzi, jak Wy. 

Wasza przyjaŦŒ, zrozumienie oraz otucha w trudnych chwilach byğy dla mnie bezcenne. 

Dziňkujň za wsp·lne chwile radoŜci, cenne rady oraz za to, Ũe zawsze mogğam liczyĺ na 

WaszŃ pomoc.  

Mojemu kompanowi Leo, za niezawodne towarzystwo i wsparcie podczas cağego 

procesu pisania rozprawy doktorskiej, oraz za bycie niezawodnŃ publicznoŜciŃ, gdy praca 

naukowa wymagağa przedstawienia prezentacji. Twoja obecnoŜĺ, radoŜĺ oraz 

bezwarunkowa miğoŜĺ byğy dla mnie Ŧr·dğem nieocenionego wsparcia i ukojenia w 

trudnych chwilach. Dziňkujň za kaŨdŃ chwilň spňdzonŃ razem. 

I would like to extend my heartfelt thanks to my in-laws, for their unwavering support 

and encouragement throughout my doctoral journey. Your belief in my abilities, your 

constant moral support, and your understanding during the challenging times have been 

invaluable. I am deeply grateful for your kindness, for the way you have welcomed and 

supported me, and for always being a source of strength and motivation. Your generosity 

and love have made this achievement even more meaningful. 

My nieces ï thank you for your love and support throughout my doctoral journey. 

Your enthusiasm, cheerful presence, and encouragement have brought me great joy and 

motivation during this challenging process. Your presence meant so much to me and have 

made this achievement even more special. 

I would like to express my deepest gratitude to my husband, Ambroise, for your 

unwavering support and love throughout my doctoral journey. Your patience, 

encouragement, and understanding have been my greatest source of strength and 

inspiration. Thank you for standing by my side through every challenge and triumph, for 

your constant belief in me, and for creating a loving and supportive environment that 

made this achievement possible. Your partnership and sacrifice have been invaluable, and 

I am profoundly grateful for everything you have done. 

7:14763



7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ĂThe creation of a single world comes from a huge number of fragments and chaosò 

~Hayao Miyazaki 

 

  

8:88882



8 

  

9:66633



9 

Spis treŜci 

Streszczenie ...................................................................................................................... 17 

Abstract ............................................................................................................................ 19 

Wykaz skrótów................................................................................................................. 21 

1. Wstňp teoretyczny ........................................................................................................ 25 

     1.1. Cynk i jego rola w organizmie czğowieka ............................................................ 25 

     1.2. Cynk jako pierwiastek niezbňdny do Ũycia .......................................................... 26 

     1.3. Skutki nieprawidğowoŜci w regulacji jon·w Zn2+ ................................................ 28 

          1.3.1. Skutki niedoboru cynku ............................................................................... 28 

          1.3.2. Skutki nadmiaru cynku ................................................................................. 30 

     1.4. Jony Zn2+ w komórce ........................................................................................... 33 

          1.4.1. StňŨenie cynku w kom·rce, pojňcie wolnych jon·w Zn2+ ........................... 34 

          1.4.2. Kom·rkowa homeostaza jon·w Zn2+ ........................................................... 38 

     1.5. Mechanizmy w kom·rce regulujŃce iloŜĺ wolnego Zn2+ ..................................... 39 

          1.5.1. Transportery cynku ....................................................................................... 40 

          1.5.2. Cynkosomy ................................................................................................... 42 

          1.5.3. Biağka zaleŨne od cynku ............................................................................... 42 

          1.5.4. Biağka regulatorowe - metalotioneiny (MT) ................................................ 45 

     1.6. Metalotioneiny ludzkie ......................................................................................... 46 

          1.6.1. Rys historyczny ............................................................................................ 46 

          1.6.2. Podziağ ludzkich metalotionein, klasyfikacja ............................................... 47 

          1.6.3. Wystňpowanie i rola metalotionein w organizmie czğowieka ...................... 54 

          1.6.4. Rola w organizmie czğowieka ...................................................................... 58 

          1.6.6. Powinowactwo metalotionein do jonów Zn2+ .............................................. 66 

          1.6.7. Proces wiŃzania siň jon·w Zn2+ do ludzkich metalotionein ........................ 69 

10:43184



10 

     1.7. Naturalne warianty ludzkich metalotionein..........................................................71 

          1.7.1. Ekspresja genów ludzkich metalotionein .....................................................71 

          1.7.2. Polimorfizm pojedynczego nukleotydu w genach ludzkich metalotionein ..73 

          1.7.2.1. Naturalne warianty ludzkich metalotionein (nwMT) ................................77 

2. Cel pracy ....................................................................................................................... 79 

3. Materiağy i metody ....................................................................................................... 81 

     3.1. Materiağy...............................................................................................................81 

          3.1.1. Odczynniki ...................................................................................................81 

          3.1.2. Sprzňt laboratoryjny .....................................................................................83 

     3.2. Sekwencje .............................................................................................................84 

          3.2.1. Sekwencje nukleotydowe wykorzystane przy projektowaniu plazmid·w, 

          kodujŃcych naturalne warianty izoform ludzkich metalotionein ...........................84 

          3.2.2. Sekwencje aminokwasowe metalotionein analizowanych w pracy .............85 

     3.3. Metody ..................................................................................................................86 

          3.3.1. Uzyskanie plazmid·w kodujŃcych metalotioneiny ......................................86 

               3.3.1.1. Plazmidy kodujŃce izoformy ludzkich metalotionein ..........................87 

               3.3.1.2. Plazmidy kodujŃce naturalne warianty izoform ludzkich MT .............87 

               3.3.1.3. Plazmid kodujŃcy MT1HL1 oraz domeny biağka MT1HL1 ................88 

          3.3.2. Produkcja i oczyszczanie metalotionein .......................................................89 

               3.3.2.1. Produkcja metalotionein w systemie bakteryjnym ...............................89 

               3.3.2.2. Oczyszczanie metalotionein ï uzyskanie tioneiny ...............................89 

               3.3.2.3.Oczyszczanie metalotionein-rekonstytucja metalotionein jonami Zn2+ 90 

          3.3.3. Pomiary spektrofotometryczne w zakresie UV-Vis .....................................90 

               3.3.3.1. Pomiar stňŨenia metalotionein ..............................................................91 

               3.3.3.2. Ustalanie molowego wsp·ğczynnika absorpcji ....................................91 

11:69695



11 

               3.3.3.3. OkreŜlanie stechiometrii kompleks·w jon·w metali (Zn2+, Cd2+) ....... 92 

                    3.3.3.3.1. Miareczkowanie UV-Vis .............................................................. 92 

                    3.3.3.3.2. Analiza wiŃzania jon·w Zn2+ przez MT z wykorzystaniem  

                    PAR i DTNB ................................................................................................ 92 

               3.3.3.4. Ustalanie pozornej stağej pKaô reszt cysteinowych ............................... 93 

               3.3.3.5. Pomiar kinetyki utleniania reszt cysteinowych 

               z wykorzystaniem DTNB .................................................................................. 93 

               3.3.3.6. Badanie transferu jon·w Zn2+ .............................................................. 94 

                    3.3.3.6.1. Transfer Zn2+ z metalotionein do PAR ......................................... 94 

                    3.3.3.6.2. Transfer Zn2+ z metalotionein do dehydrogenazy 

                    sorbitolu (SDH) ............................................................................................ 94 

                         3.3.3.6.2.1. Uzyskanie dehydrogenazy sorbitolu pozbawionej 

                         jon·w Zn2+ (apo-SDH) ............................................................................ 94 

                    3.3.3.6.3. Test aktywnoŜci SDH i badanie transferu jon·w Zn2+ ................. 95 

          3.3.4. Pomiary spektrofluorymetryczne ................................................................. 95 

               3.3.4.1. Badanie transferu Zn2+ z wykorzystaniem pomiar·w 

               spektrofluorymetrycznych ................................................................................ 96 

                    3.3.4.1.1. Transfer Zn2+ z metalotionein do ZnAF-2F ................................. 96 

                    3.3.4.1.2. Transfer Zn2+ z metalotionein do biağkowej fosfatazy 

                    tyrozynowej 1B (PTP1B) ............................................................................. 96 

               3.3.4.2. OkreŜlanie miejsc wiŃzania Zn2+ w metalotioneinach o mocnym 

               i umiarkowanym powinowactwie ..................................................................... 97 

               3.3.4.3. OkreŜlanie miejsc wiŃzania Zn2+ w metalotioneinach o sğabym 

               powinowactwie ................................................................................................. 98 

               3.3.4.4. Buforowanie stňŨenia jon·w Zn2+ przez metalotioneiny ..................... 99 

4. Wyniki ........................................................................................................................ 100 

     4.1. Izoformy ludzkiej metalotioneiny (MT) ............................................................ 100 

12:31433



12 

          4.1.1. Otrzymywanie izoform ludzkich metalotionein .........................................100 

          4.1.2. OkreŜlanie molowych wsp·ğczynnik·w absorpcji tionein oraz 

          metalotionein ........................................................................................................104 

          4.1.3. Stechiometria wiŃzania jon·w Zn2+ ...........................................................105 

          4.1.4. ReaktywnoŜĺ izoform ludzkich metalotionein ...........................................109 

          4.1.5. Powinowactwo wiŃzania jon·w Zn2+ do izoform ludzkich MT ................111 

               4.1.5.1. Wyznaczanie mocnych i umiarkowanych miejsc wiŃzania 

               Zn2+ w ludzkich MT ........................................................................................ 111 

               4.1.5.2. Wyznaczanie sğabych miejsc wiŃzania Zn2+ w ludzkich MT ............. 114 

               4.1.5.3. WğaŜciwoŜci buforujŃce metalotionein............................................... 116 

          4.1.6. Transfer jonów Zn2+ z ludzkich MT ...........................................................118 

               4.1.6.1. Transfer Zn2+ pomiňdzy ludzkimi MT a PAR .................................... 118 

               4.1.6.2. Transfer Zn2+ pomiňdzy ludzkimi MT a apo-SDH ............................. 119 

               4.1.6.3. Transfer Zn2+ pomiňdzy ludzkimi MT a PTP1B ................................120 

          4.1.7. Metalacja izoformy MT4 ............................................................................121 

     4.2. Naturalne warianty izoform ludzkich metalotionein (nwMT) ...........................124 

          4.2.1. Otrzymywanie naturalnych wariantów izoform ludzkich metalotionein ...124 

               4.2.1.1. OkreŜlanie molowego wsp·ğczynnika absorpcji nwMT ....................125 

          4.2.2. Stechiometria wiŃzania jon·w Zn2+ ...........................................................127 

          4.2.3. OkreŜlanie wartoŜci pKa
ô reszt cysteinowych .............................................129 

          4.2.4. ReaktywnoŜĺ naturalnych wariant·w izoform ludzkich metalotionein .....131 

          4.2.5. Powinowactwo wiŃzania siň jon·w Zn2+ do nwMT ...................................133 

               4.2.5.1. Mocne i umiarkowane miejsca wiŃzania Zn2+ w nwMT ....................133 

               4.2.5.2. Wyznaczanie miejsc wiŃzania Zn2+ o sğabym powinowactwie 

               w nwMT ..........................................................................................................136 

          4.2.6. Transfer jonów Zn2+ z nwMT .....................................................................138 

13:21771



13 

               4.2.6.1. Transfer Zn2+ pomiňdzy nwMT a PAR .............................................. 138 

               4.2.6.2. Transfer Zn2+ pomiňdzy nwMT a ZnAF-2F ....................................... 139 

               4.2.6.3. Transfer Zn2+ pomiňdzy nwMT a PTP1B .......................................... 140 

          4.2.7. Metalacja wybranych naturalnych wariantów izoform ludzkich 

          metalotionein ........................................................................................................ 141 

               4.2.7.1. Metalacja naturalnych wariant·w izoformy MT1A ........................... 141 

               4.2.7.2. Metalacja MT4 C30Y ......................................................................... 146 

     4.3. Metalobiağko MT1HL1 ...................................................................................... 148 

          4.3.1. Otrzymywanie MT1HL1 ............................................................................ 148 

               4.3.1.1. OkreŜlanie molowego wsp·ğczynnika absorpcji MT1HL1 ................ 150 

          4.3.2. Stechiometria wiŃzania jon·w Zn2+ przez MT1HL1 oraz przez 

          Ŭ- i ɓ-domenň biağka MT1HL1 ............................................................................ 151 

          4.3.3. OkreŜlanie wartoŜci pKaô reszt cysteinowych biağka MT1HL1 ................. 153 

          4.3.4. ReaktywnoŜĺ biağka MT1HL1 ................................................................... 155 

          4.3.5. Powinowactwo wiŃzania jon·w Zn2+ do MT1HL1 ................................... 157 

               4.3.5.1. Wyznaczanie mocnych i umiarkowanych miejsc wiŃzania 

               jon·w Zn2+ w MT1HL1 .................................................................................. 157 

               4.3.5.2. Wyznaczanie sğabych miejsc wiŃzania Zn2+ w MT1HL1 .................. 158 

          4.3.6. Transfer jonów Zn2+ z MT1HL1 ................................................................ 160 

               4.3.6.1. Transfer jon·w Zn2+ pomiňdzy MT1HL1 a PAR ............................... 160 

               4.3.6.2. Transfer Zn2+ pomiňdzy MT1HL1 a ZnAF-2F .................................. 161 

               4.3.6.3. Transfer Zn2+ pomiňdzy MT1HL1 a PTP1B ...................................... 162 

          4.3.7. Metalacja biağka MT1HL1 ......................................................................... 163 

5. Dyskusja wyników ..................................................................................................... 166 

     5.1. Produkcja i oczyszczanie metalobiağek .............................................................. 166 

     5.2. Izoformy ludzkich metalotionein ....................................................................... 170 

14:10783



14 

          5.2.1. Stechiometria reakcji wiŃzania jon·w Zn2+ ...............................................170 

          5.2.2. R·Ũnice w reaktywnoŜci izoform ludzkich metalotionein .........................173 

          5.2.3. Powinowactwo wiŃzania jon·w Zn2+ w izoformach ludzkich 

          metalotionein ........................................................................................................174 

          5.2.4. Metalotioneina jako donor i akceptor jonów Zn2+ .....................................178 

          5.2.5. Metalacja izoformy MT4 ............................................................................180 

     5.3. Polimorfizm ludzkich metalotionein ..................................................................181 

          5.3.1. Otrzymywanie naturalnych wariantów ludzkich metalotionein .................181 

          5.3.2. Ustalanie stechiometrii wiŃzania Zn2+ do nwMT .......................................182 

          5.3.3. ReaktywnoŜĺ nwMT oraz pKaô reszt cysteinowych ...................................182 

          5.3.4. WiŃzanie siň jon·w Zn2+ do nwMT ze zr·Ũnicowanym powinowactwem 183 

          5.3.5. Funkcja naturalnych wariantów metalotionein jako donora 

          i akceptora Zn2+ ....................................................................................................185 

          5.3.6. Metalacja naturalnych wariantów izoformy MT1A ...................................186 

          5.3.7. Metalacja naturalnego wariantu MT4 C30Y ..............................................186 

     5.4. Charakterystyka nowo poznanego metalobiağka MT1HL1 ................................187 

          5.4.1. Otrzymywanie metalobiağka MT1HL1 ......................................................187 

          5.4.2. Stechiometria reakcji wiŃzania jon·w Zn2+ oraz Cd2+ ...............................188 

          5.4.3. ReaktywnoŜĺ oraz wartoŜci pKaô reszt cysteinowych biağka MT1HL1 .....189 

          5.4.4. Powinowactwo wiŃzania siň jon·w Zn2+ do MT1HL1 ..............................191 

          5.4.5. MT1HL1 jako donor i akceptor jonów Zn2+ ..............................................192 

     5.5. Analiza porównawcza izoform ludzkich metalotionein, ich naturalnych 

     wariant·w, oraz biağka MT1HL1 ..............................................................................193 

          5.5.1. Zr·Ũnicowanie izoform ludzkich metalotionein .........................................193 

          5.5.2. Dodatkowa reszta cysteinowa w MT1B nie wpğywa na jej wğaŜciwoŜci ...198 

          5.5.3. Specjalizacja izoformy MT3 ......................................................................199 

15:56479



15 

          5.5.4. UnikatowoŜĺ izoformy MT4 ï naturalne warianty izoformy MT4 ............ 201 

          5.5.5. Wpğyw zmian pojedynczych reszt aminokwasowych na 

          wğaŜciwoŜci metalotionein ................................................................................... 205 

          5.5.6. Metalobiağko MT1HL1 jako potencjalnie nowa izoforma ludzkich 

          metalotionein ........................................................................................................ 210 

6. Podsumowanie ........................................................................................................... 213 

Bibliografia .................................................................................................................... 215 

  

16:86222



16 

  

17:72876



17 

Streszczenie 

Rola zr·Ũnicowania sekwencyjnego ludzkich metalotionein w komórkowej 

homeostazie jon·w ZnĮ  jest tematem wciŃŨ nie w peğni zrozumianym. Dotychczas 

zidentyfikowano cztery gğ·wne izoformy ludzkich metalotionein (MT1, MT2, MT3, 

MT4) oraz osiem subizoform MT1 (MT1A, MT1B, MT1E, MT1F, MT1G, MT1H, 

MT1M(K), MT1X). Pomimo licznych badaŒ, analiza por·wnawcza wğaŜciwoŜci 

biochemicznych tych izoform jest utrudniona przez r·ŨnorodnoŜĺ uŨywanych metod 

eksperymentalnych i skupienie na pojedynczych izoformach. Metalotioneiny stanowiŃ 

wyzwanie w badaniach ze wzglňdu na brak struktury drugorzňdowej i aminokwas·w 

aromatycznych, a Zn2+, majŃcy sğabe wğaŜciwoŜci spektralne, nie jest najczňŜciej 

wybieranym metalem do badania oddziağywaŒ metal-metalotioneina. 

Gğ·wnym celem pracy byğa produkcja i charakterystyka wszystkich znanych izoform 

ludzkich metalotionein oraz ich naturalnych wariantów (w tym MT1A T27N, MT1A 

K51R, MT1G A10del, MT1M T20K, MT4 C30Y, MT4 R31W, MT4 G48D) oraz 

metalobiağka MT1HL1. Ujednolicenie technik eksperymentalnych umoŨliwiğo 

przeprowadzenie wiarygodnej analizy porównawczej i lepsze zrozumienie roli 

zr·Ũnicowania sekwencyjnego metalotionein w homeostazie jon·w ZnĮ . 

Uzyskane wyniki pozwoliğy na lepsze zrozumienie wpğywu zr·Ũnicowania 

sekwencyjnego ludzkich metalotionein na ich wğaŜciwoŜci biofizykochemiczne 

w warunkach komórkowej homeostazy jonów Zn2+. Po raz pierwszy otrzymano wszystkie 

izoformy ludzkich metalotionein na poziomie biağka, oraz dziňki zastosowaniu 

ujednoliconej metodologii, porównano je ze sobŃ. Ponadto, po raz pierwszy 

wyprodukowano i scharakteryzowano r·wnieŨ naturalne warianty metalotionein oraz 

MT1HL1. OkreŜlono powinowactwa jon·w Zn2+, odpowiadajŃce wszystkim obecnym 

miejscom wiŃzania w badanych metalobiağkach. Ukazano r·wnieŨ w jaki sposób r·Ũne 

izoformy i ich formy zmetalizowania, sŃ komplementarne w ujňciu fluktuacji 

komórkowego labilnego Zn2+, co jest kluczowe dla prawidğowej fizjologii kom·rki. 

Scharakteryzowanie naturalnych wariant·w izoform ludzkich metalotionein pozwoliğo 

uwidoczniĺ jak zr·Ũnicowanie sekwencyjne, wynikajŃce z pojedynczej zmiany 

aminokwasowej, wpğywa na stabilnoŜĺ i reaktywnoŜĺ metalotionein. Przedstawiono 
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r·wnieŨ wysokie podobieŒstwo uzyskanych wynik·w wğaŜciwoŜci biofizycznych 

MT1HL1 w porównaniu do izoform ludzkich metalotionein, co wskazuje, 

iŨ owe metalobiağko powinno byĺ uznane za kolejnŃ z izoform MT. 

Wyniki uzyskane w pracy stanowiŃ istotny krok w kierunku zrozumienia, 

jak sekwencyjne zr·Ũnicowanie ludzkich metalotionein wpğywa na regulacjň jon·w 

ZnĮ  i podkreŜlajŃ potrzebň dalszych badaŒ nad biağkowymi interakcjami metalotionein 

oraz rozwojem nowoczesnych technik analitycznych. 
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Abstract 

The role of sequence diversity in human metallothioneins (MTs) in cellular 

ZnĮ  homeostasis remains not fully understood. To date, four human metallothionein 

isoforms have been identified (MT1, MT2, MT3, MT4), along with eight subisoforms 

of MT1 (MT1A, MT1B, MT1E, MT1F, MT1G, MT1H, MT1M(K), MT1X). Despite 

extensive research, comparative analysis of the biochemical properties of these isoforms 

is complicated by the variety of experimental methods used, and the focus on individual 

isoforms. Metallothioneins pose a challenge in research due to their lack of secondary 

structure and aromatic amino acids. What is more, Zn2+, with its weak spectral properties, 

is not the most frequently chosen metal for studying metal-metallothionein interactions. 

The primary objective of this study was to produce and characterize all known human 

metallothionein isoforms and their natural variants (including MT1A T27N, MT1A 

K51R, MT1G A10del, MT1M T20K, MT4 C30Y, MT4 R31W, MT4 G48D) as well 

as the metalloprotein MT1HL1. Standardizing experimental techniques enabled reliable 

comparative analysis and improved the understanding of the role of sequence diversity 

in metallothioneins in ZnĮ  homeostasis. 

The results obtained provided a better understanding of how sequence diversity 

in human metallothioneins affects their biophysical and biochemical properties under 

conditions of cellular ZnĮ  homeostasis. For the first time, all human metallothionein 

isoforms were produced at the protein level and compared using a standardized 

methodology. Furthermore, natural variants of metallothioneins and MT1HL1 were also 

produced and characterized for the first time. Affinities for ZnĮ  ions corresponding 

to all known binding sites in the studied metalloproteins were determined. The study 

also demonstrated how different isoforms and their metalated forms complement 

each other in terms of cellular labile ZnĮ  fluctuations, which is crucial for proper cellular 

physiology. Characterization of natural variants of human metallothionein isoforms 

highlighted how sequence diversity, resulting from single amino acid changes, affects the 

stability and reactivity of metallothioneins. Additionally, the high similarity 

of the biophysical properties of MT1HL1 compared to human metallothionein isoforms 

suggests that this metalloprotein should be considered a new MT isoform. 
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The results of this study represent a significant step towards understanding 

how sequence diversity in human metallothioneins influences ZnĮ  regulation 

and underscore the need for further research on protein-metal interactions 

and the development of advanced analytical techniques.  
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Wykaz skrótów 

APP ï biağko prekursorowe amyloidu, odgrywajŃce kluczowŃ rolň 

w patologii choroby Alzheimera (ang. Amyloid Precursor Protein) 

APS ï nadsiarczan amonu 

ARE ï sekwencje DNA regulujŃce ekspresjň gen·w odpowiedzialnych 

za odpowiedŦ kom·rkowŃ na stres oksydacyjny (ang. Antioxidant 

Response Elements) 

ATP ï trifosforan 5ô-adenozyny 

5F-BAPTA ï 5-fluoro-1,2-bis(o-aminofenoksy)etan 

DNA ï kwas deoksyrybonukleinowy 

dNTPs ï trifosforany deoksyrybonukleotydów 

DPP ï polarografia pulsowa r·Ũnicowa (ang. Differential Pulse 

Polarography) 

DTNB ï kwas 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoesowy 

DTT ï DL-ditiotreitol 

EDTA ï kwas diaminoetanotetraoctowy 

ESI-MS ï spektrometria mas z jonizacjŃ pr·bki metodŃ elektrorozpylania 

(ang. Electrospray Ionization Mass Spectrometry) 

FRET ï transfer energii rezonansu fluorescencji (ang. Fluorescence 

Resonance Energy Transfer) 

GRE ï sekwencje DNA rozpoznawane przez receptory 

glikokortykosteroidowe, regulujŃce ekspresjň gen·w w odpowiedzi 

na dziağanie glikokortykosteroid·w (ang. Glucocorticoid Response 

Elements) 

GSH ï zredukowany glutation 

GTP-aza ï klasa biağek enzymatycznych, kt·re odgrywajŃ kluczowŃ rolň 

w regulacji r·Ũnych proces·w kom·rkowych poprzez cykliczne 

wiŃzanie i hydrolizowanie guanozynotrifosforanu (GTP) do 

guanozynodifosforanu (GDP) 

HCC ï rak wŃtrobowokom·rkowy (ang. Hepatocellular Carcinoma) 
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HCl ï kwas solny 

HEPES ï kwas 2-[4-(2-hydroksyetylo)piperazyn-1-ylo]etanosulfonowy 

HSAB ï teoria twardych i miňkkich kwasów i zasadowców (ang. Hard 

and Soft Acids and Bases) 

ICP-AES ï emisyjna spektroskopia atomowa z indukcyjnie sprzňŨonŃ plazmŃ 

(ang. Inductively Coupled Plasma Atomic Emission Spectroscopy) 

IL-6 ï Interleukina-6 

IPTG ï izopropylo-ɓ-D-tiogalaktopiranozyd 

ITC ï izotermiczna kalorymetria miareczkowa (ang. Isothermal Titration 

Calorymetry) 

IUPAC ï Miňdzynarodowa Unia Chemii Czystej i Stosowanej 

(ang. International Union of Pure and Applied Chemistry) 

LMCT ï transfer ğadunku z liganda na metal (ang. Ligand to Metal Charge 

Transfer) 

LRP ï rodzina biağek receptorowych kluczowych w metabolizmie lipid·w 

(ang. Low-Density Lipoprotein Receptor-Related Protein) 

MRE ï sekwencja DNA rozpoznawana przez czynniki transkrypcyjne 

kluczowa w regulacji ekspresji gen·w odpowiedzialnych za odpowiedŦ 

kom·rkowŃ na zmiany stňŨenia jon·w metali (ang. Metal Response 

Element) 

mRNA ï matrycowe RNA 

MT ï metalotioneina (ang. metallothionein) 

MTF-1 ï czynnik transkrypcyjny-1 zaleŨny od jon·w metali 

(ang. Metal Response Element-Binding Transcription Factor-1) 

NaCl ï chlorek sodu 

NAD+ ï utleniony dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy 

NADH ï zredukowany dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy 

NaOH ï wodorotlenek sodu 

NMR ï spektroskopia magnetycznego rezonansu jŃdrowego 

(ang. Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy) 
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NPSC ï selenocyjanian 2-nitrofenylu 

NTA ï kwas nitrylotrioctowy 

nwMT ï naturalny wariant ludzkiej metalotioneiny 

PAR ï 4-(2'-pirydylazo)rezorcyna 

PCR ï reakcja ğaŒcuchowa polimerazy (ang. Polymerase Chain Reaction) 

pI ï punkt izoelektryczny 

PTP1B ï ludzka rekombinowana biağkowa fosfataza tyrozynowa 1B 

RAP ï biağko istotne w regulacji funkcji receptor·w w kom·rkach 

(ang. Receptor-Associated Protein) 

ROS ï reaktywne formy tlenu (ang. Reactive Oxigen Species)  

RNA ï kwas rybonukleinowy 

SDH ï dehydrogenaza sorbitolu wyizolowana z owczej wŃtroby 

SDS ï dodecylosiarczan sodu 

SNP ï polimorfizm pojedynczego nukleotydu (ang. Single Nucleotide 

Polymorphism) 

SOD ï dysmutaza ponadtlenkowa 

Substrat 

PTP1B 

ï MCA-Gly-Asp-Ala-Glu-pTyr-Ala-Ala-DNP-Lys-Arg-CONH2, 

gdzie MCA oznacza grupň (7-metoksykumaryn-4-ylo)acetylowŃ, 

a DNP grupň 2,4-dinitrofenylowŃ  

T ï tioneina (apo-metalotioneina) 

TCEP ï chlorowodorek tris(2-karboksyetylo)fosfiny 

TEMED ï N,N,Nô,Nô-tetrametylenodiamina 

TNB- ï anion kwasu 2-nitro-5-tiobenzoesowego 

Tris 

(zasada Tris) 

ï 2-amino-2-hydroksymetylo-1,3-propanodiol 

Triton X-100 ï 4-(2,4,4-trimetylopentan-2-ylo)fenoksypolietoksyetanol 

UTR ï niekodujŃcy obszar w mRNA (ang. Untranslated Region) 

UV-Vis ï spektroskopia absorpcyjna w zakresie promieniowania 

ultrafioletowego i widzialnego 
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WT ï typ dziki (ang. Wild Type) 

ZIP ï rodzina biağek transportowych odpowiedzialnych za transport jonów 

Zn2+ (ang. Zrt/Irt -like Protein) 

ZnAF-2F ï 6-{2-[bis(2-pirydylometylo)amino]etyloamino}-2ǋ,7ǋ-

difluorofluoresceina 

ZnT ï rodzina biağek transportowych odpowiedzialnych za transport jonów 

Zn2+ (ang. Zinc Transporters)  
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1. Wstňp teoretyczny 

1.1. Cynk i jego rola w organizmie czğowieka 

Cynk jest metalem niezbňdnym do Ũycia zar·wno roŜlinom, jak i zwierzňtom. Jest 

to takŨe jeden z najwaŨniejszych mikroelement·w w organizmie czğowieka. ZawartoŜĺ 

cynku w ludzkim organizmie waha siň w granicach od 1 do 4 gram, co czyni go drugim 

najczňŜciej wystňpujŃcym metalem przejŜciowym w ciele czğowieka (1). CağkowitŃ iloŜĺ 

cynku w organizmie okreŜla siň na 1,5 g u kobiet oraz 2,5 g u mňŨczyzn (2). WiňkszoŜĺ 

cynku wystňpuje w mózgu (w hipokampie), w miňŜniach szkieletowych oraz w tkance 

kostnej. Jego wysoka zawartoŜĺ wystňpuje r·wnieŨ w sk·rze i wŃtrobie. Znaczna 

obecnoŜĺ cynku zostağa stwierdzona takŨe nerkach oraz w sercu (3). Co wiňcej, w ciele 

czğowieka cynk wystňpuje w niemal wszystkich rodzajach kom·rek,  

jak i zewnŃtrzkom·rkowo (4). Cynk stanowi r·wnieŨ kluczowŃ czňŜĺ wielu biağek 

niezbňdnych do prawidğowego funkcjonowania organizmu czğowieka, kluczowych dla 

metabolizmu, biorŃcych udziağ w procesach kom·rkowych, takich jak synteza  

DNA, podziağ kom·rkowy, czy produkcja energii. W biağkach moŨe speğniaĺ wiele 

funkcji, jak katalitycznŃ ï jest niezbňdny do aktywnoŜci wielu enzym·w (anhydraza 

wňglanowa, metaloproteinazy macierzy, oksydaza cytochromowa), strukturalnŃ 

ï stabilizujŃc strukturň przestrzennŃ biağek (palce cynkowe, syntetaza histydylowa), 

czy transportujŃcŃ (transportery cynku, albumina) (5). 

Cynk w tradycyjnej klasyfikacji nazywany jest metalem przejŜciowym, jednak 

wedğug standard·w IUPAC zaleca siň nazywanie go pierwiastkiem bloku d. Metale 

przejŜciowe charakteryzujŃ siň czňŜciowo zapeğnionymi orbitalami d, co umoŨliwia 

im wystňpowanie w r·Ũnych stanach utlenienia. JednakŨe cynk wystňpuje jedynie w stanie 

utlenienia +2 i ma w peğni zapeğniony orbital d (d10). Nie posiada on wiňc wğaŜciwoŜci 

redoksowych, co odr·Ũnia go od typowych metali przejŜciowych, jak Ũelazo czy miedŦ. 

JednoczeŜnie czyni go to jedynym metalem bloku d, niezbňdnym do Ũycia, bez aktywnoŜci 

redoksowej. Cynk wystňpuje wyğŃcznie w formie dwuwartoŜciowej, co uğatwia jego 

transport i w konsekwencji umoŨliwia jego wykorzystanie w ukğadach biologicznych (6). 

Jony cynku (Zn2+) sŃ elementem tysiňcy biağek, a dla komórki sŃ niezbňdne do procesów 
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prawidğowej proliferacji i r·Ũnicowania siň kom·rek, oraz dla szlaków sygnağowych. 

Dziňki analizie bioinformatycznej metaloproteomu pod wzglňdem ewolucyjnym, wiemy 

takŨe, iŨ wykorzystanie cynku przez kom·rkň wzrosğo w czasie, prawdopodobnie kosztem 

innych metali, kt·rych uŨycie zmalağo. MoŨe to oznaczaĺ, iŨ rola cynku w organizmie 

czğowieka jakŃ znamy dzisiaj, byğa niegdyŜ domenŃ innych jon·w metali (7,8). 

 Cynk odgrywa bardzo waŨnŃ rolň w ciele czğowieka, a jego poziom regulowany jest 

przez szereg mechanizmów na poziomie komórkowym oraz systemowym. Jest 

on metalem, kt·rego poziom powyŨej, lub poniŨej pewnej normy, moŨe wywoğywaĺ 

toksyczny efekt. Jego poziom powyŨej normy ma miejsce o wiele rzadziej niŨ jego 

niedobory, kt·re nadal sŃ powaŨnym problemem na cağym Ŝwiecie. Na poziomie 

kom·rkowym, cynk wpğywa na przeŨycie kom·rki, jest takŨe waŨnym regulatorem 

apoptozy. Braki cynku mogŃ prowadziĺ do obumierania kom·rek, w tym szczeg·lnie 

wraŨliwych neuron·w, w kt·rych apoptoza spowodowana niedoborem cynku moŨe 

skutkowaĺ powaŨnymi uszkodzeniami m·zgu. Niestety sŃ to efekty, kt·rych nie moŨna 

wyleczyĺ prostŃ suplementacjŃ cynku. Objawy wrodzonych i nabytych nieprawidğowoŜci 

obejmujŃ szerokie spektrum, poczŃwszy od obniŨenia odpornoŜci, koŒczŃc na powaŨnych 

przypadkach chorób dziedzicznych lub nawet wadach letalnych. 

1.2. Cynk jako pierwiastek niezbňdny do Ũycia  

Cynk jest pierwiastkiem Ŝladowym, mikroelementem, co oznacza, Ũe wystňpuje 

w organizmie w mağych iloŜciach. Zaliczany jest r·wnieŨ do pierwiastk·w niezbňdnych 

czğowiekowi do przeŨycia, a jego braki powodujŃ nieodwracalne i powaŨne uszkodzenia 

w organizmie. Niekt·re ğagodne skutki jego niedoboru, mogŃ byĺ odwr·cone poprzez 

suplementacjň. Cynk wchğania siň w ciele czğowieka na trzy sposoby: drogŃ oddechowŃ, 

poprzez sk·rň, a przede wszystkim drogŃ pokarmowŃ. DrogŃ oddechowŃ cynk dostaje siň 

do organizmu w postaci pyğ·w, w tym r·wnieŨ zanieczyszczeŒ przemysğowych (9). 

ZwiŃzane jest to z nadmiarowŃ ekspozycjŃ i toksycznym efektem, na co naraŨeni 

sŃ pracownicy przemysğu galwanicznego oraz zbrojeniowego (1.3.2). Mechanizm 

wchğaniania siň cynku przez sk·rň nie jest w peğni poznany. Mimo to, cynk jest szeroko 

wykorzystywany w przemyŜle kosmetycznym, stosuje siň go r·wnieŨ w opatrunkach, 

gdzie wspomaga gojenie siň ran (10ï13). 
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Cynk dostaje siň do organizmu gğ·wnie drogŃ pokarmowŃ. Jest on metalem 

wystňpujŃcym naturalnie w skorupie ziemskiej, dziňki czemu jego Ŧr·dğem dla czğowieka 

jest pokarm pochodzenia zar·wno roŜlinnego, jak i zwierzňcego (14). Najwiňksze iloŜci 

cynku znajdujŃ siň w owocach morza, orzechach i roŜlinach strŃczkowych. DuŨe iloŜci 

znajdziemy takŨe w jajach i nabiale. Niestety cynk pochodzŃcy z produkt·w roŜlinnych 

jest sğabo przyswajalny. Jednym z rozwiŃzaŒ dla tego problemu moŨe byĺ biofortyfikacja, 

a wiňc stosowanie nawoz·w cynkowych, by zwiňkszyĺ jego zawartoŜĺ w produktach 

rolnych ï pierwsze pr·by pokazağy, iŨ udağo siň uzyskaĺ lepszŃ przyswajalnoŜĺ cynku, 

co moŨe poprawiĺ wartoŜĺ odŨywczŃ diety zwğaszcza w obszarach, gdzie niedobory 

cynku sŃ powszechne (15). JednakŨe czňsto dieta nie jest wystarczajŃca i konieczna moŨe 

byĺ suplementacja. Najczňstszymi zwiŃzkami cynku dostňpnymi w suplementach 

sŃ: glukonian cynku, cytrynian cynku, asparaginian cynku, octan cynku oraz 

siarczan(VI)  cynku (16).  

Rekomendowana dzienna dawka cynku r·Ũni siň w zaleŨnoŜci od pğci i wieku 

czğowieka. W Tabeli 1 przedstawiono rekomendowanŃ dawkň cynku okreŜlonŃ 

przez Radň ds. ŧywnoŜci i ŧywienia (Food and Nutrition Board, FNB) dziağajŃcej 

przy Narodowej Akademii Nauk, InŨynierii i Medycyny (USA). Zapotrzebowanie 

na cynk nie r·Ũni siň w zaleŨnoŜci od pğci, aŨ do okresu dojrzewania, od kiedy 

to jest wyŨsze dla pğci mňskiej. Ponadto, zapotrzebowanie na cynk zwiňksza siň wraz 

z wiekiem, jest takŨe wiňksze w okresie ciŃŨy i laktacji. 

Tabela 1. Rekomendowana dzienna dawka cynku w poŨywieniu w zaleŨnoŜci od wieku oraz pğci 

(17). 

Wiek MňŨczyŦni Kobiety CiŃŨa 
Okres 

laktacji  

Od urodzenia do 6 

miesiňcy 
2 mg 2 mg - - 

7-12 miesiňcy 3 mg 3 mg - - 

1-3 lata 3 mg 3 mg - - 

4-8 lat 5 mg 5 mg - - 

9-13 lat 8 mg 8 mg - - 

14-18 lat 11 mg 9 mg 12 mg 13 mg 

19 lat i powyŨej 11 mg 8 mg 11 mg 12 mg 
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1.3. Skutki nieprawidğowoŜci w regulacji jon·w Zn2+ 

Tak, jak w przypadku wiňkszoŜci pierwiastk·w niezbňdnych do Ũycia, r·wnieŨ 

w przypadku cynku, wahania jego iloŜci poniŨej lub powyŨej optymalnego poziomu, 

mogŃ powodowaĺ szereg nieprawidğowoŜci, a nawet prowadziĺ do Ŝmierci (Rycina 1). 

Szacuje siň, Ũe na Ŝwiecie niedobory cynku wystňpujŃ u ponad 20% ludnoŜci (18). 

BiorŃc pod uwagň tylko wysoko rozwiniňte kraje, ten problem dotyka ponad dwa miliardy 

ludzi (19ï22). Ponadto, szacuje siň, Ũe w Stanach Zjednoczonych tylko 42,5% osób 

starszych (powyŨej 71 roku Ũycia) ma odpowiedniŃ podaŨ cynku (23). 

 

Rycina 1. Wykres obrazujŃcy efekt fizjologiczny organizmu w odpowiedzi na stňŨenie (dawkň) 

cynku niezbňdnego do przeŨycia (zaadoptowano na podstawie (24)) 

1.3.1. Skutki niedoboru cynku 

Przyczynami niedoboru cynku mogŃ byĺ zarówno nieodpowiednio zbilansowana 

dieta, jak i wady genetyczne. Okazuje siň, Ũe niezaleŨnie od przyczyny, objawy nie r·ŨniŃ 

siň od siebie (25). Pierwszy udokumentowany przypadek niedoboru cynku pochodzi 

z 1961 roku. Objawy u mňŨczyzn, takie jak: op·Ŧnienie wzrostu, hipogonadyzm, 

nieprawidğowoŜci sk·rne i op·Ŧnienie umysğowe, powiŃzano ze zbyt niskŃ podaŨŃ cynku 

w diecie (19). Obserwacje okazağy siň trafne, co potwierdziğy kolejne badania (22,26).  
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W przypadkach niewielkich niedobor·w cynku, obserwuje siň spadek wagi, 

hiperamonemiň, a u mňŨczyzn dodatkowo oligospermiň (27). Skutki niedoboru cynku 

okreŜlane jako Ăumiarkowaneò wystňpujŃ nie tylko u pacjent·w z ubogŃ w cynk dietŃ, 

ale takŨe zwiŃzane sŃ z naduŨywaniem alkoholu, zaburzeniami wchğaniania (zesp·ğ 

upoŜledzonego wchğaniania), przewlekğŃ chorobŃ nerek, oraz wystňpujŃ u ludzi 

osğabionych w zwiŃzku z chorobami przewlekğymi. Objawy obejmujŃ op·Ŧnienie 

wzrostu, zmiany sk·rne, osğabiony apetyt, upoŜledzenie umysğowe, problemy z gojeniem 

siň ran, anergiň, zaburzenia smaku i widzenia, oraz u mňŨczyzn ï hipogonadyzm (27). 

Podobne objawy wystňpujŃ w konsekwencji anemii sierpowatej (28). Niedobory cynku 

sŃ czňste u ludzi starszych, co moŨe byĺ powiŃzane z obniŨonŃ odpornoŜciŃ i zwiňkszonŃ 

podatnoŜciŃ na choroby zakaŦne (29). 

Znanych jest kilka przykğad·w wrodzonych niedobor·w cynku. Jednym z nich jest 

tzw. przejŜciowy niedob·r cynku u noworodk·w, dziedziczony autosomalnie dominujŃco. 

Jego powodem jest mutacja u matki w genie SLC30A2, kodujŃcym eksporter cynku 

ZnT-2. KonsekwencjŃ jest zbyt mağa iloŜĺ cynku obecnego w mleku matki, 

przez co noworodek nie moŨe rozwijaĺ siň prawidğowo. Objawami sŃ pňcherzowe 

i nadŨerkowe stany zapalne sk·ry, biegunka i wypadanie wğos·w, co moŨna leczyĺ 

suplementacjŃ cynku u noworodka (30). 

Innym przykğadem jest rzadka choroba dziedziczona autosomalnie recesywnie 

- Acrodermatitis enteropathica (ADE), wystňpujŃca z czňstoŜciŃ 1:500 000 (31). 

Spowodowana jest mutacjŃ genu SLC39A4, kodujŃcego biağko Zip4, kt·re 

jest importerem cynku w kom·rkach jelitowych, czego konsekwencjŃ jest zmniejszona 

absorpcja cynku w jelitach (32). Choroba ta objawia siň wypryskowym zapaleniem sk·ry, 

ğysieniem i biegunkŃ we wczesnym niemowlňctwie lub po zaprzestaniu karmienia piersiŃ. 

Czňsto, noworodek nie roŜnie w odpowiednim tempie, wystňpuje upoŜledzenie umysğowe 

oraz zaburzony jest proces gojenia siň ran. Symptomy mogŃ jednak ustŃpiĺ 

przy wczesnym rozpoznaniu choroby i odpowiedniej suplementacji (33). Brak leczenia 

moŨe byĺ letalny w skutkach (34). Podobne objawy obserwuje siň u pacjent·w 

naduŨywajŃcych alkohol, pacjent·w z zaburzeniami wchğaniania leczonych pozajelitowo, 

oraz u pacjent·w po leczeniu histydynŃ lub penicylaminŃ (27). 
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IstniejŃ badania, kt·re uznajŃ dodatkowŃ grupň chor·b wrodzonych powiŃzanych 

z nieprawidğowym metabolizmem cynku. To, co ğŃczy te choroby, to ponad trzykrotny 

wzrost poziomu cynku w osoczu ponad normň, podczas gdy inne metale, jak miedŦ 

czy Ũelazo, pozostajŃ w normie. Objawy, jeŜli wystŃpiŃ, obejmujŃ anemiň, zaburzenia 

wzrostu i ogólny stan zapalny w organizmie (35ï39). Tak mocno podwyŨszony poziom 

cynku moŨe byĺ powiŃzany z jego nadmiernym wiŃzaniem siň do biağek osocza (35,40) 

oraz z nadmiernŃ ekspresjŃ kalprotektyny (36,38), co moŨe znacznie wpğywaĺ na iloŜĺ 

biologicznie dostňpnego cynku w organizmie (39). 

1.3.2. Skutki nadmiaru cynku 

Nadmiar cynku w organizmie jest rzadko spotykany, jednak moŨe wywoğaĺ powaŨne 

uszkodzenia w organizmie. WiňkszoŜĺ znanych nam przypadków pochodzi z XX wieku, 

przez co czňsto nie dysponujemy wystarczajŃcŃ iloŜciŃ danych, by jednoznacznie 

stwierdziĺ, iŨ dany efekt jest wywoğany wyğŃcznie nadmiarem cynku. JednakŨe przykğady 

te mogŃ nam posğuŨyĺ do lepszego zrozumienia, jak waŨna jest prawidğowa homeostaza 

cynkowa w organizmie. 

Cynk moŨe dostawaĺ siň do organizmu drogŃ oddechowŃ gğ·wnie w postaci opar·w. 

Skutkiem wdychania opar·w zwiŃzk·w cynku jest tzw. gorŃczka metaliczna (ang. Metal 

Fume Fever - MFF), nazywana takŨe potocznie gorŃczkŃ poniedziağkowego poranka, 

gorŃczkŃ odlewnik·w, czy dreszczami hutnika. NaraŨeni na niŃ sŃ ludzie pracujŃcy 

przy obr·bce stali galwanizowanej, kt·rzy wdychajŃ czŃsteczki tlenku cynku (41). 

Objawy wystňpujŃ juŨ kilka godzin po ekspozycji i obejmujŃ gorŃczkň, b·le miňŜni, 

mdğoŜci, og·lne zmňczenie, b·l w klatce piersiowej, kaszel i dusznoŜci (42). Dotychczas 

nie odnotowano jednak przypadk·w Ŝmiertelnych, objawy zwykle ustňpujŃ samoistnie 

po kilku dniach (43).  

Innym sposobem nadmiernej ekspozycji na zwiŃzki cynku jest przemysğ zbrojeniowy. 

Wdychanie opar·w chlorku cynku, powstağych w wyniku eksplozji bomb, u wielu 

Ũoğnierzy doprowadziğo do rozwoju zespoğu ostrej niewydolnoŜci oddechowej, 

a w kilku przypadkach nawet do Ŝmierci juŨ kilkanaŜcie dni po zdarzeniu (44ï46). 

Nie znamy jednak dokğadnego stňŨenia wdychanego zwiŃzku cynku. Nie wiemy takŨe, 
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czy w obecnym dymie znajdowağy siň inne zwiŃzki, mogŃce wywoğaĺ równie toksyczne 

efekty. 

RozwaŨajŃc o nieprawidğowoŜciach, nie naleŨy zapominaĺ, iŨ kaŨdy zwiŃzek cynku 

ma inne wğaŜciwoŜci i nie zawsze przekğada siň to na wğaŜciwoŜci samego jonu metalu. 

KaŨdy zwiŃzek cynku naleŨy rozpatrywaĺ jako osobny przypadek. W badaniach 

sprawdzajŃcych wpğyw wğaŜciwoŜci cynku na gojenie siň ran, opatrunek z tlenkiem cynku 

przyğoŨony na sk·rň przez dwie doby, nie wywoğağ Ũadnego podraŨnienia (47). 

JednakŨe dalsze badania, pomimo iŨ potwierdziğy neutralnoŜĺ tlenku cynku wobec sk·ry, 

wykazağy, Ũe octan cynku oraz chlorek cynku wykazujŃ wğaŜciwoŜci podraŨniajŃce sk·rň 

(48). 

W przeszğoŜci, jako dawkň o negatywnym skutku, przyjmowano iloŜĺ 

225-400 mg na dobň (49). JednakŨe aktualnie, granica spoŨycia cynku, okreŜlana jako 

tolerowana, wynosi dla dorosğej osoby 40 mg (17). PowyŨej tej granicy mogŃ wystŃpiĺ 

skutki spoŨycia nadmiaru zwiŃzk·w cynku, kt·re obejmujŃ b·l brzucha, mdğoŜci, 

wymioty, czasami takŨe anemia i zawroty gğowy (50). 

Cynk moŨe dostawaĺ siň do naszych pokarm·w takŨe niekontrolowanie, czego 

historycznym przykğadem moŨe byĺ przechowywanie lub transportowanie pokarmów 

i napojów w ocynkowanych pojemnikach (49). W badaniach nad suplementacjŃ 

siarczanu(VI)  cynku, ponad poğowa badanych przyjmujŃcych dawkň kilku mg dziennie 

przez kilka tygodni, wykazywağa wyŨej wymienione objawy nadmiaru cynku (51). 

Kolejne badania nad podobnym dawkowaniem nie dawağy jednak jednoznacznych 

wyników (29). Por·wnywano takŨe r·Ũne zwiŃzki cynku, jednak dawağy podobne efekty, 

jak zbadany wczeŜniej siarczan(VI)  cynku (52ï54).  

Udokumentowanych jest takŨe kilka pojedynczych przypadk·w, w kt·rych juŨ jedna 

150 mg dawka 10% tlenku cynku powodowağa nudnoŜci, wymioty oraz b·l brzucha, 

a nawet uszkodzenie ŨoğŃdka i dwunastnicy. Wszystkie objawy ustňpowağy jednak 

po piňciu dniach bez komplikacji (54). Niestety znany jest r·wnieŨ przypadek kobiety, 

kt·ra zmarğa w wyniku przyjňcia dawki 28 g siarczanu(VI) cynku. Kr·tko po spoŨyciu 

wystŃpiğy wymioty, rozwinňğa siň takŨe hipoglikemia, tachykardia, a kilka dni p·Ŧniej 

w konsekwencji martwiczego zapalenia trzustki i niewydolnoŜci nerek kobieta zmarğa (3). 
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PowyŨsze przypadki ilustrujŃ, jak ograniczona jest nasza wiedza na temat roli cynku 

i jego wpğywu na procesy kom·rkowe w organizmie czğowieka. Skutki niedoboru 

oraz nadmiaru cynku dobrze obrazujŃ efekty zbyt mağej lub zbyt duŨej podaŨy cynku, 

pokazujŃc, jak waŨne jest utrzymywanie r·wnowagi tego metalu w organizmie 

(Rycina 2). 

 

Rycina 2. Podsumowanie skutk·w niedoboru oraz nadmiaru cynku w organizmie czğowieka. 

Zaadoptowano na podstawie (55). 
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1.4. Jony Zn2+ w komórce 

W toku ewolucji komórkowej bardzo waŨnym etapem byğa kompartmentalizacja 

kom·rki, a wiňc wytworzenie w niej przedziağowoŜci, co wpğynňğo takŨe na lokalizacjň 

wewnŃtrzkom·rkowego cynku. Dla tego metalu waŨnym byğo takŨe zwiňkszenie jego 

dostňpnoŜci, z jednoczesnym pozostawieniem odpowiedniej iloŜci wolnych jon·w cynku 

w cytoplazmie (6). Z uwagi na to, iŨ cynk nie wykazuje wyraŦnych wğaŜciwoŜci 

redukujŃcych ani utleniajŃcych, peğni on swoje funkcje biologiczne gğ·wnie dziňki 

swojemu stopniu utlenienia +2. To, co wyr·Ũnia cynk spoŜr·d metali przejŜciowych 

to takŨe wykazywanie cech mocnego kwasu wedğug teorii Lewisa (56). Z punktu widzenia 

fizykochemicznego równie waŨne sŃ wğaŜciwoŜci amfoteryczne cynku, co oznacza, 

Ũe jony Zn2+, w neutralnym pH, wystňpujŃ w postaci hydroksyakwakompleksów 

(Rycina 3). W owych kompleksach jony cynku mogŃ wystňpowaĺ w r·Ũnej geometrii 

i zawieraĺ zmiennŃ iloŜĺ skoordynowanych czŃsteczek wody oraz jon·w OH-. Typowa 

liczba koordynacyjna Zn2+ wynosi szeŜĺ, co odpowiada geometrii oktaedrycznej. 

Im wiňksza staje siň iloŜĺ skoordynowanych grup OH- (wraz ze wzrostem pH), tym liczba 

koordynacyjna spada do czterech, co odpowiada geometrii tetraedrycznej. W biağkach 

liczba koordynacyjna r·wnieŨ zmienia siň od szeŜciu do czterech, choĺ ta ostatnia 

jest najczňŜciej spotykana (57). Geometria kompleksów jonów cynku czňstokroĺ 

warunkuje jego biodostňpnoŜĺ dla r·Ũnych ligand·w jak np. anhydraza wňglanowa (58). 

TakŨe struktura biağka wpğywa na spos·b wiŃzania cynku, i odwrotnie ï jon cynku 

wpğywa czňstokroĺ na strukturň biağkowego liganda (strukturalne foldy cynkowe typu 

palec cynkowy). Owe wzajemne relacje warunkujŃ biologicznŃ funkcjň cynku 

w komórce, gdzie metal oddziağuje z r·Ũnymi grupami donorowymi rozmaitych ligandów, 

wykazujŃc szerokie spektrum powinowactwa, które z kolei warunkuje jego dostňpnoŜĺ 

i reaktywnoŜĺ (59). Brak wğaŜciwoŜci redukujŃcych oraz wzglňdnie wysokie 

powinowactwo do biağek, sprawia, iŨ cynk jest idealnym kofaktorem dla enzym·w. 
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Rycina 3. ZaleŨnoŜĺ wystňpowania piňciu r·Ũnych akwa- i hydroksyakwa kompleksów cynku od 

pH w roztworze wodnym. A) ObecnoŜĺ poszczególnych form Zn2+ jako uğamków molowych w 

zaleŨnoŜci od pH. B) Logarytmiczny wykres zaleŨnoŜci uğamku molowego (panel wyŨszy) bŃdŦ 

stňŨeŒ (panel dolny) poszczególnych form kompleksowych od pH. Linie o kolorach: czarny, 

czerwony, zielony, niebieski, fuksja, odpowiadajŃ kolejno kompleksom [Zn(H2O)x]
2+, 

[Zn(OH)(H2O)x-1]
+, [Zn(OH)2(H2O)x-2], [Zn(OH)3(H2O)x-3]

-, oraz [Zn(OH)4]
2- (58). 

1.4.1. StňŨenie cynku w kom·rce, pojňcie wolnych jon·w Zn2+ 

Biologicznie wystňpujŃcy cynk wystňpuje zar·wno w postaci wysokoczŃsteczkowych 

(metalobiağka cynkowe) i niskoczŃsteczkowych kompleks·w. W badaniach 

biologicznych zazwyczaj domyŜlnie rozwaŨane jest cağkowite stňŨenie jon·w Zn2+, 

co nie precyzuje rzeczywistej dostňpnoŜci biologicznie lub chemicznie aktywnych form 

tego pierwiastka. Jony Zn2+ dostňpne biologicznie lub chemicznie w kom·rce, nazywa 

siň czňsto wolnymi jonami Zn2+, jednakŨe dla prawidğowego posğugiwania 

siň tym terminem naleŨy doprecyzowaĺ znaczenie tego terminu. Chemicznie poprzez 

wolny jon Zn2+ rozumie siň jon niewiŃŨŃcy siň z ligandem, wystňpujŃcy w fazie gazowej, 

W takiej postaci oczywiŜcie nie wystňpuje on w organizmie Ũywym. Cynk, juŨ w medium 

wodnym tworzy akwakompleksy (czy wspomniane wczeŜniej hydroksyakwakompleksy), 

kt·re nie sŃ toŨsame z wolnymi jonami Zn2+. Czňstokroĺ sŃ one rozwaŨaniach 
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chemicznych dla uproszczenia tak jednak nazywane. W niniejszej pracy, stwierdzenie 

wolnych jonów Zn2+ rozumiane jest w kontekŜcie fizjologii kom·rki, w kt·rej, jako wolne 

jony Zn2+, uwaŨa siň cynk zwiŃzany niskoczŃsteczkowymi jonami nieorganicznymi 

(np. fosforany, chlorki itp.) czy organicznymi (np. cytrynian, zredukowany glutation, 

aminokwasy itd.), zwany takŨe cynkiem labilnym lub wymienialnym ([Zn2+]wolny). 

Ze wzglňdu na jego niskie stňŨenie, dla wyraŨenia wartoŜci stosuje siň skalň logarytmicznŃ 

i podaje siň jego stňŨenie jako -log[Zn2+]wolny lub pZn. Przyjmuje siň, iŨ w toku ewolucji 

dostňpnoŜĺ jon·w metali stağa siň czynnikiem determinujŃcym ich iloŜĺ w komórce 

i spos·b ich wykorzystania. PoczŃtkowo, organizmy prokariotyczne rozwijağy siň w silnie 

redukujŃcym Ŝrodowisku, wykorzystujŃc niekt·re metale przejŜciowe, kt·re stawağy 

siň dla nich dostňpne (60,61). Ma to prawdopodobny skutek w dzisiejszym bardzo niskim 

cytozolowym stňŨeniu wolnych jon·w metali przejŜciowych w organizmach 

prokariotycznych. JednakŨe prokarioty musiağy wypracowaĺ spos·b, w jaki uchroniŃ 

kom·rkň przed cytotoksycznym efektem zbyt wysokiego poziomu jon·w metali. 

W tym celu organizmy prokariotyczne wytworzyğy biağka wiŃŨŃce jony metali, 

odpowiedzialne za utrzymanie wğaŜciwego poziomu wolnych jonów metali (transportery 

czy biağka policysteinowe) MoŨna przyjmowaĺ, Ũe ta sytuacja ma swoje przeğoŨenie 

na organizmy eukariotyczne, jednak te rozwijağy siň w Ŝrodowisku przeciwnym 

do redukujŃcego, a wiňc w Ŝrodowisku coraz bogatszym w tlen. Dziňki temu zwiňkszyğa 

siň dla nich dostňpnoŜĺ wolnych jon·w metali, w tym Zn2+. 

StňŨenie wolnych jon·w cynku moŨna w prosty spos·b opisaĺ matematycznie. 

ZakğadajŃc, Ũe w cytozolu kom·rki zachodzi buforowanie jon·w Zn2+, a odpowiedzialne 

za to sŃ biağka wiŃŨŃce cynk, to powinowactwa cynku do tych biağek sŃ wyznacznikami 

do okreŜlenia stňŨenia wolnych jon·w cynku. MoŨna to wyraziĺ analogicznym 

równaniem do równania Hendersona-Hasselbalcha, gdzie -logKZn (pKZn) 

oraz pZn (-log[Zn2+]wolny) odpowiadajŃ relacji pomiňdzy pKa oraz pH; natomiast 

L oraz ML to stňŨenia liganda niezwiŃzanego z jonami Zn2+ (L) oraz liganda wiŃŨŃcego 

jony Zn2+ (ZnL) (Równanie 1). 

Ð:ÎÐὑ ÌÏÇ 
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Równanie 1. Przeksztağcone r·wnanie Hendersona-Hasselbalcha opisujŃce stňŨenie wolnych 

jonów Zn2+ w ukğadzie buforujŃcym jony Zn2+ (6). 
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StňŨenie wolnych jonów Zn2+ w kom·rkach eukariotycznych jest duŨo wyŨsze 

niŨ w kom·rkach prokariotycznych (62ï64). Wiemy takŨe, iŨ w kom·rkach 

eukariotycznych wewnŃtrzkom·rkowe cağkowite stňŨenie jon·w Zn2+ jest o wiele wyŨsze 

niŨ zewnŃtrzkom·rkowe, co Ŝwiadczy o akumulacji tych jonów w komórce (65). 

DostňpnoŜĺ jon·w Zn2+ r·Ũni siň takŨe w zaleŨnoŜci od etapu cyklu kom·rkowego, 

bňdŃc jednoczeŜnie wskaŦnikiem poziomu zr·Ũnicowania kom·rki, jej poziomu 

aktywnoŜci, oraz funkcji (66). Bardzo waŨnym jest zatem, aby rozr·Ũniaĺ cağkowite 

stňŨenie jon·w Zn2+ oraz stňŨenie wolnych jon·w Zn2+. R·ŨniŃ siň one wieloma rzňdami 

wielkoŜci ï stňŨenie wolnych jon·w Zn2+ jest rzňdu 10-10 M i lepiej oddaje stan 

fizjologiczny komórki, natomiast cağkowite stňŨenie jon·w Zn2+ moŨe wykazywaĺ 

wartoŜci rzňdu 10-4 M (63,67,68). 

Pierwsze pomiary wewnŃtrzkom·rkowego stňŨenia wolnych jonów Zn2+ bazowağy 

na inhibicji cynkiem in vitro kr·liczej fosfoglukomutazy miňŜniowej ï enzymu zaleŨnego 

od jonów magnezu. W efekcie, w ekstrakcie z króliczego miňŜnia, uzyskano stosunek 

jonów Mg2+ do Zn2+ jako 1 do 10-6 (69). Nie jest jasne, czy enzym ten takŨe podlega 

inhibicji jonami Zn2+ naturalnie w warunkach in vivo. JednakŨe bazujŃc na stňŨeniu jon·w 

Mg2+ w miňŜniach (0,13 mM), obliczono stňŨenie wolnych jon·w Zn2+ na poziomie 

pikomolowym (32,5 pM). Podobnym sposobem zbadano stňŨenie wolnych jon·w 

Zn2+ w osoczu krwi koŒskiej, kt·re wyniosğo 210 pM (70). UwzglňdniajŃc jednak 

interakcje cynku z biağkami, obliczono, iŨ stňŨenie wolnych jon·w Zn2+ w osoczu krwi 

powinno wynosiĺ 20 pM (71). 

Ostatnie dekady zaowocowağy w opracowanie szeregu fluorogenicznych zwiŃzk·w 

organicznych specyficznych wzglňdem jon·w Zn2+ (cynkowe sondy fluorescencyjne), 

kt·rych fluorescencja znaczŃco wzrasta lub zmienia siň po zwiŃzaniu jonów tego metalu. 

Komercyjnie dostňpne sŃ takŨe ich odpowiedniki do badaŒ kom·rkowych (np. estry), 

co pozwoliğo na dokğadniejsze pomiary stňŨeŒ wolnych jon·w Zn2+. Pierwsze badania 

z wykorzystaniem sensor·w cynku przeprowadzono uŨywajŃc zwiŃzku 

Mag-Fura-5, kt·ry wstňpnie dedykowany byğ dla jon·w Ca2+ oraz Mg2+, jednak okazağo 

siň, Ũe wykazuje r·wnieŨ wysokie powinowactwo do jonów Zn2+. Zmierzone w ten sposób 

wartoŜci wolnych jon·w Zn2+ w neuronach nie przekraczağy nanomolowych wielkoŜci 

(62,72). Innym popularnym zwiŃzkiem stağ siň Zinquin, kt·ry wykazuje wysokie 
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powinowactwo oraz selektywnoŜĺ wzglňdem jon·w Zn2+. Niestety, jak okazağo 

siň po pewnym czasie, zwiŃzek ten wykazuje tendencjň do akumulacji w r·Ũnych 

przedziağach kom·rkowych, co uniemoŨliwiağo dokğadne pomiary wolnych jonów 

Zn2+ w cytozolu (73,74). Otrzymanymi dotychczas zwiŃzkami o najlepszych 

wğaŜciwoŜciach jest FluoZin-3 oraz rodzina sensorów ZnAF, np. ZnAF-2F wykorzystany 

w niniejszej pracy (Rycina 4). ZwiŃzki te wykazujŃ wysokŃ selektywnoŜĺ wobec jon·w 

Zn2+, sŃ czuğe na pikomolowe zmiany w stňŨeniach wolnego Zn2+, oraz sŃ ğatwo 

aplikowalne do badaŒ kom·rkowych (75ï79). Badania na r·Ũnych typach kom·rek 

z wykorzystaniem tych zwiŃzk·w wykazağy, iŨ cytozolowe stňŨenie wolnych jon·w 

Zn2+ mieŜci siň w przedziale od pikomolowego po nanomolowe (63,80), co jest zgodne 

z wynikami uzyskanymi innymi metodami (81). 

IstniejŃ takŨe sondy fluorescencyjne bazujŃce na anhydrazie wňglanowej (1.5.3), 

co takŨe umoŨliwiğo pomiar stňŨenia wolnych jon·w Zn2+ w cytozolu, okreŜlone 

na poziomie 5-10 pM (82). InnŃ grupŃ cynkowych sensor·w sŃ te, oparte na transferze 

energii rezonansu fluorescencji (FRET), w kt·rych pod wpğywem zmiany konformacji 

odlegğoŜĺ pomiňdzy donorem i akceptorem zmienia siň, co wpğywa na wydajnoŜĺ procesu. 

Dziňki swojej wysokiej selektywnoŜci mogŃ byĺ nacelowane na konkretny przedziağ 

komórkowy, jak: cytozol, jŃdro, czy mitochondrium (83,84). Stosunkowo nowymi, 

obiecujŃcymi sensorami cynku, bazujŃcymi na zjawisku FRET, sŃ sensory CALWY, 

kt·re zbudowane sŃ z dw·ch fluorescencyjnych biağek i ğŃczŃcego je elementu wiŃŨŃcego. 

Zmierzone z ich wykorzystaniem stňŨenie wolnych jon·w Zn2+ w cytozolu komórek 

trzustki wynosiğo 0,4 nM (84). 

PodsumowujŃc, najnowsze badania oparte na wysokoselektywnych sensorach 

Zn2+ pozwalajŃ na pomiar stňŨeŒ wolnych jonów Zn2+ zarówno w cytozolu, 

jak i w niektórych kompartmentach komórki. StňŨenie wolnych jon·w Zn2+ w cytozolu 

waha siň w zakresie nano- i pikomolowym oraz jest zaleŨne od rodzaju kom·rek 

i ich stanu fizjologicznego. 
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Rycina 4. Struktura sondy ZnAF-2F, jako przykğad fluorogenicznego zwiŃzku organicznego 

specyficznego wzglňdem jon·w Zn2+ - za wiŃzanie Zn2+ odpowiadajŃ cztery donory azotowe (79). 

1.4.2. Komórkowa homeostaza jonów Zn2+ 

Tak, jak na poziomie systemowym, tak samo na poziomie komórkowym, cynk jest 

metalem, kt·ry musi byĺ ŜciŜle regulowany. Wolne jony Zn2+, bňdŃce w nadmiarze, 

mogŃ siň przyczyniaĺ do nadekspresji gen·w, aktywacji/inaktywacji wielu enzym·w, 

a takŨe ŜcieŨek sygnağowych, co w konsekwencji prowadzi do wielu stan·w 

patologicznych w komórce. Co wiňcej, zbyt niskie stňŨenie wolnych jonów 

Zn2+ nie jest wystarczajŃca do istnienia owych procesów. W obu przypadkach powinien 

byĺ utrzymany stan r·wnowagi, aby umoŨliwiĺ kom·rce peğnienie odpowiednich funkcji, 

a wiňc powinien istnieĺ odpowiedni stosunek cağkowitego stňŨenia jonów Zn2+ do stňŨenia 

wolnych jonów Zn2+, dziňki kt·rym kom·rka moŨe speğniaĺ danŃ funkcjň. Taki stan 

równowagi nazywamy kom·rkowŃ homeostazŃ jon·w Zn2+. RozwaŨane przykğady 

sŃ mocno uproszczone - rzeczywisty mechanizm odpowiadajŃcy za odpowiednie stňŨenie 

jonów Zn2+, jak i konsekwencje, jakie ze sobŃ niosŃ odstňpstwa od tego stanu, sŃ znacznie 

bardziej skomplikowane, a wiele z mechanizmów zachodzŃcych proces·w nadal 

nie jest dobrze poznanych. 

W literaturze moŨna znaleŦĺ informacje o dw·ch mechanizmach, jakie skğadajŃ 

siň na kom·rkowŃ homeostazň jon·w Zn2+: jest to buforowanie oraz tzw. tğumienie zmian 

(ang. Muffling) wolnego cynku. Termin buforowanie powstağ pierwotnie, by okreŜliĺ 

odwracalne reakcje pomiňdzy jonami H+ a sğabymi zasadami lub kwasami. Nastňpnie 

uŨywano go w odniesieniu do innych jon·w, jednak chemicznie sŃ to zupeğnie inne 
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procesy. W roku 1991, Thomas i inni zaproponowali, aby w procesach opisujŃcych 

zmiany w iloŜciach jon·w metali, uŨywaĺ pojňcia tğumienia (85), jednak obecnie czňŜciej 

spotykany, i r·wnie wğaŜciwy, jest termin buforowania. 

Zgodnie z szeregiem Irvinga-Williamsa, cynk jest metalem znacznie bardziej 

preferowanym pod wzglňdem termodynamicznym przez potencjalne ligandy 

niŨ wiňkszoŜĺ metali czwartego okresu (pomijajŃc miedŦ). Powoduje to, 

iŨ niekontrolowany w komórce, m·gğby wiŃzaĺ siň w miejsca przeznaczone dla innych 

metali dwuwartoŜciowych, skutkujŃc niewğaŜciwym funkcjonowaniem wielu biağek, 

co moŨe prowadziĺ nawet do Ŝmierci kom·rki (86). Natomiast zbyt mocne wiŃzanie siň 

jonów Zn2+ mogğoby spowodowaĺ brak dostňpnych wolnych jon·w, co uniemoŨliwiğoby 

istnienie wielu szlak·w kom·rkowych i takŨe mogğo skutkowaĺ ŜmierciŃ komórki (87). 

Zmiany w powinowactwie jonów Zn2+ sŃ r·wnieŨ bardzo istotne w wielu szlakach 

sygnağowych, gdzie najmniejsze r·Ũnice w powinowactwie mogŃ skutkowaĺ zaburzeniem 

odpowiedzi komórkowej na zar·wno zewnňtrzne, jak i wewnňtrzne bodŦce (88). 

1.5. Mechanizmy w kom·rce regulujŃce iloŜĺ wolnego Zn2+ 

Dla lepszego zrozumienia komórkowej homeostazy jonów Zn2+, niezbňdne jest 

poznanie mechanizmów odpowiedzialnych za to zjawisko, zaznajomienie 

siň z cynkowym metaloproteomem i poznanie wyspecjalizowanych przedziağ·w 

komórkowych - cynkosomów. Warto takŨe zagğňbiĺ siň w wiele rodzaj·w biağek 

wiŃŨŃcych cynk, tworzŃcych niesamowitŃ skomplikowanŃ maszyneriň, majŃcŃ na celu 

utrzymywanie stňŨenia jonów Zn2+ na optymalnym poziomie.  

Pierwotna funkcja biağek wiŃŨŃcych cynk oraz biağek transporterowych 

prawdopodobnie ograniczağa siň do zapobiegania negatywnym skutkom nadmiaru 

wolnych jonów Zn2+. Jednak w toku ewolucji, kom·rka musiağa wyksztağciĺ biağka 

cytozolowe wiŃŨŃce cynk oraz transportery czňsto charakterystyczne dla danych 

przedziağ·w kom·rkowych (6). Przyjmuje siň istnienie trzech sposob·w, jakimi kom·rka 

pozyskuje cynk: z pňcherzyk·w egzocytarnych, z organelli wewnŃtrzkom·rkowych, 

oraz z biağek z grupami tiolowymi - poprzez utlenianie donorów siarkowych (88). 

Wraz z rozwojem narzňdzi bioinformatycznych, moŨemy stwierdziĺ, iŨ przynajmniej 

10% ludzkiego genomu koduje biağka wiŃŨŃce Zn2+ (7,89). Analizy te mogŃ sugerowaĺ 
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nam kierunek badaŒ, jednak nie zawsze dajŃ nam informacje o lokalizacji tych biağek 

w komórce lub o ich stňŨeniu. 

1.5.1. Transportery cynku 

Jony Zn2+ w organizmach Ũywych sŃ stabilnymi dwuwartoŜciowymi kationami, 

a wiňc nie wymagajŃ reakcji redoksowych przy transporcie przez bğonň, jak np. miedŦ 

czy Ũelazo (90,91). Jony Zn2+ mogŃ przedostawaĺ siň do kom·rki niespecyficznie dziňki 

biağkom bğonowym, jakimi sŃ np. kanağy wapniowe, co wspomaga ich transport. 

Jednak istniejŃ dwie rodziny biağek bğonowych, wyspecjalizowanych do selektywnego 

transportu jonów Zn2+: biağka ZnT (SLC30A) oraz biağka ZIP (SLC39A) (92,93). Biağka 

ZnT sŃ eksporterami cynku z kom·rki lub przedziağ·w wewnŃtrzkom·rkowych, 

natomiast biağka ZIP sŃ importerami cynku do cytozolu z zewnŃtrz kom·rki 

lub z pňcherzyk·w wewnŃtrzkom·rkowych (91,94ï97). R·Ũne badania 

biofizykochemiczne i strukturalne nad transporterami ZnT, ukazağy, iŨ dziağajŃ 

one jako antyporty dla ukğadu jon·w Zn2+/H+, co tğumaczy ich wystňpowanie w bğonach 

struktur kom·rkowych o obniŨonym pH, jakimi sŃ endosomy, lizosomy, pňcherzyki 

synaptyczne oraz wydzielnicze granule insuliny (98,99). Nie do koŒca jednak znamy 

mechanizm transportu cynku z wykorzystaniem biağek z rodziny ZIP. 

Transportery cynku sŃ doŜĺ dobrze zbadanymi biağkami ï liczne badania opisujŃ 

transport jonów Zn2+ pomiňdzy cytozolem a wszelkimi przedziağami kom·rkowymi. 

Jednym z przedziağ·w, w kt·rych sŃ one akumulowane, sŃ lizosomy. Dzieje siň to gğ·wnie 

pod wpğywem stresu oksydacyjnego (100). W bğonie lizosom·w obecne sŃ transportery 

cynku, a ich rodzaj moŨe zaleŨeĺ od typu kom·rek: w limfocytach T ï ZIP-8 (101), 

w fibroblastach ï ZnT-2 (102), w komórkach wysp Langerhansa ï ZnT8 (103). 

Transportery cynku sŃ r·wnieŨ obecne w pňcherzykach wydzielniczych ï transporter 

ZnT3 obecny jest tylko w m·zgu oraz jŃdrach, i moŨe byĺ odpowiedzialny 

za gromadzenie siň jon·w Zn2+ w glutamerycznych pňcherzykach 

synaptycznych (104ï106). 

 Transportery cynku obecne sŃ r·wnieŨ w bğonach aparatu Golgiego. Transportery 

ZIP-7 oraz ZIP-9 transportujŃ jony Zn2+ z lumen aparatu Golgiego do cytozolu (107,108). 

Obecne sŃ tu r·wnieŨ biağka z rodziny ZnT (ZnT-5-7) (98,109ï111), kt·re oddziağujŃ 
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r·wnieŨ z alkalicznŃ fosfatazŃ, regulujŃc jej aktywnoŜĺ (112,113). Transportery cynku 

sŃ r·wnieŨ obecne w bğonach retikulum endoplazmatycznego. Co wiňcej, 

mogŃ byĺ elementem odpowiedzi kom·rkowej na stres (114). Heterokompleksy biağek 

ZnT-5, ZnT-6 oraz homokompleksy ZnT-7 odgrywajŃ istotnŃ rolň w ŜcieŨce sekrecyjnej 

(109,110,113,115). 

 Nie sŃ znane Ũadne transportery cynku w bğonach mitochondrium, jednak wiele 

badaŒ pokazuje, iŨ to wğaŜnie w tych organellach akumuluje siň nadmiar jonów 

Zn2+ w komórce (116ï123). JednŃ z konsekwencji ich akumulacji jest zatrzymanie 

oddychania komórkowego (124). Nie sŃ znane r·wnieŨ transportery cynku wystňpujŃce 

w bğonie jŃdra kom·rkowego. JednakŨe podczas podawania szczurom in vivo roztworu 

jonów Zn2+, jŃdra kom·rkowe hepatocyt·w gromadziğy ich ogromne iloŜci (125). 

Zar·wno w przypadku mitochondrium, jak i w przypadku jŃdra kom·rkowego, z uwagi 

na czas zachodzenia procesu, jak i iloŜĺ jon·w Zn2+, wyklucza siň dyfuzjň jako mechanizm 

gromadzenia jonów Zn2+. Liczne hipotezy sprowadzajŃ siň do roli metalotionein, 

jako biağek, kt·re wiŃŨŃ cynk w cytozolu, gdzie dochodzi do ich utleniania, wskutek czego 

transportujŃ one cynk do jŃdra kom·rkowego, gdzie transport hamowany 

jest przez redukcjň ATP i zaleŨny jest od GTP-azy (126ï129). 

 Transportery cynku sŃ niezwykle waŨnymi biağkami w kom·rce, co potwierdziğy 

badania wykorzystujŃce zinaktywowanie gen·w kodujŃcych poszczeg·lne transportery. 

Nokaut genu kodujŃcego ZnT-1 okazağ siň byĺ letalny dla myszy, natomiast brak ekspresji 

biağek ZnT-3 oraz ZnT-10 powodowağy rozw·j chor·b neurodegeneracyjnych (130ï132). 

Nokaut gen·w kodujŃcych ZIP-4 powodowağ chorobň Acromadermatitis enteropathica 

(ADE), natomiast nokaut gen·w kodujŃcych ZIP-5 - akumulacjň cynku w kom·rkach 

trzustki. Brak innych biağek z rodziny transporterów ZnT powodowağ takŨe op·Ŧnienie 

wzrostu, cukrzycň typu 1 i 2, oraz og·lne objawy niedoboru cynku (133). Równie 

powaŨne w skutkach byğy nokauty gen·w kodujŃcych biağka z rodziny ZIP. Obserwowano 

ponadnormatywny rozwój embrionalny (134ï136), co mogğo byĺ przyczynŃ p·Ŧniejszego 

niewğaŜciwego rozwoju narzŃd·w, takŨe rozrodczych (137,138). Nieprawidğowo 

funkcjonowağy r·wnieŨ kom·rki ukğadu odpornoŜci (139), a niektóre z nich, 

jak np. ZIP-8, zostağy powiŃzane z rozwojem Choroby LeŜniewskiego Crohna (140). 
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Transportery cynku sŃ bardzo waŨnym elementem odpowiedzialnym za kom·rkowŃ 

homeostazň jon·w Zn2+. Ich nieprawidğowe funkcjonowanie moŨe doprowadziĺ 

do zaburzenia r·wnowagi cynkowej i w rezultacie wywoğywaĺ wiele stan·w 

patologicznych w komórce, o czym naleŨy pamiňtaĺ podczas rozwaŨaŒ nad kom·rkowŃ 

homeostazŃ jonów Zn2+. 

1.5.2. Cynkosomy  

Kom·rka jest w stanie endocytarnie pobraĺ zewnŃtrzkom·rkowy cynk, tworzŃc 

w·wczas pňcherzyk wypeğniony jonami Zn2+, nazywany cynkosomem (141). 

SŃ to struktury specyficzne pod wzglňdem jonów Zn2+, obecne w r·Ũnych kom·rkach 

ssaczych oraz w droŨdŨach (142). Ich dokğadna struktura nie jest jeszcze dobrze poznana, 

z uwagi na ich zr·Ũnicowane rozmiary i ksztağty. Wiadomym jest jednak, iŨ wykazujŃ 

aktywnoŜĺ endocytarnŃ (143,144). Ich rola prawdopodobnie zawiera siň w buforowaniu 

cytozolowego cynku w przejŜciowych zaburzeniach jego iloŜci. Cynkosomy akumulujŃ 

nawet milimolowe iloŜci cynku (145), który okreŜla siň jako wolne jony Zn2+. MoŨliwe 

jest takŨe, Ũe cynk w owych strukturach jest zwiŃzany z pewnymi ligandami z niskim 

powinowactwem (73). Inne badania wskazujŃ takŨe na ich rolň w magazynowaniu jon·w 

Zn2+, na wypadek nagğego braku tego metalu w cytozolu (142). R·Ũnica stňŨeŒ jon·w 

Zn2+ pomiňdzy pňcherzykiem a cytozolem jest na tyle duŨa, Ũe mogğaby powodowaĺ 

wyrzut jon·w metalu do cytozolu, co sugeruje, iŨ w bğonie cynkosom·w musi istnieĺ 

mechanizm odpowiedzialny za utrzymanie go w tych organellach. MoŨe to byĺ transport 

aktywny, lub czynnik chelatujŃcy we wnňtrzu pňcherzyka (146). Co ciekawe, aktywnoŜĺ 

endocytarna cynkosom·w moŨe byĺ hamowana przez etanol, na co najbardziej wraŨliwe 

sŃ kom·rki nerwowe (144). 

1.5.3. Biağka zaleŨne od cynku  

Cynk w biağkach zaleŨnych od cynku peğni gğ·wnie rolň strukturalnŃ, gdzie stabilizuje 

struktury wyŨszego rzňdu. Czňsto takŨe wiŃŨe siň do tych biağek przejŜciowo, 

aby regulowaĺ ich funkcjň (56). Pierwszym poznanym biağkiem, kt·rego aktywnoŜĺ byğa 

uzaleŨniona od cynku, byğa opisana po raz pierwszy w 1939 roku anhydraza wňglanowa 
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(147). Od tego czasu liczba odkryĺ biağek zaleŨnych od cynku zaczňğa wzrastaĺ. Gğ·wnie 

sŃ to enzymy, kt·rych aktywnoŜĺ, czňsto takŨe struktura, jest uzaleŨniona od obecnoŜci 

jonów Zn2+. Takie biağka moŨemy znaleŦĺ wŜr·d wszystkich klasach enzymów: 

oksydoreduktazach, transferazach, hydrolazach, liazach, izomerazach oraz ligazach (148). 

Kluczowym momentem w historii badaŒ nad biağkami zaleŨnymi od cynku byğo poznanie 

struktury czynnika transkrypcyjnego IIIA (TFIIIA) z Ũaby szponiastej (Xenopus laevis), 

kt·ry zawierağ w swojej strukturze jony Zn2+ (149,150). Dziňki odkryciu w tym biağku 

motyw·w odpowiedzialnych za wiŃzanie Zn2+, moŨliwe stağo siň przewidywanie miejsc 

wiŃŨŃcych na podstawie homologii sekwencji aminokwasowej innych biağek. Te odkrycia 

ukazağy cynk, jako element zapewniajŃcy biağku odpowiedniŃ strukturň, czego idealnym 

przykğadem sŃ palce cynkowe (ang. Zinc Fingers). KochaŒczyk i inni zaproponowali 

podziağ biağek zaleŨnych od cynku ze wzglňdu na powiŃzanie jego struktury i funkcji 

na piňĺ grup: katalityczne, strukturalne, z ukğadami klastrowymi, transportujŃce, 

oraz miňdzybiağkowe (Rycina 5) (151). Wskazuje to na ogromnŃ r·ŨnorodnoŜĺ funkcji, 

jakie mogŃ w biağkach peğniĺ jony Zn2+. 

 

Rycina 5. Podziağ biağek zaleŨnych od cynku ze wzglňdu na powiŃzanie jego struktury i funkcji 

na piňĺ grup: A) katalityczne (S-substrat) B) strukturalne C) z ukğadami klastrowymi  

D) transportujŃce E) miňdzybiağkowe. Rycina stworzona na podstawie (151). 

Parametrem, warunkujŃcym stabilnoŜĺ i funkcjň biağka zaleŨnego od cynku jest 

powinowactwo Zn2+ do tego biağka. To, jak mocno jony Zn2+ wiŃŨŃ siň do biağka, bňdzie 

silnie wpğywağo na homeostazň jonów Zn2+, poprzez zmianň iloŜci wolnych jon·w w puli 

cynku w kom·rce. Niekt·re oddziağywania biağek z cynkiem sŃ na tyle sğabe, 

iŨ ich istnienie w kom·rce nie wydaje siň mieĺ fizjologicznie istotnej funkcji. ZnajŃc 

powinowactwo jonów Zn2+ do biağka moŨemy takŨe stwierdziĺ, w jaki spos·b wiŃŨe 

siň cynk: przejŜciowo lub trwale. W wiňkszoŜci przypadk·w, cynk speğniajŃcy w biağkach 

A) B) C) D) E)
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rolň katalitycznŃ lub strukturalnŃ wiŃŨe siň do nich ze stosunkowo wysokim 

powinowactwem, czego przykğadem moŨe byĺ anhydraza wňglanowa. Cynk znajduje siň 

w centrum katalitycznym tego enzymu, peğniŃc rolň kofaktora. Natomiast biağka 

regulatorowe wykazujŃ niŨsze wartoŜci, by wiŃzaĺ cynk przejŜciowo, co pozwala 

im na peğnienie ich funkcji (4). W Tabeli 2 zebrano przykğady biağek zaleŨnych od cynku 

wystňpujŃcych u czğowieka, uszeregowane wedğug malejŃcego powinowactwa jonów 

Zn2+ do tych biağek. WartoŜci powinowactwa w przypadku biağek, w kt·rych cynk peğni 

rolň regulatorowŃ, odpowiadajŃ zazwyczaj wartoŜciom fluktuacji stňŨeŒ wolnego cynku 

(88,152). Przykğadem moŨe byĺ biağkowa fosfataza tyrozynowa 1B (PTP1B), kt·rej 

aktywnoŜĺ moŨe byĺ hamowana przez jony Zn2+, a powinowactwo cynku odpowiada 

zmianom stňŨenia wolnych jon·w Zn2+ (Kd~10-8 M) (152). Co ciekawe, dalsze badania 

wykazağy, iŨ receptor ɓ biağkowej fosfatazy tyrozynowej charakteryzuje siň niŨszym 

powinowactwem rzňdu Kd~10-11 M, co potwierdza przypuszczenia, iŨ inhibicja 

PTP1B zachodzi w pikomolowym zakresie stňŨenia wolnych jon·w Zn2+ (153). Funkcje 

regulatorowe bňdŃ wiňc teoretycznie speğniaĺ biağka, do których cynk wiŃŨe 

siň z powinowactwem odpowiadajŃcym stňŨeniu wolnych jon·w Zn2+ w zakresie 

10-8 - 10-9 M (4,152).  

Biağka zaleŨne od cynku sŃ istotnym elementem dla utrzymania kom·rkowej 

homeostazy jonów Zn2+. Poprzez wyksztağcenie miejsc wiŃzania o konkretnym 

powinowactwie, sŃ zdolne do peğnienia swojej funkcji, jednoczeŜnie pozostawiajŃc 

odpowiedniŃ pulň wolnych jon·w Zn2+ w cytozolu. Dziňki ich prawidğowemu dziağaniu, 

moŨliwe jest utrzymanie odpowiedniego poziomu ekspresji genów, zachowanie 

odpowiedniego poziomu aktywacji enzym·w oraz zachowanie odpowiednich ŜcieŨek 

sygnağowych.  
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Tabela 2. Wybrane przykğady ludzkich biağek zaleŨnych od cynku uszeregowane  

wraz z malejŃcym powinowactwem jon·w Zn2+ do tych molekuğ wyraŨonym w postaci -logKd. 

Nazwa biağka -logKd ťr·dğo 

Dysmutaza ponadtlenkowa (SOD) 13,4 (154) 

Anhydraza wňglanowa 12 (155) 

Dehydrogenaza sorbitolu (SDH) 11,2 (152) 

Receptor estrogenowy Ŭ 9,3; 10,0 (156) 

Czynnik transkrypcyjny Sp1-3 9,2 (157) 

Biağkowa fosfataza tyrozynowa 1B (PTP1B, PTPN1) 7,8 (158) 

Albumina 7,5 (159) 

Transferryna 7,4 (160) 

1.5.4. Biağka regulatorowe - metalotioneiny (MT)  

Bardzo waŨnym elementem komórkowej homeostazy jonów Zn2+ sŃ biağka 

regulatorowe, kt·rych gğ·wnŃ funkcjŃ jest wiŃzanie jonów metali, dziňki czemu moŨliwe 

jest utrzymywanie odpowiedniego stňŨenia wolnych jon·w Zn2+. IstniejŃ biağka, kt·rych 

gğ·wnŃ rolŃ w kom·rce jest wiŃzanie jon·w metali, co czyni je bardzo waŨnym 

elementem w utrzymywaniu komórkowej homeostazy jonów Zn2+ a takŨe 

Cu+. Co ciekawe, biağka te sŃ powszechne w organizmach Ũywych, czňsto zachowujŃc 

silnie konserwatywnŃ sekwencjň wŜr·d poszczeg·lnych gatunk·w (161). Biağka, 

o których mowa to metalotioneiny (MT), kt·re zostağy wytworzone przez organizmy Ũywe 

juŨ na najwczeŜniejszych etapach ewolucji, aby pomóc w dostosowaniu 

siň do zmieniajŃcej siň w Ŝrodowisku dostňpnoŜci metali (6). 

Komórkowa homeostaza jonów Zn2+ jest niezbňdna do odpowiedniego 

funkcjonowania kom·rek organizm·w Ũywych. Skomplikowana maszyneria 

odpowiadajŃca za utrzymanie odpowiedniego poziomu wolnych jon·w Zn2+, wystňpuje 

niemalŨe w kaŨdym przedziale kom·rki. SkğadajŃ siň na niŃ transportery cynku, 

cynkosomy, biağka zaleŨne od cynku oraz biağka regulatorowe, kt·rymi sŃ metalotioneiny. 

Uproszczony schemat, zawierajŃcy elementy zaangaŨowane w utrzymywanie 

komórkowej homeostazy jonów Zn2+, przedstawiono na Rycinie 6. 
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Rycina 6. Uproszczony schemat element·w zaangaŨowanych w utrzymywanie kom·rkowej 

homeostazy jonów Zn2+, podsumowujŃcy rozdziağ 1.5 ï Rycina wğasna. 

1.6. Metalotioneiny ludzkie  

1.6.1. Rys historyczny 

Metalotioneiny to biağka znane juŨ od lat 60-tych XX wieku. Podczas próby 

poszukiwaŒ biağek kadmowych, w 1957, z nerki konia wyizolowano biağko wiŃŨŃce kadm 

(162,163). Podczas kolejnych izolacji okazağo siň, Ũe to samo biağko zawiera 

nie tylko kadm, ale takŨe cynk. Co wiňcej, nie absorbowağo ono Ŝwiatğa przy dğugoŜci 

280 nm, co sugerowağo brak aminokwas·w aromatycznych (163). Potwierdzono 

to p·Ŧniejszym rozwiŃzaniem jego sekwencji aminokwasowej (164), a z powodu 

niezwykğych zdolnoŜci do wiŃzania metali, biağko to nazwano metalotioneinŃ (MT). 

Dalsze izolacje dağy podobne wyniki: w MT wyizolowanej z wŃtroby konia wiňkszoŜĺ 

jon·w metali stanowiğ cynk (165), co potwierdziğy izolacje MT z ludzkiej oraz bydlňcej 

wŃtroby (166). 
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 Podczas oczyszczania MT z koŒskiej nerki z uŨyciem chromatografii 

jonowymiennej, zaobserwowano dwa piki pochodzŃce od biağek, kt·re zgodnie 

z kolejnoŜciŃ elucji odpowiadajŃ dziŜ znanym nam izoformom MT1 oraz MT2 (166). 

UŨywajŃc jednak wysokosprawnej chromatografii cieczowej odwr·conych faz 

(ang. Reversed-Phase High-Performance Liquid Chromatography, RP-HPLC), 

udağo siň rozdzieliĺ pik odpowiadajŃcy MT1, kt·ry ujawniğ aŨ piňĺ r·ŨniŃcych siň miňdzy 

sobŃ form (167), co zostağo potwierdzone przez p·Ŧniejsze analizy genomu ludzkiego, 

ujawniajŃce co najmniej 12 gen·w kodujŃcych MT (168). 

 Kolejne dwie izoformy odkryto w p·Ŧniejszym czasie. Izoformň MT3, ze wzglňdu 

na swoje unikatowe wğaŜciwoŜci, poczŃtkowo nazywano czynnikiem hamujŃcym wzrost 

(ang. Growth Inhibitory Factor, GIF). Zostağa odkryta w 1991 roku dziňki wyizolowaniu 

jej z mózgu szczura, i wykazaniu aktywnoŜci hamowania wzrostu neurytów w neuronach 

kory mózgowej (169,170). Wyizolowane biağko zawierağo jony Zn2+ oraz Cu+ i wraz 

z rozwijajŃcŃ siň wiedzŃ na temat metalotionein, zostağo okreŜlone jako odrňbna izoforma. 

W roku 1994 na podstawie analizy genomu okazağo siň, iŨ istnieje kolejne biağko, 

kt·re poprzez homologiň sekwencji nazwano izoformŃ MT4, kt·ra do dziŜ pozostaje jednŃ 

z najmniej poznanych izoform metalotionein (171).  

1.6.2. Podziağ ludzkich metalotionein, klasyfikacja 

Ludzkie metalotioneiny (MT) sŃ biağkami o niskiej masie molekularnej, wynoszŃcej 

od 6 do 7 kDa. Sekwencja aminokwasowa metalotionein jest silnie konserwowana, 

a szczeg·lnym podobieŒstwem cechujŃ siň miňdzy sobŃ izoformy MT1 oraz MT2 (172). 

Izoformy MT1 oraz MT2 w swojej budowie aminokwasowej posiadajŃ 61 reszt 

aminokwasowych, z czego aŨ 20 to cysteiny, kt·re sŃ odpowiedzialne za wiŃzanie jon·w 

metali (173). WyjŃtkiem jest MT1B, kt·ra w swojej budowie posiada dodatkowŃ resztň 

cysteinowŃ. Co ciekawe, to wğaŜnie sekwencja aminokwasowa MT1B byğa pierwszŃ 

poznanŃ sekwencjŃ wŜr·d metalotionein (174). MT3 jest najdğuŨszŃ z izoform ï skğada 

siň z 68 reszt aminokwasowych, zawierajŃc w pobliŨu C-koŒca charakterystycznŃ insercjň 

GEAAEA. DuŨa iloŜĺ ujemnie nağadowanych reszt sprawia, iŨ MT3 charakteryzuje 

siň najniŨszym wŜr·d izoform i charakterystycznym dla niej punktem izoelektrycznym, 

kt·ry wynosi 4,79, podczas gdy dla pozostağych izoform wynosi on powyŨej 8,0. 
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Izoforma MT4 zbudowana jest z 62 reszt aminokwasowych i oprócz swojego 

podobieŒstwa w sekwencji do izoform MT1 oraz MT4, zawiera ona dodatkowŃ resztň 

kwasu glutaminowego w pozycji piŃtej, co upodabnia jŃ do MT3, kt·ra resztň kwasu 

glutaminowego zawiera w pozycji czwartej. Por·wnanie podobieŒstwa sekwencji izoform 

ludzkich metalotionein przedstawiono na Rycinie 7. 

BazujŃc na podobieŒstwie sekwencji, a takŨe na analizach ekspresji gen·w (opisanej 

w p·Ŧniejszych rozdziağach), u czğowieka wyr·Ũnia siň cztery gğ·wne izoformy: 

MT1, MT2, MT3, MT4, oraz osiem subizoform izoformy MT1: MT1A, MT1B, MT1E, 

MT1F, MT1G, MT1H, MT1M (nazywana r·wnieŨ MT1K), MT1X. Na podstawie analizy 

genomowej moŨna r·wnieŨ wyr·Ũniĺ wiňcej izoform, jednak sŃ one aktualnie uwaŨane 

za pseudogeny. Wszystkie powyŨsze izoformy sŃ analizowane dalej w pracy doktorskiej 

i sŃ one funkcjonalnymi biağkami podlegajŃcymi ekspresji w komórce, bňdŃcymi 

niezbňdnymi do prawidğowego funkcjonowania organizmu czğowieka. 

Do owego podziağu przyczyniğy siň r·wnieŨ r·Ũnice we wğaŜciwoŜciach poznanych 

izoform. Wraz z odkryciem izoform MT1 oraz MT2 okazağo siň, iŨ ich ekspresja moŨe 

byĺ indukowana niektórymi jonami metalu (164,175). Nie byğo tak jednak w przypadku 

MT3 i MT4 (176). R·Ũnice istniejŃ takŨe w ich wystňpowaniu w organizmie: izoformy 

MT1 i MT2 sŃ obecne we wszystkich tkankach, natomiast MT3 oraz MT4 wykazujŃ 

specyficznoŜĺ wobec rodzaju tkanek. Zar·wno wystňpowanie, jak i opisane dotychczas 

wğaŜciwoŜci izoformy MT3, skupione sŃ na oŜrodkowym ukğadzie nerwowym, 

gdzie jej iloŜĺ jest najwyŨsza, i gdzie speğnia ona swojŃ unikatowŃ funkcjň czynnika 

hamujŃcego wzrost neurytów (169). ObecnoŜĺ MT4 zostağa udokumentowana 

w nabğonku wielowarstwowym pğaskim, gdzie bierze udziağ w procesie r·Ũnicowania 

siň kom·rek (171). 
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Rycina 7. Sekwencje izoform ludzkich MT. Kolorami oznaczono reszty konserwowane 

we wszystkich izoformach. Reszty cysteinowe zaznaczono na Ũ·ğto ï z wyjŃtkiem 

Cys32 dla MT1B z jednŃ dodatkowŃ resztŃ cysteinowŃ w regionie linkera. MT1M w danych 

literaturowych moŨna znaleŦĺ r·wnieŨ pod nazwŃ MT1K. Dopasowanie wygenerowano uŨywajŃc 

oprogramowania MAFT i zwizualizowano dziňki programowi Jalview.211.2.2. Numeracja 

w g·rnej czňŜci ryciny jest numeracjŃ pomocniczŃ i nie oznacza numeru reszty aminokwasowej. 

PozbawionŃ metalu metalotioneinň nazywamy tioneinŃ (T). Tioneina nie posiada 

struktury drugorzňdowej, wystňpuje jako nieustrukturyzowany ğaŒcuch polipeptydowy. 

Jednak w momencie wiŃzania siň kolejnych jon·w metali, powstajŃ charakterystyczne 

segmenty: Ŭ-domena oraz ɓ-domena poğŃczone sekwencjŃ linkera (KKS), tworzŃc 

okreŜlony ksztağt tego biağka, co zostağo uwidocznione dziňki odkryciu struktury 

metalotioneiny szczurzej (177). Uzyskana struktura zawierağa w·wczas piňĺ jon·w 

Cd2+ oraz dwa jony Zn2+ i do dziŜ pozostaje jedynŃ strukturŃ ssaczej metalotioneiny 

uzyskanŃ technikŃ krystalografii (Rycina 8). Aby uzyskaĺ wysyconŃ metalem formň 

MT, w odpowiednich odstňpach czasu podawano szczurowi doŨylnie siarczan(VI)  kadmu 

(CdSO4), co skutkowağo podwyŨszonŃ produkcjŃ metalotioneiny w hepatocytach, 

po czym metalobiağko izolowano z wŃtroby. Ciekawym jest fakt, iŨ mimo zastosowanych 

duŨych iloŜci kadmu in vivo, nie uzyskano biağka w peğni homologicznego pod wzglňdem 

wiŃzanego metalu (177). 

Metalotioneiny stanowiŃ wyzwanie dla technik strukturalnych. CharakteryzujŃ 

siň mağym rozmiarem, a ich struktura jest wysoce dynamiczna, co utrudnia 

ich krystalizacjň. Z tego powodu w badaniach strukturalnych metalotionein czňsto siňga 

siň po technikň NMR (spektroskopia magnetycznego rezonansu jŃdrowego, 

ang. Nuclear Magnetic Resonance). Dodatkowym utrudnieniem jest brak wğaŜciwoŜci 

spektroskopowych cynku oraz fakt, iŨ izotopy cynku sŃ nieme w technice NMR. 

Przez to czňsto siňgano po kadm, kt·ry wykazuje wysokie powinowactwo 

do metalotionein, jest izostrukturalny, pozwala na uzyskanie wyraŦnych sygnağ·w 
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w zakresie UV oraz pozwala na zastosowanie techniki NMR. Izotopy kadmu: 

111Cd oraz 113Cd czňsto uŨywane sŃ zamiast cynku jako izostrukturalne sondy 

spektroskopowe w technice NMR (178). PodobieŒstwo w sekwencji aminokwasowej 

metalotioneiny szczurzej i ludzkiej wynosi ponad 80%, co sprawia, Ũe dostňpny model 

strukturalny moŨe posğuŨyĺ do rozwaŨaŒ nad strukturŃ izoform ludzkich MT (179). 

JednakŨe formowanie siň poszczeg·lnych struktur w efekcie oddziağywania z kadmem 

nie oznacza, Ũe bňdŃ one takie same w efekcie oddziağywania z cynkiem. Pierwiastki 

te r·ŨniŃ siň przede wszystkim rozmiarem, co moŨe znacznie wpğywaĺ na tworzenie 

siň wiŃzaŒ siarka-metal i ustrukturyzowanie biağka (172). Porównanie szczurzej struktury 

MT2 (Cd5Zn2MT2) ze strukturŃ uzyskanŃ technikŃ NMR (domeny: 

Cd3ɓ-MT2 oraz Cd4Ŭ-MT2) pokazağo, iŨ geometria wiŃzania jest bardzo podobna 

w miejscach wiŃzania kadmu, jednak wystňpowağy istotne r·Ũnice w miejscach, 

gdzie w uzyskanej krystalograficznie strukturze wiŃzağ siň cynk. PrzyczynŃ mogŃ 

byĺ r·Ũnice w rozmiarze obu pierwiastków (179,180). Oprócz szczurzej metalotioneiny 

dysponujemy r·wnieŨ strukturami NMR pojedynczych domen metalotionein mysich, 

króliczych oraz ludzkich (Tabela 3). Wszystkie dotychczas uzyskane struktury 

NMR opierajŃ siň na MT wysyconych jonami kadmu. 
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Rycina 8. A) Struktura MT2 wyizolowanej z wŃtroby szczura Ŝniadego (Rattus rattus, 

PDB ID: 4MT2). Linia przerywana oznacza wiŃzania pomiňdzy jonami metalu a donorami 

siarkowymi reszty cysteinowej (zaznaczone kolorem Ũ·ğtym). B) Schemat klastrów metali 

tworzŃcych siň w Ŭ-domenie (lewa strona) oraz ɓ-domenie izoformy MT2 (181). Numery 

dla jon·w metali zostağy przypisane na podstawie spektroskopii 113Cd-NMR. Jony Cd2+ oznaczono 

kolorem Ũ·ğtym, natomiast jony Zn2+ oznaczono kolorem niebieskim. 

Wyizolowane dotychczas biağka wiŃzağy siedem dwuwartoŜciowych jon·w metali 

(182). RozwaŨajŃc cynk, wiemy, iŨ preferuje on strukturň tetraedrycznŃ 

z czterema donorami stabilizujŃcymi jego ukğad. BiorŃc pod uwagň 20 reszt cysteinowych 

oraz tetraedrycznŃ koordynacjň z donorami siarkowymi, ukğad wymagağby sumarycznie 

28 reszt cysteinowych. Na podstawie struktury kadmowej metalotioneiny, 

zaproponowano model zawierajŃcy cztery klastry dwuwartoŜciowego metalu zgrupowane 

w dwóch domenach (178). Kolejne badania wykazağy, iŨ w MT wystňpujŃ struktury 

klastrów, w których pomiňdzy jonami metalu a donorami siarkowymi wystňpuje 

tzw. mostkowanie (183). O mostkowaniu mówimy, gdy poza pojedynczymi wiŃzaniami 
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donor-akceptor, donor siarkowy koordynuje do dwóch jonów metalu jednoczeŜnie. 

W kontekŜcie metalotionein mostkowanie jest niezwykle istotne, gdyŨ odpowiada 

za upakowanie biağka jonami metalu, utrzymanie odpowiedniej struktury a takŨe wpğywa 

na zr·Ũnicowane powinowactwo metal-biağko. 

Ludzkie metalotioneiny sŃ w stanie zwiŃzaĺ siedem dwuwartoŜciowych jon·w, 

tworzŃc dwa klastry metalo-siarkowe (172). N-terminalny koniec biağka tworzy ɓ-domenň 

i jest poğŃczony kr·tkim linkerem z Ŭ-domenŃ, znajdujŃcŃ siň na C-terminalnym koŒcu. 

NaleŨy jednak pamiňtaĺ, Ũe m·wiŃc o domenach, nie mamy do czynienia ze strukturami 

drugorzňdowymi ï domeny metalotionein sŃ strukturyzowane przez kolejno wiŃŨŃce 

siň do nich jony metali. W ɓ-domenie znajduje siň dziewiňĺ cystein, kt·re wiŃŨŃ 

trzy jony Zn2+ - trzy reszty cysteinowe sŃ mostkujŃce, a pozostağe szeŜĺ reszt dopeğnia 

tetraedralnŃ koordynacjň jon·w Zn2+ (173). Z kolei Ŭ-domena zawiera 11 reszt 

cysteinowych, wiŃŨŃcych cztery jony Zn2+, z czego piňĺ reszt uznaje siň za mostkujŃce, 

a szeŜĺ dopeğnia geometriň tetraedrycznŃ jonów cynku.  

Dziňki rozwojowi bioinformatyki, zastosowanie symulacji dynamiki molekularnej 

umoŨliwiğo wglŃd w moŨliwy proces zwijania siň tioneiny pod wpğywem wiŃzania jon·w 

metali (184). Badania te potwierdziğy przypuszczenia, iŨ pozbawiona jonów metali 

tioneina moŨe przyjmowaĺ r·Ũne konformacje, jednak nie zawiera Ũadnych motyw·w 

Ŭ-helisy i ɓ-kartki (185ï187). Proces wiŃzania siň jon·w metalu do biağka nazywamy 

metalacjŃ. Metalotioneina, przez zawartoŜĺ duŨej iloŜci reszt wiŃŨŃcych metale, 

jest biağkiem wysoce dynamicznym. Jej metalacja bňdzie ŜciŜle zaleŨeĺ od rodzaju 

wiŃzanego metalu. Pomimo tego, Ũe w swojej sekwencji MT zawiera preferowane 

przez metale motywy, to dla jej struktury kluczowa bňdzie preferowana geometria 

wiŃzania oraz rozmiar danego metalu. Przykğadowo, jony Bi3+, Cd2+, Co2+, Hg2+, In3+, 

Ni2+, Pb2+, Sb3+, Zn2+ bňdŃ preferowaĺ geometriň tetraedrycznŃ, natomiast jony, 

takie jak Cu+, Ag+ czy Hg2+, bňdŃ preferowaĺ tworzenie geometrii trygonalnej, 

a Cu+, Ag+, Au+ takŨe dygonalnej (187). Dziňki poğŃczeniu metod spektrometrii mas 

oraz symulacji dynamiki molekularnej, Peris-D²az i inni wykazali, iŨ spos·b metalacji 

MT2 jonami Zn2+ r·Ũni siň od sposobu metalacji MT2 jonami Cd2+. Wykazano r·wnieŨ, 

iŨ pierwsze cztery kolejno wiŃŨŃce siň jony Zn2+ wiŃŨŃ siň zar·wno w Ŭ-domenie 

jak i ɓ-domenie, natomiast jony Cd2+ wykazujŃ preferencje do tworzenia klastr·w 
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w obrňbie jednej domeny, z pierwszeŒstwem Ŭ-domeny (188). Dziňki symulacjom 

dynamiki molekularnej wiemy r·wnieŨ, iŨ proces metalacji jest niezwykle dynamiczny 

ï szybka kinetyka pozwala na zwiŃzanie jonu w skali milisekund, jednakŨe wymiana 

metalu pomiňdzy zwiniňtymi domenami zachodzi w skali minut (189). 

Domeny poğŃczone sŃ ze sobŃ kr·tkim elastycznym linkerem, kt·ry okreŜlany 

jest trzema resztami aminokwasowymi w Ŝrodku ğaŒcucha aminokwasowego ï pozycje 

30-32 (185,190). Sekwencja ta jest silnie konserwowana wŜr·d ludzkich metalotionein 

i wystňpuje w postaci dw·ch lizyn oraz seryny (KKS). Jedynymi r·ŨniŃcymi 

siň izoformami jest MT1B, gdzie seryna zastŃpiona jest przez dodatkowŃ cysteinň (KKC), 

oraz MT4 gdzie pierwsza z lizyn zastŃpiona jest przez argininň (RKS) (185). W badaniach 

nad MT3 i jej wğaŜciwoŜciami w komórkach nerwowych, okazağo siň, iŨ mutacje 

w linkerze miağy taki sam efekt jak w przypadku samej Ŭ-domenyï biağko utraciğo 

zdolnoŜci ochrony kom·rki przed reaktywnymi formami tlenu (191). Rola linkera 

i jego wpğyw na strukturň biağka byğy badane takŨe przez innych autor·w, 

kt·rzy w izoformie MT3 sprawdzali wpğyw pojedynczej mutacji w linkerze 

na funkcjonalnoŜĺ tej izoformy. Co siň okazağo, wszystkie trzy mutacje destabilizowağy 

strukturň ɓ-domeny, kt·ra ulegağa rozluŦnieniu (192). Ci sami autorzy we wczeŜniejszych 

badaniach wykazali, iŨ lizyna w pozycji 32 tworzy wiŃzanie wodorowe z cysteinŃ 

w pozycji 22, co ma wpğyw na utworzenie siň wğaŜciwej struktury i zachowanie 

funkcjonalnoŜci izoformy MT3 (193). 

Dotychczasowy stan wiedzy daje nam wiele informacji o strukturze metalotioneiny, 

co nie zmienia faktu, iŨ nadal nie znamy struktury ludzkiej metalotioneiny wysyconej 

jonami Zn2+. Rozw·j narzňdzi bioinformatycznych pomaga nam w coraz lepszym 

zrozumieniu procesów metalacji metalotioneiny, jednak nawet przy takich analizach 

nadal niezbňdne sŃ dane eksperymentalne. Ze wzglňdu na swojŃ dynamicznŃ naturň, 

metalotioneiny stanowiŃ wyzwanie dla technik strukturalnych. MoŨemy jednak 

jednoznacznie stwierdziĺ, iŨ struktura metalotioneiny jest zaleŨna od rodzaju metalu 

oraz sposobu jego wiŃzania. Co wiňcej, struktura MT jest nieodzownie powiŃzana 

z jej funkcjŃ (186). 
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Tabela 3. RozwiŃzane dotychczas struktury ssaczych metalotionein i ich domen, dostňpne w bazie 

PDB, z wyszczególnieniem organizmów oraz technik, dziňki kt·rym zostağy uzyskane. Kolorem 

zaznaczono struktury odpowiadajŃce ludzkim fragmentom metalotionein. 

Izoforma Organizm 

RozwiŃzana 

czňŜĺ 

struktury  

Symbol 

PDB 
Technika ťr·dğo 

MT2 Czğowiek Ŭ-domena 1MHU NMR 
(194) 

MT2 Czğowiek ɓ-domena 2MHU NMR 

MT2 Szczur Ŝniady Ŭ-domena 1MRT NMR 
(177) 

MT2 Szczur Ŝniady ɓ-domena 2MRT NMR 

MT2 Szczur Ŝniady cağe biağko 4MT2 
NMR, 

krystalografia 

(179,180) 

MT2 
Królik 

europejski 
Ŭ-domena 1MRB NMR 

(195) 

MT2 
Królik 

europejski 
ɓ-domena 2MRB NMR 

MT3 Czğowiek Ŭ-domena 2FJ4 NMR 
(196) 

MT3 Czğowiek Ŭ-domena 2FJ5 NMR 

MT3 Czğowiek Ŭ-domena 2F5H NMR (197) 

MT3 Mysz domowa Ŭ-domena 1JI9 NMR (198) 

MT3 Mysz domowa Ŭ-domena 1DSF NMR 
(199) 

MT3 Mysz domowa ɓ-domena 1DFT NMR 

1.6.3. Wystňpowanie i rola metalotionein w organizmie czğowieka 

1.6.3.1. Wystňpowanie metalotioneiny w kom·rce 

W kom·rce metalotioneiny wystňpujŃ gğ·wnie w cytozolu, gdzie sŃ odpowiedzialne 

za magazynowanie jonów Zn2+ i uwalnianie go w r·Ũnych przedziağach komórkowych, 

jakim jest np. jŃdro kom·rkowe (200) czy mitochondrium (124), tym samym 

przyczyniajŃc siň do transportu Zn2+ w komórce. ObecnoŜĺ metalotionein 

w mitochondriach jest regulowana przez ich utlenianie spowodowane oddychaniem 
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mitochondrialnym (201). Ich obecnoŜĺ zostağa r·wnieŨ udokumentowana w lizosomach, 

gdzie podlegajŃ degradacji przez obecne w nich proteazy (202). Co ciekawe, poziom 

degradacji metalotionein w lizosomach zaleŨy od poziomu wysycenia metalotioneiny 

metalem ï tioneina moŨe byĺ szybko degradowana juŨ przy wartoŜci pH 5,5, podczas 

gdy w takich warunkach wysycona metalem metalotioneina jest stabilna i odporna 

na dziağanie proteaz. Lokalizacja metalotioneiny w kom·rce moŨe siň r·wnieŨ zmieniaĺ 

w r·Ũnych stanach patologicznych, jak w przypadku, w którym wykryto wysokie stňŨenie 

metalotioneiny w jŃdrze kom·rkowym komórek nowotworu (203). 

Metalotioneiny wystňpujŃ r·wnieŨ pozakom·rkowo (172) i zaleŨnie od rodzaju 

komórek, mogŃ byĺ przez nie wydzielane lub pobierane. Przykğadem sŃ kom·rki nerki, 

kt·re endocytarnie pobierajŃ kompleksy kadmowej MT, a cağy proces zaleŨny 

jest od receptorów megaliny i kubuliny (204) lub biağka RAP (ang. Receptor-Associated 

Protein) (205). Proces pobierania MT moŨliwy jest r·wnieŨ w hepatocytach, 

kt·re na drodze zaleŨnej od cholesterolu, sŃ w stanie pobieraĺ MT2 (206). Wydzielanie 

metalotionein ma miejsce w astrocytach: MT1 oraz MT2 wiŃŨe siň do biağka 

LRP na neuronach, wspomagajŃc wzrost neuryt·w (207). 

1.6.3.2. Wystňpowanie w ciele czğowieka 

 

Rycina 9. Izoformy ludzkich metalotionein i ich gğ·wne miejsca wystňpowania w ciele czğowieka. 
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 Wystňpowanie w ciele czğowieka r·Ũni siň wŜr·d izoform metalotionein. Opisano 

to wczeŜniej w Rozdziale 1.6.2, czego podsumowanie w duŨym uproszczeniu 

przedstawiono na Rycinie 9. Niestety, ze wzglňdu na wysokie podobieŒstwo sekwencji 

oraz dynamicznŃ strukturň tych biağek, nie dysponujemy specyficznymi przeciwciağami, 

kt·re pozwolŃ nam skutecznie odr·Ũniĺ izoformy i subizoformy metalotionein. 

WiňkszoŜĺ danych literaturowych opisujŃcych obecnoŜĺ metalotionein w poszczególnych 

komórkach, opiera siň na obecnoŜci transkryptu RNA izoform, powstajŃcego w procesie 

ekspresji biağek. Dodatkowo, problematycznym jest ich mağy rozmiar 

oraz brak aminokwas·w aromatycznych, co powoduje, Ũe nie dysponujemy obecnie 

technikami spektroskopowymi pozwalajŃcymi na odr·Ũnienie od siebie r·Ũnych izoform 

metalotionein i odr·Ũnienie ich od innych biağek obecnych w komórce. W bazie danych 

Human Protein Atlas (208), po wyszukaniu metalotionein, widzimy 11 izoform, 

z kt·rych istnienie 10 udowodnione jest na poziomie biağka. Tylko jedna z nich ï izoforma 

MT4 ï nadal pozostaje poznana wyğŃcznie na poziomie transkryptu. Co wiňcej, pojawia 

siň takŨe biağko MT1HL1 (Metallothionein 1H like 1), kt·rego obecnoŜĺ r·wnieŨ 

udowodniono wyğŃcznie na poziomie transkryptu. Co ciekawe, owe metalobiağko r·Ũni 

siň w swojej sekwencji od izoformy MT1H tylko trzema aminokwasami. Ze wzglňdu 

na wysokie podobieŒstwo w sekwencji aminokwasowej, biağko to wğŃczono 

wraz z pozostağymi izoformami do rozwaŨaŒ nad metalotioneinami w pracy doktorskiej. 

 Dane przedstawione na Rycinie 10 oraz Rycinie 11 pokazujŃ, jak duŨym 

uog·lnieniem jest stwierdzenie, iŨ izoformy MT1 i MT2 podlegajŃ ekspresji 

we wszystkich tkankach. Poziom ekspresji jest bowiem mocno zr·Ũnicowany. NajwyŨszy 

poziom ekspresji obserwujemy w wŃtrobie, nerkach oraz miňŜniach szkieletowych. 

DoŜĺ wysoki poziom ekspresji gen·w metalotionein widoczny jest w sk·rze, tkance 

tğuszczowej, nadnerczach, ŨoğŃdku i trzustce. SpoŜr·d wszystkich izoform najwyŨsze 

poziomy ekspresji wykazujŃ izoformy MT2, MT1X oraz MT1G. Biağko 

MT1HL1 nie wydaje siň wykazywaĺ specyficznoŜci pod wzglňdem wystňpowania. 

Tylko na podstawie danych poziomu ekspresji, trudno jest snuĺ wnioski nad rolŃ 

metalotionein w organizmie. JednakŨe ich wystňpowanie w konkretnych procesach, 

stanach patologicznych i chorobach organizmu, daje wiňkszy wglŃd w ich biologicznŃ 

funkcjň. 
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Rycina 10. Znormalizowane dane przedstawiajŃce iloŜĺ transkrypt·w RNA kodujŃcych 

metalotioneiny na milion (nTPM), z podziağem na wystňpowanie w r·Ũnych tkankach i organach. 

Dane pochodzŃ z projektu: The Genotype-Tissue Expression Project (GTEx) i zostağy pobrane 

dnia 25/06/2023 (208). Dane z innych projekt·w pokazujŃ takŨe bardzo wysoki poziom ekspresji 

izoformy MT3 w tkankach oŜrodkowego ukğadu nerwowego; oraz lekko podwyŨszony poziom 

izoformy MT4 w grasicy (dane nieprzedstawione na wykresie). 
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Rycina 11. Znormalizowane dane przedstawiajŃce iloŜĺ transkrypt·w RNA kodujŃcych 

metalotioneiny na milion (nTPM), z podziağem na wystňpowanie w r·Ũnych tkankach i organach. 

Dane pochodzŃ z projektu: The Genotype-Tissue Expression Project (GTEx) i zostağy pobrane 

dnia 25/06/2023 (208). Dane z innych projekt·w pokazujŃ takŨe bardzo wysoki poziom ekspresji 

izoformy MT3 w tkankach oŜrodkowego ukğadu nerwowego; oraz lekko podwyŨszony poziom 

izoformy MT4 w grasicy (dane nieprzedstawione na wykresie). 

1.6.4. Rola w organizmie czğowieka 

Pomimo, iŨ metalotioneiny zostağy odkryte juŨ w latach 60-tych, ich funkcja 

w kom·rce i organizmie czğowieka nadal pozostaje niejasna. Od wielu lat naukowcy 

pr·bujŃ zrozumieĺ rolň metalotionein, kt·ra wraz z kolejnymi odkryciami okazuje 

siň coraz bardziej zğoŨona (172,209). Okazuje siň takŨe, iŨ pomimo niewielkich r·Ũnic 

w sekwencji metalotionein, jedna kom·rka moŨe produkowaĺ wiele izoform jednoczeŜnie 

(202,210). Próby eliminowania mysich gen·w kodujŃcych MT1, oraz MT1 wraz 

z MT2, nie spowodowağy zmian letalnych u myszy (211,212). JednakŨe mysie izoformy 
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r·ŨniŃ siň od izoform ludzkich, dodatkowo w owym czasie nie posiadano wiedzy na temat 

istnienia pozostağych izoform oraz ich pseudogen·w. Nie moŨna wiňc stwierdziĺ, 

iŨ w tym eksperymencie wszystkie geny kodujŃce metalotioneiny zostağy skutecznie 

wyeliminowane. Istnienie aŨ 11 izoform metalotionein u czğowieka sugeruje, 

iŨ w toku ewolucji wystŃpiğa potrzeba dostosowania siň i wyspecjalizowania 

poszczególnych izoform do peğnionej roli w danej kom·rce czy tkance (202). 

1.6.4.1. Magazynowanie i transport niezbňdnych kom·rce jon·w metali 

KolejnŃ funkcjŃ metalotionein w kom·rce jest magazynowanie jon·w 

Zn2+ i Cu+, oraz ich transport do przedziağ·w kom·rkowych. Metalotioneiny podczas 

dostarczania cynku do nowo zsyntezowanych biağek lub enzym·w, mogŃ wykazywaĺ 

cechy biağek opiekuŒczych (ang. Chaperons) (209). Znany jest mechanizm, w ramach 

którego jony Zn2+ sŃ transportowane do pňcherzyk·w synaptycznych za poŜrednictwem 

izoformy MT3 oraz transportera ZnT3, przy wsp·ğudziale GTP-azy (213,214). Co wiňcej, 

badania nad transporterem cynku ZnT3 w kom·rkach myszy pokazağy, iŨ izoforma 

MT3 moŨe wpğywaĺ na transport presynaptyczny jonów Zn2+, nawet w nieobecnoŜci 

owego transportera (213). 

1.6.4.2. Ochrona komórki przed metalami toksycznymi (detoksyfikacja) 

W kom·rce, toksycznoŜĺ metali polega na zastňpowaniu nimi innych pierwiastk·w, 

które wystňpujŃ w fizjologicznie istotnych biağkach. Powoduje to nieprawidğowe 

dziağanie owych biağek, co zaburza wiele procesów komórkowych (215,216). Metale 

toksyczne, takie jak Cd2+, Hg2+ lub Pb2+, mogŃ tworzyĺ kompleksy z metalotioneinami, 

wiŃŨŃc siň do nich z bardzo wysokim powinowactwem (217). Co wiňcej, wspomniany 

wczeŜniej nokaut gen·w kodujŃcych MT1 oraz MT2 u myszy nie byğ letalny, 

jednak powodowağ bardzo niski poziom tolerancji kadmu, a wiňc jego podwyŨszonŃ 

toksycznoŜĺ (218). 
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1.6.4.3. Akceptorowo-donorowa funkcja metalotionein w procesach komórkowych 

zaleŨnych od jon·w Zn2+ 

Metalotioneiny mogŃ bezpoŜrednio regulowaĺ aktywnoŜĺ biağek i enzym·w, 

kt·re do peğnienia swojej funkcji wymagajŃ jon·w Zn2+ lub Cu+ (152). BiorŃ r·wnieŨ 

udziağ w proliferacji i r·Ũnicowaniu kom·rek (215) oraz odgrywajŃ waŨnŃ rolň w procesie 

apoptozy (219,220). UczestniczŃ r·wnieŨ w ŜcieŨkach sygnağowych (221) oraz opornoŜci 

komórek na leki (222). Posiadanie siedmiu miejsc wiŃŨŃcych jony Zn2+, pozwala 

metalotioneinom speğniaĺ rolň zar·wno akceptora, jak i donora cynku, dziňki 

czemu sŃ one niezbňdne dla wielu proces·w kom·rkowych (223). 

1.6.4.4. Ochrona komórki przed stresem oksydacyjnym 

Metalotioneiny uczestniczŃ takŨe w odpowiedzi na stres oksydacyjny (224). SwojŃ 

funkcjň zawdziňczajŃ gğ·wnie duŨej iloŜci reszt cysteinowych (210), co pozwala 

im na oddziağywanie z reaktywnymi formami tlenu (ROS, ang. Reactive Oxigen Species) 

(172,225,226). WğaŜciwoŜci te potwierdzono badaniami nad izoformŃ MT3, kt·ra chroni 

kom·rki nerwowe przed stresem oksydacyjnym w centralnym ukğadzie nerwowym (227). 

Metalotioneiny uczestniczŃ takŨe w ochronie DNA przed stresem oksydacyjnym. Jony 

miedzi, kt·re niekontrolowane uczestniczŃ w reakcjach redoksowych, tworzŃ szkodliwe 

dla komórki wolne rodniki, czemu zapobiegajŃ metalotioneiny, wiŃŨŃc jony Cu+ (228). 

1.6.4.5. Rola izoform MT3 oraz MT4 

Wiele niezaleŨnie prowadzonych badaŒ pokazağo, iŨ izoformy 

MT3 oraz MT4 wyr·ŨniajŃ siň spoŜr·d innych izoform nie tylko wystňpowaniem, 

ale teŨ funkcjŃ. MT3 odgrywa istotnŃ rolň w centralnym ukğadzie nerwowym, 

gdzie poprzez wiŃzanie jon·w Cu+ jest odpowiedzialna za homeostazň jon·w miedzi 

oraz za ochronň kom·rek nerwowych przed uszkodzeniami (229,230). Co wiňcej, myszy, 

u których wprowadzano nadekspresjň MT3, umierağy w wyniku martwicy trzustki. 

Podobny eksperyment przeprowadzony dla izoformy MT1 nie pokazağ Ũadnych r·Ũnic 

w fizjologii myszy (231). Podobny efekt zaobserwowano w komórkach nerkowych 
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ï w warunkach braku cynku, nadekspresja MT3 powodowağa zahamowanie wzrostu 

kom·rek, podczas, gdy nadekspresja MT1 nie wykazağa Ũadnego efektu (232). Kolejne 

badania in vivo na mysim modelu uszkodzenia mózgu, wykazağy, iŨ podawana z zewnŃtrz 

izoforma MT3 nie wywoğağa stanu zapalnego, apoptozy czy stresu oksydacyjnego, 

jak to siň stağo w przypadku MT2 (233). 

Izoformie MT4 przypisywana jest rola w proliferacji i r·Ũnicowaniu nabğonka 

wielowarstwowego pğaskiego (171,173,234). Co ciekawe, badania na komórkach mysich 

pokazağy, iŨ w trakcie r·Ũnicowania, w kom·rce wystňpuje przeğŃczenie syntezy izoformy 

MT1 do izoformy MT4 (171). 

1.6.5. Metalotioneiny w chorobach i stanach patologicznych 

R·Ũnice w ekspresji metalotionein zaobserwowano w wielu chorobach i stanach 

patologicznych. MT uczestniczŃ w rozwoju chor·b neurodegeneracyjnych jakimi 

sŃ choroba Parkinsona oraz choroba Alzheimera (AD). BiorŃ takŨe udziağ w procesach 

nowotworzenia, rozwoju cukrzycy i w r·Ũnych stanach patologicznych ï sŃ powiŃzane 

z op·Ŧnionym wzrostem, niewğaŜciwym procesem dojrzewania pğciowego, anemiŃ 

i wieloma innymi nieprawidğowoŜciami (235ï238). Metalotioneiny ogrywajŃ r·wnieŨ 

waŨnŃ rolň w opornoŜci kom·rek na chemioterapiň opartŃ na cis-platynie (239). 

Co ciekawe, badania in vitro pokazağy iŨ izoforma MT3 wykazuje wyŨszŃ reaktywnoŜĺ 

wobec cisplatyny niŨ MT2 (240). 

Izoforma MT3 odgrywa istotnŃ rolň w chorobie Alzheimera, na kt·rŃ na Ŝwiecie 

cierpiŃ miliony ludzi (241). Jednym z czynnik·w powodujŃcych rozw·j choroby 

sŃ peptydy Aɓ powstağe z amyloidowego prekursora ï biağka APP, kt·re oligomeryzujŃ, 

tworzŃc agregaty i zğogi (242,243). WaŨnŃ rolň odgrywajŃ tutaj takŨe jony miedzi, 

kt·re sŃ obecne w szczelinach synaptycznych w wysokich stňŨeniach (100-250 ɛM), 

gdzie biorŃ udziağ w przekazywaniu sygnağu (244). Okazuje siň, Ũe podanie rozwoju 

miedzi wraz z peptydami Aɓ1-42 i Aɓ1-40, znacznie zwiňksza ich toksycznoŜĺ (245). 

Owe peptydy posiadajŃ dwa miejsca wiŃŨŃce jony Cu2+, z których jedno wykazuje 

wysokie powinowactwo (pKd1~8, pKd2~10) (246,247). Wystňpowanie kompleks·w 

peptydów Aɓ z jonami miedzi, odkryte post mortem w mózgach osób chorych 

na Alzheimera, zasugerowağo, iŨ peptydy te, wskutek reakcji z miedziŃ, mogŃ byĺ Ŧr·dğem 
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wolnych rodników w mózgu (248,249). MT3 wpğywa takŨe na regeneracjň i degeneracjň 

neuron·w, czego nie wykazujŃ izoformy MT1 oraz MT2 (250). Inne badania pokazağy 

r·wnieŨ, iŨ w peğni wysycona cynkiem izoforma MT3, byğa w stanie przyjŃĺ jony miedzi 

z innych biağek biorŃcych udziağ w procesach neurodegeneracyjnych: Ŭ-synukleiny (251), 

biağka prionowego (252), peptyd·w Aɓ1 (253,254), sama tworzŃc stabilne kompleksy 

Cu4Zn4-MT3 (255). 

Metalotioneiny odgrywajŃ r·wnieŨ istotnŃ rolň w procesie karcynogenezy. 

WciŃŨ pojawiajŃ siň nowe badania eksperymentalne, ŜwiadczŃce o roli MT w procesie 

wzrostu guza nowotworowego, jego r·Ũnicowania, oraz zwiŃzanych z tym proces·w 

angiogenezy i metastazy. Rola metalotionein pojawia siň r·wnieŨ w regulacji ukğadu 

odpornoŜciowego oraz opornoŜci kom·rek nowotworowych na leczenie. Z uwagi 

na r·Ũnice w ekspresji metalotionein w r·Ũnych tkankach, istotnym jest rozpatrywanie 

zaleŨnoŜci konkretnej izoformy wzglňdem typu nowotworu. Rozpoznanie owych 

zaleŨnoŜci i mechanizm·w z nimi zwiŃzanych, pozwoliğoby w przyszğoŜci 

na wykorzystanie metalotionein jako biomarkery, co moŨe pom·c w ğatwiejszej 

diagnostyce oraz w terapii celowanej (256). 

Ekspresja gen·w metalotionein r·Ũni siň w zaleŨnoŜci od rodzaju nowotworu i stopnia 

jego zaawansowania. PodwyŨszona ekspresja metalotionein zostağa udowodniona 

w nowotworach: piersi, nosogardzieli, jajnik·w, pňcherza moczowego oraz skóry 

(257ï260). Z kolei w innych nowotworach: wŃtroby, prostaty oraz tarczycy, poziom 

ekspresji metalotionein byğ obniŨony (261ï263). Co wiňcej, w tej samej tkance 

- w pğucach, poziom ekspresji metalotionein r·Ũniğ siň w zaleŨnoŜci od typu nowotworu 

(264). R·Ũne poziomy ekspresji MT wystňpowağy takŨe w zaleŨnoŜci od etapu wzrostu 

nowotworu (265ï267). Co ciekawe, indukcja ekspresji gen·w przez obecnoŜĺ metali, 

nie jest jednolita wŜr·d r·Ũnych rodzaj·w kom·rek nowotworowych (268). 

W Tabeli 4 przedstawiono zmiany w poziomie ekspresji metalotionein w r·Ũnych 

rodzajach nowotwor·w. Jak widaĺ, ekspresja metalotionein jest zmienna i r·Ũni 

siň w zaleŨnoŜci od rodzaju nowotworu oraz jego stadium (269). JednakŨe pomimo 

tego, iŨ jesteŜmy w stanie okreŜliĺ korelacje pomiňdzy ekspresjŃ metalotionein 

a nowotworem, to przyczyny tych r·Ũnic nie sŃ znane. Nie jest jasnym r·wnieŨ fakt, 

iŨ w jednym rodzaju nowotworu, kilka izoform ulega nadekspresji, a jednoczeŜnie 
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ekspresja innych izoform jest hamowana. Dzieje siň tak w przypadku raka prostaty 

(Ũ·ğty kolor w Tabeli 4), gdzie nadprodukcja MT2 oraz MT3 wsp·ğistnieje z obniŨonŃ 

ekspresjŃ MT1E, MT1G, MT1H, MT1X. W tabeli przedstawiono relatywnie proste 

przypadki dotyczŃce pojedynczych izoform, jednak w przypadku nowotworów 

czňsto wystňpuje kilka izoform r·wnoczeŜnie, wykazujŃc znaczŃce zmiany w por·wnaniu 

do zdrowych kom·rek. Przykğadem moŨe byĺ rak pğaskonabğonkowy jamy ustnej, 

w kt·rym znaczŃco hamowana jest ekspresja izoform MT1A, MT1X, MT3 oraz 

MT4, z jednoczesnŃ nadekspresjŃ izoformy MT1F. Dziňki unikatowemu zestawowi 

izoform, wzór ekspresji metalotionein moŨe byĺ uŨyty jako marker dla tego rodzaju 

nowotworu (270). Ciekawym przykğadem jest takŨe nadekspresja izoform 

MT1 oraz MT2 w zğoŜliwych nowotworach sk·ry, kt·rŃ skorelowano ze zğymi 

rokowaniami (271ï273). JednakŨe inne badania pokazujŃ, iŨ zmniejszenie ekspresji 

pojedynczych izoform: MT1E oraz MT1G, moŨe powodowaĺ progresjň czerniaka 

(274,275). Zrozumienie roli poszczególnych izoform w procesach nowotworzenia 

mogğoby wspom·c efektywnoŜĺ stosowanych terapii, a takŨe pom·c w walce z opornoŜciŃ 

na leczenie chemioterapiŃ, co wciŃŨ stanowi duŨy problem (276). 

Dziňki badaniom z wykorzystaniem mikromacierzy, udağo siň zweryfikowaĺ moŨliwe 

zwiŃzki izoform ze stanami chorobowymi. Krizkova i inni, opisali izoformy, mogŃce 

braĺ udziağ w rozwoju stan·w chorobowych organizmu, jakimi sŃ: otyğoŜĺ, cukrzyca, 

choroby sercowo-naczyniowe, osteoporoza, problemy z widzeniem, starzenie 

siň, zaburzenia psychiatryczne oraz toksyczne efekty metali ciňŨkich na nerki 

oraz wŃtrobň (277). Co ciekawe, wyeliminowanie genów MT1 oraz MT2 u myszy 

spowodowağo u nich lekkŃ otyğoŜĺ. Ekspresja MT w tkance tğuszczowej moŨe 

byĺ regulowana poprzez glukokortykoidy, co w poğŃczeniu z uzyskanym mysim 

fenotypem, wskazuje na rolň metalotionein w prawidğowym metabolizmie (278). 

W przypadku cukrzycy typu 2, wiňkszoŜĺ pacjent·w wykazywağa podwyŨszony poziom 

izoform: MT1E, MT1M(K), MT1X, MT2 oraz biağka uznawanego za pseudogen, 

MT1HL1 (MT1P2), co zostağo wytğumaczone jako odpowiedŦ na stres oksydacyjny 

(279). Stres kom·rkowy moŨe pojawiaĺ siň r·wnieŨ w wyniku obecnoŜci r·Ũnych 

zwiŃzk·w chemicznych. W wyniku traktowania kom·rek wŃtroby ekstraktem z owocu 

tamaryndowca indyjskiego (Tamarindus indica L.), uzyskano podobne efekty, 
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jak przy uŨyciu polichloribifenylu-153 (PCB153), otrzymujŃc podwyŨszonŃ ekspresjň 

izoform MT1F, MT1M(K), oraz MT1X (280,281).  

Stres oksydacyjny jest niezwykle niebezpieczny dla komórek, zwğaszcza 

w oŜrodkowym ukğadzie nerwowym. Ciekawym odkryciem okazağo siň zbadanie 

post portem tkanek m·zgu os·b z depresjŃ, co wykazağo nadekspresjň wielu genów 

powiŃzanych ze stanem zapalnym, apoptozŃ i stresem oksydacyjnym. U pacjent·w 

z zaawansowanŃ depresjŃ stwierdzono zahamowanie ekspresji izoformy MT1M(K), 

co moŨe sugerowaĺ jej rolň w ochronie przeciwko miejscowym stanom zapalnym (282). 

Kolejne badania pokazağy, iŨ ekspresja metalotionein moŨe siň r·Ũniĺ r·wnieŨ w tkankach 

mózgowych os·b zmarğych w wyniku samob·jstwa, a jako moŨliwe podğoŨe molekularne 

tego zjawiska wskazano niewğaŜciwŃ ochronň przeciwko stresowi komórkowemu (283). 

Poziom ekspresji izoform MT1 oraz MT2 maleje r·wnieŨ wraz z wiekiem (284).  

Pomimo tego, iŨ jesteŜmy w stanie okreŜliĺ korelacje pomiňdzy wystňpowaniem 

izoform w stanach chorobowych organizmu, to niestety nadal nie dysponujemy wiedzŃ, 

kt·ra pomogğaby nam zrozumieĺ tak ogromne zr·Ũnicowanie wystňpowania izoform 

metalotionein i ich rolň w organizmie czğowieka. W tym celu pomocne moŨe 

byĺ zidentyfikowanie r·Ũnic w sposobie wiŃzania metali oraz w reaktywnoŜci pomiňdzy 

ludzkimi izoformami. 
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Tabela 4. Poziom ekspresji wybranych izoform w r·Ũnych rodzajach nowotwor·w. Poziom 

ekspresji oznaczono, jako ŷ-ekspresja podwyŨszona, 0 ï ekspresja na stağym poziomie, 

Ź-ekspresja obniŨona wzglňdem zdrowych kom·rek tkanki. ŧ·ğtym kolorem zaznaczono raka 

prostaty ï przypadek przytoczony w tekŜcie. Tabela stworzona na podstawie danych (256). 

Izoforma Rodzaj nowotworu ŷ / 0 / Ź 

MT1E 

Rak piersi 0 

Rak przewodowy (piersi) ŷ 

Rak endometrium  Ź 

glejak 0 

Czerniak  Ź 

Niedrobnokom·rkowy rak pğuc Ź 

Rak prostaty Ź 

MT1F 

Rak okrňŨnicy Ź 

Rak przewodowy (piersi) ŷ 

Rak wŃtrobowokom·rkowy (HCC) Ź 

Rak pğaskonabğonkowy jamy ustnej ŷ 

MT1G 

Rak jelita grubego Ź 

Rak pğaskonabğonkowy przeğyku Ź 

Rak ŨoğŃdka ŷ 

Hepatoblastoma Ź 

Rak wŃtrobowokom·rkowy (HCC) Ź 

Rak pğaskonabğonkowy jamy ustnej Ź 

Rak brodawkowaty tarczycy Ź 

Rak prostaty Ź 

MT1H 

Rak wŃtrobowokom·rkowy (HCC) Ź 

Niedrobnokom·rkowy rak pğuc ŷ 

Rak prostaty Ź 

MT1M(K) 
Rak pğaskonabğonkowy przeğyku Ź 

Rak wŃtrobowokom·rkowy (HCC) Ź 

MT1X 
Rak pňcherza ŷ 

Rak ŨoğŃdka ŷ 
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Rak prostaty Ź 

MT2 

Rak piersi ŷ 

Rak jelita grubego Ź 

Rak ŨoğŃdka Ź 

Rak jajników ŷ 

Rak prostaty ŷ 

Rak nerek  ŷ 

MT3 

Ostra biağaczka szpikowa Ź 

Rak podstawnokomórkowy Ź 

Rak pňcherza ŷ 

Rak piersi ŷ 

Rak przewodowy (piersi) Ź 

Gruczolak przeğyku Ź 

Rak pğaskonabğonkowy przeğyku Ź 

Rak ŨoğŃdka Ź 

Niedrobnokom·rkowy rak pğuc ŷ 

Rak prostaty ŷ 

1.6.6. Powinowactwo metalotionein do jonów Zn2+ 

JednŃ z podstawowych cech metalotionein jest wiŃzanie metali. JednakŨe z uwagi 

na duŨŃ iloŜĺ miejsc wiŃŨŃcych oraz ich dynamicznŃ naturň, metalotioneiny 

nie sŃ najprostszymi biağkami do badaŒ pod wzglňdem powinowactwa metal-biağko (285). 

Powinowactwo jonów metali do MT zaleŨy od wielu czynnik·w ï jednym z nich 

sŃ wğaŜciwoŜci samego metalu i geometria koordynacyjnŃ jakŃ preferuje on tworzyĺ. 

Wedğug teorii Twardych i Miňkkich Kwasów i Zasadowców (ang. Hard and Soft Acids 

and Bases, HSAB), miňkkie kwasy bňdŃ preferowağy wiŃzanie do miňkkich zasad. 

Oznacza to, iŨ metale wykazujŃce najbardziej skrajne wğaŜciwoŜci miňkkich kwasów, 

jak rtňĺ lub miedŦ(I), bňdŃ wiŃzaĺ siň do miňkkich zasad ï siarki tiolanowej, obecnej 

w MT - z najwyŨszym powinowactwem (286). Wedğug tej teorii jon kadmu jest bardziej 

miňkkim kwasem niŨ jon cynku, co decyduje o wyraŦnie wiňkszym powinowactwie 
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do metalotionein (287ï289). Wedğug teorii Twardych i Miňkkich kwas·w i Zasadowc·w 

jon cynku jest kwasem przejŜciowym, charakteryzujŃcym siň niskŃ polaryzowalnoŜciŃ, 

co jest cechŃ charakterystycznŃ dla twardych kwas·w. To z kolei oznacza, Ũe jon cynku 

moŨe preferowaĺ wiŃzanie zarówno do ligand·w bňdŃcymi twardymi jak i miňkkimi 

zasadami. PoŜredni charakter decyduje o mniejszym powinowactwie do donor·w 

siarkowych w porównaniu do jonu kadmu (290). 

Rycina 12 przedstawia szereg powinowactwa r·Ũnych jon·w metali do metalotionein. 

NaleŨy jednak mieĺ na uwadze, iŨ kolejnoŜĺ ta nie jest bezwzglňdna i moŨe zaleŨeĺ 

od wielu czynników. Do okreŜlenia powinowactwa wykorzystano dotychczas techniki 

spektroskopowe (UV-Vis, dichroizm koğowy, NMR, fluorymetria), kalorymetriň, metody 

elektrochemiczne, oraz spektrometriň mas, choĺ ta ostatnia technika opera siň na analizie 

w fazie gazowej (Tabela 5). PodejŜcia wykorzystujŃce owe techniki zakğadajŃ 

w wiňkszoŜci r·wnocenne powinowactwa wszystkich jon·w metali, co prowadzi 

do uzyskania stağej uŜrednionej. Takie podejŜcie, wynikajŃce albo z ograniczenia metody 

(sğaba rozdzielczoŜĺ), albo z przyjňtego modelu matematycznego, nie pozwala okreŜliĺ 

stabilnoŜci poszczególnych miejsc wiŃzania. KrňŨel i Maret w 2007 roku, wykorzystujŃc 

ultraczuğŃ sondň fluorescencyjnŃ FluoZin-3, wykazali, iŨ metalotioneina (MT2) posiada 

siedem miejsc wiŃŨŃcych jony Zn2+ ze stopniowo wzrastajŃcym powinowactwem, 

r·ŨniŃcym siň o blisko cztery rzňdy wielkoŜci (od nano do pikomolowego). Co wiňcej, 

uzyskane wyniki miağy odzwierciedlenie biologiczne ï znajdowağy siň w zakresie zmian 

stňŨeŒ wolnego Zn2+ wystňpujŃcego w kom·rce (223). Badania te okazağy siň przeğomowe 

w rozumieniu roli metalotionein, poniewaŨ po raz pierwszy ukazano ich buforujŃce 

wğaŜciwoŜci. (287,291ï293). 

Niektóre jony metalu, pomimo takiej samej preferowanej geometrii tetraedrycznej, 

r·ŨniŃ siň powinowactwem do metalotionein. OkreŜlanie powinowactwa metalu 

do MT nie jest tak proste, jak w przypadku klasycznych palców cynkowych, w których 

jon Zn2+ wiŃzany jest do biağka w stosunku 1:1. W takim ukğadzie, w neutralnym 

pH, w roztworze obecny jest ligand, cynk oraz tworzony przez nie kompleks. 

W tym wypadku okreŜlenie wartoŜci -logKd jest moŨliwe poprzez wyznaczenie punktu 

przegiňcia izotermy tworzenia siň kompleksu w funkcji pZn (-log[Zn2+]wolny). JednakŨe 

ukğad, w kt·rym cynk wiŃŨe siň do biağka w stosunku 7:1 ze zr·Ũnicowanym 
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powinowactwem, jest o wiele bardziej zğoŨony. W metalotioneinach wystňpujŃ r·Ũne 

motywy sekwencyjne wiŃŨŃce jony metali, co zaleŨnie od jonu metalu, powoduje 

tworzenie siň r·Ũnych ukğad·w klastr·w, czy (zaleŨne od czasu) wymiany metalu 

pomiňdzy domenami (Rycina 7) (151,188). Co wiňcej, powinowactwo silnie zaleŨy 

od Ŝrodowiska, a wiňc takŨe od pH. Wzrost pH powoduje stabilniejsze wiŃzanie 

siň metalu, a co za tym idzie wyŨszŃ wartoŜĺ -logKd. WartoŜci stağych dysocjacji jonów 

Zn2+ z MT, przedstawione w Tabeli 5, r·ŨniŃ siň od siebie, co spowodowane jest nie tylko 

uŨyciem r·Ũnych technik do ich wyznaczenia, przyjňtego modelu matematycznego, 

ale takŨe r·Ũnicami pH, w jakim przeprowadzane byğy pomiary (290). SpoŜr·d wszystkich 

uzyskanych wartoŜci, tylko w trzech badaniach uwzglňdniono indywidualnoŜĺ kaŨdego 

z miejsc wiŃŨŃcych, aczkolwiek eksperymenty te przeprowadzone byğy w r·Ũnym 

pH (zaznaczone ciemniejszym kolorem). Niestety na dzieŒ dzisiejszy nie dysponujemy 

wiedzŃ na temat powinowactw jon·w Zn2+ do wszystkich izoform metalotionein, 

pozwalajŃcŃ jednoznacznie okreŜliĺ stağe dysocjacji dla wszystkich miejsc wiŃŨŃcych, 

oraz por·wnujŃcŃ je pomiňdzy r·Ũnymi izoformami. Nie istniejŃ r·wnieŨ Ũadne badania 

porównujŃce wszystkie izoformy ludzkich metalotionein, co mogğoby pom·c zrozumieĺ 

ich r·ŨnorodnoŜĺ i funkcjň. 

 

Rycina 12. Stağe dysocjacji (-logKd) jonów metali wiŃŨŃcych siň do metalotionein w odniesieniu 

do stňŨenia wolnych jon·w metali. KolejnoŜĺ oparta jest na danych eksperymentalnych 

oraz oszacowaniach na podstawie modeli. Wykres zaadoptowano na podstawie (290). 
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Tabela 5. Dotychczas otrzymane stağe dysocjacji wiŃzania jon·w Zn2+ do metalotionein 

wraz z uwzglňdnieniem metod, jakimi zostağy wyznaczone, oraz pH, w jakim przeprowadzono 

eksperymenty. Ciemniejszym kolorem oznaczono dane uwzglňdniajŃce odmiennoŜĺ 

powinowactwa miejsc wiŃŨŃcych Zn2+ ï przypadek opisany w tekŜcie. *MT ï biağka oznaczone 

jako ssacze metalotioneiny, izoforma nie zostağa bliŨej okreŜlona (zaadoptowano na podstawie 

(294). 

Izoforma -logKd Metoda pH ťr·dğo 

MT2 
11,8 (4), 10,49 (1), 

9,9 (1), 7,8 (1) 

Fluorymetria 

(FluoZin-3, RhodZin-3) 
7,4 (223) 

MT3 
10,83 (4), 9,38 (2), 

7,85 (1) 
ITC 6,0 (294) 

MT1A 

12,52; 12,47; 12,37; 

12,34; 12,21; 12,05, 

11,80 

ESI-MS 7,0 (295) 

MT1, 

MT2 

11,23 (Ŭ-domena),  

11,26 (ɓ-domena) 
Fluorymetria 7,4 (296) 

MT3 10,79 

19F NMR z wykorzystaniem 5F-

BAPTA 
8,0 

(297) 

MT2 11,49 

19F NMR z wykorzystaniem 5F-

BAPTA 
8,0 

MT1 11,9 DPP 7,5 
(298) 

MT2 12,13 DPP 7,5 

MT2 13,5 Cd2+ NMR 7,4 (299) 

*MT 12,3 
Miareczkowanie 

 pH-metryczne 
7,0 (300) 

1.6.7. Proces wiŃzania siň jonów Zn2+ do ludzkich metalotionein 

Jednym z kluczowych czynnik·w, od jakich zaleŨy wiŃzanie siň metalu 

do MT jest pH. TowarzyszŃca wiŃzaniu metalu dysocjacja protonów moŨe wpğywaĺ 

na pH kom·rki lub jej konkretnego przedziağu. PomijajŃc dysocjacjň wody podczas 

tworzenia siň wiŃzaŒ koordynacyjnych, sama jonizacja grup tiolowych znacznie wpğywa 

na koszt energetyczny procesu. Na dysocjacjň i asocjacjň protonu znaczny wpğyw 
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majŃ wartoŜci pKa grup tiolowych. UpraszczajŃc - im bardziej ĂkwaŜnyò charakter majŃ 

grupy tiolowe, tym niŨsza wartoŜĺ pKa i stabilniejsze wiŃzanie metalu. Dysponujemy 

nielicznymi wartoŜciami pKa reszt cysteinowych metalotionein, kt·re wahajŃ 

siň w zakresie 8,6-8,9 (301). WiňkszoŜĺ dostňpnych w literaturze wyznaczonych wartoŜci, 

to pKaô grupy tiolowej bňdŃca pozornŃ wartoŜciŃ dysocjacji - wynikiem równowagi 

termodynamicznej z obecnymi w roztworze protonami. Co wiňcej wartoŜci 

pKa oraz pKaô dajŃ nam jedynie og·lny poglŃd ï metalotioneiny zawierajŃ w swoich 

sekwencjach r·Ũnorodne motywy, kt·re same w sobie, jak i otaczajŃce je grupy boczne 

innych aminokwas·w, majŃ krytyczny wpğyw na procesy asocjacji i dysocjacji proton·w. 

Znaczne r·Ũnice wystňpujŃ takŨe pomiňdzy wiŃzaniem pierwszych oraz ostatnich jonów 

metalu. Tioneina nie posiada Ũadnej okreŜlonej struktury, co powoduje, iŨ pierwsze 

wiŃŨŃce siň jony metalu bňdŃ warunkowaĺ spos·b wiŃzania kolejnych, a ostatnie 

bňdŃ wiŃzaĺ siň do niemalŨe ustrukturyzowanego biağka (188). WiŃzanie siň jon·w metali 

jest wiňc w duŨej mierze zaleŨne od procesu strukturyzowania siň metalotioneiny, 

w czym gğ·wnŃ rolň odgrywajŃ wiŃzania wodorowe, stabilizujŃce strukturň obu domen 

(179). Obecna wiedza w tym zakresie nie jest jednak wystarczajŃca ï nie dysponujemy 

wieloma dostňpnymi strukturami ssaczych metalotionein, niewiele jest r·wnieŨ danych 

dotyczŃcych struktury metalotionein z uwzglňdnieniem cynku (302ï305). 

W Tabeli 6 zebrano dostňpne w danych literaturowych wartoŜci pKaô grup tiolowych reszt 

cysteinowych ludzkich metalotionein. WiňkszoŜĺ eksperyment·w wykonanych 

jest dla izoformy MT2 oraz jej domen, jednak nawet te wyniki nie sŃ ze sobŃ spójne. 

MoŨna zauwaŨyĺ, iŨ relatywnie niŨsza wartoŜĺ pKaô wystňpuje dla Ŭ-domeny 

MT2, co moŨe oznaczaĺ, Ũe klastry w niej utworzone sŃ bardziej stabilne. 
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Tabela 6. WartoŜci pKaô grup tiolowych reszt cysteinowych izoform ludzkich metalotionein 

w obecnoŜci Zn2+ wyznaczone metodŃ miareczkowania pH-metrycznego. ŧ·ğtym kolorem 

zaznaczono wartoŜci zbadane w obecnoŜci jon·w Zn2+. 

Izoforma pKaô Jon metalu ťr·dğo 

MT2 3,3; 3,8 Cd2+ (306) 

MT2 2,8; 3,3 Cd2+ (307) 

MT2 4,3 - 4,4 Zn2+ (300) 

MT2 
3,76 Cd2+ 

(308) 

4,70 Zn2+ 

Ŭ-MT2 
3,54 Cd2+ 

4,81 Zn2+ 

ɓ-MT2 
3,93 Cd2+ 

4,87 Zn2+ 

Ŭ-MT2 3,1 Cd2+ 
(309) 

ɓ-MT2 3,6 Cd2+ 

Ŭ-MT2 4,6 Zn2+ 
(40) 

ɓ-MT2 4,9 Zn2+ 

MT3 3,0; 3,95 Cd2+ (310) 

MT3 
3,4 Zn2+ 

(311) 
3,0 Cd2+ 

MT4 3,9; 4,1 Cd2+ (312) 

1.7. Naturalne warianty ludzkich metalotionein 

1.7.1. Ekspresja genów ludzkich metalotionein 

Analizy bioinformatyczne, polegajŃce na analizie filogenetycznej, polimorficznej, 

a takŨe na analizie transkryptomu, odegrağy ogromnŃ rolň w zrozumieniu rodziny 

metalotionein. Wszystkie geny kodujŃce metalotioneiny znajdujŃ siň na chromosomie 

16q13 (313). Co ciekawe, biağko MT1HL1, kt·re wykazuje wysokie podobieŒstwo 

do metalotionein (r·Ũnica trzech aminokwasów w stosunku do izoformy 
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MT1H), jako jedyne znajduje siň na innym chromosomie 1q43 (GeneBank, 

Gene ID: 645745). Geny kodujŃce 11 izoform ludzkich i subizoform skupione 

sŃ w jednym ciŃgu, odpowiadajŃcym kolejnoŜci izoform: MT4-MT3-MT2-MT1, co moŨe 

wskazywaĺ na ich pochodzenie. Analizy ewolucyjne sugerujŃ, iŨ poprzez seriň duplikacji 

powstağy cztery gğ·wne geny, kodujŃce cztery gğ·wne izoformy MT1-MT4 (314), 

a dalsze zmiany w genie kodujŃcym MT1 spowodowağy powstanie kilkunastu paralog·w 

tej izoformy ï zaleŨnie od Ŧr·dğa moŨemy znaleŦĺ r·Ũne iloŜci 13 (315), 14 (313), 

lub nawet 17 (316) paralog·w. Na dzieŒ dzisiejszy, na podstawie dowod·w w postaci 

przynajmniej transkryptu RNA, uznaje siň istnienie 11 genów kodujŃcych metalotioneiny, 

podlegajŃcych ekspresji w kom·rkach. Pozostağe obecne geny okreŜla siň mianem 

pseudogenów (290). 

Ekspresja gen·w izoform MT1 oraz MT2 moŨe zaleŨeĺ od obecnoŜci jon·w 

Zn2+. Nadmiarowe jony Zn2+, znajdujŃce siň w cytoplazmie kom·rki, wiŃŨŃ 

siň do czynnika transkrypcyjnego MTF-1, w wyniku czego jest on translokowany do jŃdra 

komórkowego (317), gdzie rozpoznaje w DNA motyw w regionie promotora genów 

MT ï MRE (ang. Metal Response Element) (225,318ï320), wskutek czego aktywowana 

jest transkrypcja metalotionein. Ludzki czynnik transkrypcyjny MTF-1 jest zbudowany 

z 753 reszt aminokwasowych (321) i posiada na C-koŒcu szeŜĺ klasycznych domen 

palców cynkowych (CCHH), co tğumaczy jego odpowiedŦ na zmienne stňŨenie jon·w 

Zn2+ (322). Pojedyncza domena palca cynkowego moŨe zwiŃzaĺ jeden jon 

Zn2+, co umoŨliwia jej oddziağywanie z DNA. Ich wiňksza iloŜĺ w MTF-1 (od jednej 

do czterech domen) jest kluczowa w wiŃzaniu siň do sekwencji MRE (323). 

Na ekspresjň gen·w MT1 oraz MT2 mogŃ wpğywaĺ takŨe inne czynniki, 

jak: glukokortykoidy, glukagon, progesteron, katecholaminy, interleukina-1 

oraz interferon. ZewnŃtrzkom·rkowe zwiŃzki takŨe mogŃ wpğywaĺ na ekspresjň izoform 

MT1 i MT2 ï zaliczamy do nich jony metali ciňŨkich (Pb2+, Cd2+, Hg2+, Pt2+), etanol, 

tetrachlorometan, streptozotocynň. Ponadto, na ekspresjň tych izoform mogŃ wpğywaĺ 

takŨe r·Ũne stany fizjologiczne, takie jak: stres, niedoŨywienie, infekcje, promieniowanie 

jonizujŃce, czy nawet wysiğek fizyczny (324,325). Wymienione stany fizjologiczne 

pobudzajŃ uwalnianie jon·w Zn2+ z metalotionein, kt·ry z kolei wiŃŨe siň z czynnikiem 

transkrypcyjnym MTF1, indukujŃc ekspresjň izoform MT1, MT2. W wyniku 
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owych stanów, mogŃ wystňpowaĺ r·Ũne rodzaje stresu kom·rkowego, z kt·rych kaŨdemu 

odpowiadajŃ inne elementy uruchamiajŃce ekspresjň izoform MT1 oraz MT2. 

W przypadku stresu oksydacyjnego sŃ to elementy ARE (ang. Antioxidant Response 

Elements), natomiast stresowi kom·rkowemu wywoğanemu kortyzolem odpowiadajŃ 

elementy GRE (ang. Glucocorticoid Response Elements). Opisano r·wnieŨ inne 

sekwencje powiŃzane z regulacjŃ gen·w metalotionein i wydzielaniem cytokin, a takŨe 

hormono-zaleŨne kaskady sygnalizacyjne (322). Ekspresja izoform ludzkich 

MT1 oraz MT2 regulowana jest gğ·wnie na poziomie transkrypcyjnym (185,325). 

U myszy odkryto r·wnieŨ mechanizmy epigenetyczne (321). Znane sŃ przypadki, 

kiedy geny metalotionein stajŃ siň transkrypcyjnie dezaktywowane jako konsekwencja 

metylacji DNA w obrňbie kodujŃcych ich sekwencji (210). 

W odr·Ũnieniu od izoform MT1 i MT2, transkrypcja gen·w MT3 oraz MT4, 

w zaleŨnoŜci od typu kom·rek, jest ciŃgğa (261) lub podlega mechanizmom modyfikacji 

epigenetycznych oraz reorganizacji chromatyny (234). Nie jest jednak zaleŨna 

od obecnoŜci jon·w metali oraz innych wymienionych wczeŜniej czynnik·w, co odr·Ũnia 

od siebie te izoformy (326). MoŨliwym jest, iŨ wystňpujŃ inne czynniki regulujŃce 

owe procesy dla izoform MT3 oraz MT4, jednak na tň chwilň pozostajŃ nieznane. 

Opr·cz 11 izoform i subizoform ludzkich metalotionein, kt·rych obecnoŜĺ wykazano 

przynajmniej na poziomie mRNA, istnieje wiňcej gen·w MT okreŜlanych 

jako pseudogeny. Z definicji, sŃ to pokrewne geny, kt·re utraciğy moŨliwoŜĺ wytworzenia 

funkcjonalnego produktu biağka. MogŃ byĺ takŨe zabezpieczeniem kom·rki na wypadek 

bğňdu w jednym z funkcjonalnych gen·w (327). Do pseudogenów metalotionein 

zaliczamy: mt1c, mt1d, mt1i, mt1j, mt1l (mt1r) (172,202,328,329) oraz mt2b (215). 

Analizy bioinformatyczne pokazağy takŨe, iŨ najczňstszŃ zmianŃ funkcjonalnych genów 

w stosunku do pseudogenów jest utrata przez nie cystein (314). 

1.7.2. Polimorfizm pojedynczego nukleotydu w genach ludzkich metalotionein 

W toku ewolucji, organizmy Ũywe wypracowağy wiele strategii, aby radziĺ sobie 

z wciŃŨ zmieniajŃcymi siň warunkami Ŝrodowiska, takimi jak: iloŜĺ metali ciňŨkich, 

promieniowanie UV, czy stres oksydacyjny (330ï333). Jednym z ich przystosowaŒ mogŃ 

byĺ r·Ũnice w ekspresji metalotionein, kt·re sŃ biağkami wiŃŨŃcych metale, oraz chroniŃ 
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kom·rkň przed stresem oksydacyjnym (334ï336). W badaniach nad ludzkim genomem, 

klaster gen·w kodujŃcych metalotioneiny, znajdujŃcy siň na chromosomie 16 powiŃzano 

z wystňpowaniem r·Ũnych chor·b (1.6.5). Ekspresja metalotionein moŨe byĺ regulowana 

zarówno przez czynniki zewnňtrzne, jak i wewnňtrze (1.7.1). Jednym z nieomówionych 

wczeŜniej czynnik·w wewnňtrznych jest polimorfizm pojedynczego nukleotydu (337). 

Nie istniejŃ jednak badania, kt·re skupiağyby siň na analizie polimorfizmu dotyczŃcego 

wyğŃcznie ludzkich metalotionein. WiňkszoŜĺ spostrzeŨeŒ opiera siň wiňc na jednej 

dostňpnej analizie cağego genomu (338). PojawiŃjŃce siň nowe badania na ten temat 

nie sŃ niestety sp·jne, choĺby odnoŜnie stosowanej nomenklatury (339). 

Polimorfizm pojedynczego nukleotydu ï SNP (ang. Single Nucleotide Polymorphism) 

jest zjawiskiem zmiennoŜci sekwencji DNA, kt·ra polega na zmianie pojedynczego 

nukleotydu pomiňdzy osobnikami danego gatunku i jest najczňstszŃ przyczynŃ 

zmiennoŜci w ludzkim genomie (340). W badaniach moŨna ustaliĺ wzglňdnŃ czňstoŜĺ 

wystňpowania danego wariantu zwiŃzanego z SNP, por·wnujŃc je miňdzy r·Ũnymi 

geograficznie lub etnicznie populacjami ï pojňcia SNP uŨywamy, gdy owa zmiana 

wystňpuje u wiňcej niŨ 1% populacji (National Human Genome Research Institute (341)). 

Na szczeg·lnŃ uwagň zasğugujŃ SNP wystňpujŃce w regionie kodujŃcym, 

co moŨe wpğywaĺ na sekwencjň aminokwasowŃ biağka. Ze wzglňdu na efekt, 

jaki SNP wywoğuje w sekwencji biağka, wyr·Ũniamy SNP synonimiczne 

(tzw. modyfikacja cicha) lub niesynonimiczne. Poprzez miejsce wystňpowania moŨemy 

go podzieliĺ na SNP wystňpujŃce w regionie kodujŃcym (egzony) lub niekodujŃcym 

(introny). 

Synonimiczne SNP, wystňpujŃce w rejonie kodujŃcym, pomimo zmiany 

pojedynczego nukleotydu nie powodujŃ zmiany aminokwasu, co wynika 

ze zdegenerowanego charakteru kodu genetycznego. JednakŨe nie moŨna stwierdziĺ, 

iŨ nie powodujŃ one Ũadnych zmian (342). Ciche SNP w rejonie kodujŃcym 

mogŃ wpğywaĺ na szereg proces·w, jak translacja lub zwijanie siň biağka, 

a takŨe na strukturň i stabilnoŜĺ samego mRNA (343). Synonimiczne SNP mogŃ 

wystňpowaĺ zar·wno w intronach, jak i egzonach, co moŨe wpğywaĺ na proces 

alternatywnego skğadania gen·w (ang. Alternative Splicing) (344,345). 
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KonsekwencjŃ niesynonimicznego SNP jest zmiana aminokwasu w sekwencji biağka, 

co moŨe prowadziĺ do mutacji zmiany sensu (zamiana aminokwasu na inny) lub mutacji 

nonsensownej (pojawienie siň kodonu stop). Niesynonimiczne SNP majŃ zwykle 

znaczŃcy wpğyw na strukturň i funkcjň kodowanego biağka (346ï348). Podziağ 

SNP ze wzglňdu na efekt, jaki wywoğujŃ na powstawanie biağka, przedstawiono 

na Rycinie 13. 

 

Rycina 13. Schemat podziağu polimorfizmu pojedynczego nukleotydu (SNP), ze wzglňdu na efekt 

wywoğywany w biağku. Podziağ sporzŃdzono na podstawie (339). 

Zmiany na poziomie DNA powodowane przez SNP, mogŃ wpğywaĺ na ekspresjň 

metalotionein oraz ich zdolnoŜĺ do wiŃzania metali. Na podstawie analizy genomu 

czğowieka, Raudenska i inni, zidentyfikowali aŨ 388 SNP w genach ludzkich 

metalotionein, z kt·rych 13 okazağo siň wystňpowaĺ w szeŜciu funkcjonalnych 

izoformach MT i zostağo powiŃzane ze stanami patologicznymi w organizmie (Tabela 7). 

Przedstawione korelacje sŃ jednak wynikiem analiz bioinformatycznych i nie wyraŨajŃ 

absolutnych powiŃzaŒ. JednakŨe na ich podstawie moŨemy stwierdziĺ, iŨ zar·wno 
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SNP wystňpujŃce w sekwencjach kodujŃcych, jak i niekodujŃcych geny MT, mogŃ 

byĺ niezwykle istotne w rozumieniu podğoŨy wielu chor·b. Istnienie aŨ 388 SNP w genach 

ludzkich metalotioniein daje ogromne moŨliwoŜci do badaŒ w tym zakresie. 

Tabela 7. Udokumentowane korelacje pomiňdzy wystňpowaniem polimorfizmu w genach 

metalotionein a stanami patologicznymi i chorobami w organizmie. Tabela zaadaptowana 

na podstawie (339). *PowiŃzanie polimorfizmu rs45570941 w intronie genu izoformy 

MT3 z autyzmem zostağo pominiňte, poniewaŨ zostağo wykluczone przez innych autor·w 

(349,350). 

Gen 
Numer  

rs NCBI 
Rodzaj SNP Korelacja 

MT1A 

rs11640851 
Niesynonimiczne 

w egzonie 

DğugoŜĺ Ũycia, choroby sercowo-

naczyniowe 

cukrzyca typu 2, stňŨenie IL-6 w osoczu 

rs8052394 
Niesynonimiczne 

w egzonie 

Cukrzyca typu 2, poziom dysmutazy 

ponadtlenkowej w surowicy, rak 

pğaskonabğonkowy jamy ustnej, iloŜĺ 

rtňci we wğosach, rak 

wŃtrobowokom·rkowy  

rs11076161 W intronie 
Neuropatia cukrzycowa, rak 

pğaskonabğonkowy jamy ustnej  

MT1B 

rs964372 W intronie 

Hiperlipidemia, neuropatia cukrzycowa, 

rak pğaskonabğonkowy jamy ustnej, rak 

wŃtrobowokom·rkowy  

rs8052334 W intronie Rak wŃtrobowokom·rkowy 

rs7191779 
Przed miejscem 

startu transkrypcji 
Rak pğaskonabğonkowy jamy ustnej  

MT1M 

rs2270836 W intronie 
IloŜĺ rtňci w moczu  

 

rs9936741 Region 3ô UTR 
IloŜĺ rtňci we wğosach  

 

MT2 

rs28366003 

Region 

regulatorowy 5ô 

UTR 

Poziom kadmu, oğowiu i cynku we krwi, 

poziom kadmu w nerkach, poziom 

kadmu i oğowiu we krwi matek, poziom 

kadmu w ğoŨysku, dğugoŜĺ Ũycia, rak 

prostaty  

rs10636 Region 3ô UTR 

Neuropatia cukrzycowa, hiperlipidemia 

w cukrzycy typu 2, miaŨdŨyca, iloŜĺ 

cynku i kadmu w surowicy krwi, 

dostňpnoŜĺ wewnŃtrzkom·rkowego 

cynku, iloŜĺ cytokin zapalnych, 

wystňpowanie miňkkich blaszek 

miaŨdŨycowych, iloŜĺ oğowiu i kadmu 
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we krwi, cytotoksycznoŜĺ kom·rek NK, 

poziom rtňci w moczu, biağko 

chemotaktyczne monocytów 1 

rs1610216 Region promotora 

Przewlekğy stan zapalny, hiperglikemia, 

hemoglobina glikowana, niedobór cynku, 

cukrzyca insulinoniezaleŨna, 

kardiomiopatia niedokrwienna, rozwój 

cukrzycy  

MT4 rs396230 W intronie CiŜnienie krwi, moczowy w surowicy  

1.7.2.1. Naturalne warianty ludzkich metalotionein (nwMT)  

Biağko powstağe w wyniku wystŃpienia w jego genie niesynonimicznego 

SNP, nazywamy jego naturalnym wariantem. Niestety w literaturze nie ma zbyt wielu 

informacji na temat naturalnych wariantów ludzkich metalotionein, jednak nielicznie 

wystňpujŃce badania wskazujŃ na istotnoŜĺ tego zjawiska. Najlepiej udokumentowany 

jest polimorfizm izoformy MT1A, w wyniku kt·rego mogŃ powstaĺ dwa istotne naturalne 

warianty: MT1A T27N (rs11640851 C>A) oraz MT1A K51R (rs8052394, A>G). 

Zamianň treoniny w pozycji 27 na asparaginň powiŃzano w dğugoŜciŃ Ũycia w populacji 

wğoskiej. Okazağo siň, Ũe nosiciele allelu A Ũyli dğuŨej (351), natomiast nosiciele 

allelu C, nie tylko Ũyli kr·cej, ale posiadali takŨe zwiňkszone ryzyko rozwoju chor·b 

sercowo-naczyniowych i cukrzycy typu 2 (352). JednoczeŜnie, u starszych kobiet 

z genotypem CC, wykazano wyŨszy poziom uwalniania cynku z metalotionein, obniŨony 

ogólny poziom metalotionein, oraz niskie stňŨenie interleukiny-6 w osoczu (352). 

CzňstoŜĺ wystňpowania SNP rs8052394 (zamiana lizyny w pozycji 51 na argininň, 

MT1A K51R) zostağa skorelowana z cukrzycŃ typu 2. Okazuje siň, iŨ nosiciele 

allelu G, wykazujŃ predyspozycje do rozwoju tej choroby. Co wiňcej, u pacjentów 

z genotypem GG oraz GA, aktywnoŜĺ dysmutazy ponadtlenkowej w surowicy 

byğa znacznie niŨsza niŨ u pacjent·w z genotypem AA (353). AktywnoŜĺ tego enzymu 

jest niezwykle istotna w ochronie kom·rki przed stresem oksydacyjnym. ObniŨone 

dziağanie moŨe powodowaĺ zniszczenia w wielu narzŃdach, co moŨe skutkowaĺ 

w uszkodzeniach nerek lub kardiomiopatii cukrzycowej (354ï356). Dodatkowo, 

allel A zostağ powiŃzany z podwyŨszonym ryzykiem wystňpowania raka 

pğaskonabğonkowego jamy ustnej. Z kolei nosiciele genotypu AA wykazywali 
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niewğaŜciwŃ homeostazň cynku i miedzi, co moŨe wpğywaĺ na biağka oddziağujŃce 

z tego typu metalami, jak np. p53, czy metalotioneiny, kt·rych zmiany w ekspresji mogŃ 

dodatkowo odgrywaĺ rolň w stresie oksydacyjnym (357). U nosicieli genotypów 

GA oraz GG wystňpowağ takŨe niŨszy poziom rtňci we wğosach, w por·wnaniu 

do nosicieli allelu AA. 

Niestety, pomimo rozwoju technologicznego, nadal nie dysponujemy wiňkszŃ iloŜciŃ 

badaŒ, kt·re dağyby wglŃd we wğaŜciwoŜci naturalnych wariantów metalotionein. 

Do lepszego zrozumienia tych biağek niezbňdna jest wiňksza iloŜĺ danych genetycznych 

pochodzŃca zar·wno od chorych, jak i zdrowych ludzi, oraz analiza skupiona na poziomie 

ekspresji samych metalotionein i wystňpowaniu SNP w sekwencjach ich gen·w. Niestety 

opisane wyŨej badania sŃ jedynie szczŃtkowymi informacjami i jednoczeŜnie jedynymi 

badaniami nad SNP w genach ludzkich metalotionein, jakimi na dzieŒ dzisiejszy 

dysponujemy. 

  

79:62550



79 

2. Cel pracy 

Dotychczas znane sŃ cztery gğ·wne izoformy ludzkich metalotionein 

(MT1, MT2, MT3, MT4) oraz osiem subizoform MT1 (MT1A, MT1B, MT1E, MT1F, 

MT1G, MT1H, MT1M(K), MT1X). Dostňpne w literaturze dane nie pozwalajŃ 

na wiarygodnŃ analizň por·wnawczŃ ich wğaŜciwoŜci biofizycznych i biochemicznych 

z powodu zr·Ũnicowania uŨytych technik eksperymentalnych oraz analizy pojedynczych 

wybranych izoform. Co wiňcej, metalotioneiny sŃ nietypowymi biağkami pod wzglňdem 

badaŒ eksperymentalnych ï brak struktury drugorzňdowej oraz aminokwas·w 

aromatycznych znacznie ogranicza wybór technik stosowanych do charakterystyki 

ich wğaŜciwoŜci. Warto r·wnieŨ zauwaŨyĺ, Ũe jon cynku, ze wzglňdu na sğabe wğaŜciwoŜci 

spektralne, nie jest najczňŜciej wybieranym metalem do badaŒ oddziağywaŒ metal-

metalotioneina. W zwiŃzku z powyŨszym, dla kompleksowej analizy por·wnawczej 

wğaŜciwoŜci metalotionein, niezbňdne jest ujednolicenie technik eksperymentalnych, 

oraz wğŃczenie do badaŒ wszystkich poznanych izoform. 

Gğ·wnym celem pracy jest wyprodukowanie wszystkich dotychczas poznanych 

izoform ludzkich metalotionein, ich naturalnych wariantów (MT1A T27N, 

MT1A K51R, MT1G A10del, MT1M T20K, MT4 C30Y, MT4 R31W, MT4 G48D) 

oraz biağka MT1HL1, a nastňpnie ujednolicenie technik uŨytych do ich charakterystyki. 

Ma to na celu umoŨliwienie wiarygodnej analizy por·wnawczej i uzupeğnienie brakujŃcej 

charakterystyki wğaŜciwoŜci tych metalobiağek w kontekŜcie oddziağywania z jonami 

ZnĮ . Wyniki zostağy podzielone tematycznie na trzy obszary badawcze: izoformy 

ludzkich metalotionein (MT), naturalne warianty izoform ludzkich metalotionein 

(nwMT) oraz metalobiağko MT1HL1. Do charakterystyki wszystkich metalobiağek 

zaplanowano uŨycie tych samych metod, dobierajŃc eksperymenty zgodnie z badanymi 

wğaŜciwoŜciami. 

W przypadku izoform ludzkich metalotionein, gğ·wnym celem byğo ujednolicenie 

technik eksperymentalnych w celu uzupeğnienia wiedzy zawartej literaturze, 

ze szczeg·lnym naciskiem na okreŜlenie wartoŜci zr·Ũnicowanego powinowactwa 

wszystkich jonów Zn2+ wiŃŨŃcych siň z metalotioneinami. Uzyskane wyniki uzupeğnione 

o inne techniki eksperymentalne, pomogŃ odpowiedzieĺ na pytanie, czy wystňpujŃ 
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znaczne r·Ũnice pomiňdzy izoformami, które mogğyby sugerowaĺ rozkğad 

poszczególnych izoform. Co wiňcej, zakres stňŨeŒ wolnego Zn2+ obecny 

w eksperymentach, odpowiada stňŨeniom wolnego Zn2+ z badanym w komórce, 

co umoŨliwia rozwaŨenie uzyskanych wyników w kontekŜcie proces·w molekularnych 

zachodzŃcych w kom·rkach ludzkich. 

Kolejnym celem pracy jest charakterystyka naturalnych wariantów metalotionein, 

kt·re sŃ wynikiem polimorfizmu pojedynczego nukleotydu w sekwencjach kodujŃcych 

izoformy ludzkich metalotionein. W rezultacie zaistniağego polimorfizmu, powstağe 

w wyniku ekspresji biağka, r·ŨniŃ siň jednŃ resztŃ aminokwasowŃ od swoich 

odpowiedników w postaci izoform ludzkich metalotionein. Gğ·wnym celem tej czňŜci 

pracy jest scharakteryzowanie wğaŜciwoŜci nwMT w por·wnaniu z wynikami uzyskanymi 

w poprzedniej czňŜci dla izoform ludzkich metalotionein. Dane te pozwolŃ odpowiedzieĺ 

na pytanie, czy poszczególne zmiany pojedynczych aminokwasów w sekwencji 

metalotionein, powodujŃ znaczŃce r·Ũnice w ich wğaŜciwoŜciach biofizykochemicznych. 

Ostatnia czňŜĺ pracy dotyczy charakterystyki nowego biağka z rodziny 

metalotionein - MT1HL1, kt·re wyr·Ũnia siň wysokim podobieŒstwem swojej sekwencji 

do izoformy MT1H, jednak sekwencja genu kodujŃcego MT1HL1 znajduje siň na innym 

chromosomie niŨ pozostağe geny ludzkich metalotionein. Gğ·wnym celem tej czňŜci 

jest scharakteryzowanie biağka MT1HL1 po raz pierwszy oraz por·wnanie 

go z izoformami ludzkich metalotionein. Uzyskane wyniki pomogŃ okreŜliĺ, czy biağko 

MT1HL1 wykazuje podobieŒstwo we wğaŜciwoŜciach biofizykochemicznych 

do metalotionein oraz czy to podobieŒstwo jest na tyle znaczne, aby moŨna byğo uznaĺ 

MT1HL1 za kolejnŃ izoformň ludzkich metalotionein.  
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3. Materiağy i metody 

3.1. Materiağy 

3.1.1. Odczynniki 

Do sporzŃdzenia wszystkich roztwor·w uŨywano wody Milli-Q (MQ, Merck Milipore 

System). Wszystkie roztwory filtrowano oraz odgazowywano. W wiňkszoŜci 

eksperyment·w stosowano r·wnieŨ dodatek zwiŃzku redukujŃcego mostki disulfidowe 

sğabo wiŃŨŃcego jony metali ï TCEP (358). W celu pozbycia siň niekontrolowanych iloŜci 

jonów metali, wszystkie uŨywane roztwory inkubowano z dodatkiem zğoŨa 

Chelex 100 (Bio-Rad) przez minimum 12 godzin z lekkim mieszaniem.  

Tabela 8. Lista odczynników i materiağ·w wykorzystanych w eksperymentach 

przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej. 

Odczynniki ťr·dğo 

Wektor ekspresyjny pTYB21, zğoŨe chitynowe New England 

Biolabs 

Wektor pTYB21 kodujŃcy MT1HL1 Eurofins 

Enzymy restrykcyjne PstI, EcoRI, SapI; Ligaza DNA T4; Szczepy 

bakteri DH5Ŭ oraz BL21(DE3)pLysD, Gel Out Kit, GeneJET 

Extraction Kit, GeneJET Plasmid Miniprep Kit 

Thermo Fisher 

Scientific 

Polimeraza PHUSION, trifosforany deoksyrybonukleotydów 

(dNTPs), 6× barwnik obciŃŨajŃcy, wzorzec masy molekularnej 

DNA GeneRuler Low Range, wzorzec masy molekularnej biağek 

PageRuler Unstained oraz PageRular Unstained Low Range  

Fermentas 

Agaroza, trypton, ekstrakt droŨdŨowy, poŨywka LB, agar, 

ampicylina, chloramfenikol, izopropylo-ɓ-D-tiogalaktopiranozyd 

(IPTG), dodecylosiarczan sodu (SDS) 

Lab Empire 

Bromek etydyny Stratagene 
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Glicerol, KH2PO4·H2O, K2HPO4, CH3COOH (kwas octowy), 

NaOH (wodorotlenek sodu), NaCl (chlorek sodu) 

POCH, Polska 

akrylamid, bisakrylamid, (NH4)2S2O8 (APS), N,N,Nô,Nô-

tetrametylenodiamina (TEMED), ɓ-merkaptoetanol 

Carl Roth 

Antifoam 204, kwas 2-[4-(2-hydroksyetylo)piperazyn-1-

ylo]etanosulfonowy (HEPES), kwas diaminoetanotetraoctowy 

(EDTA), chlorowodorek tris(2-karboksyetylo)fosfiny (TCEP-

HCl), 2-amino-2-(hydroksymetylo)propano-1,3-diol (Tris), HCl 

(kwas chlorowodorowy), barwnik Coomasie Brilliant Blue R-250, 

H BO (kwas boranowy), Na2B4O7 (tetraboran sodu), ZnAF-2F, 

D-fruktoza, zredukowany dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy 

(NADH), trifosforan 5ô-adenozyny (ATP), L-histydyna, 

zredukowany glutation (GSH), 4-(2'-pirydylazo)rezorcyna (PAR), 

selenocyjanian 2-nitrofenylu (NPSC), C6H9NO6 (kwas 

nitrylotrioctowy, NTA), cyklam, metanol o wysokiej czystoŜci do 

spektrometrii mass, C H NO 

Sigma-Aldrich 

Kolumny do chromatografii Ũelowej Cytiva 

System do zagňszczania Amicon Ultra-4 oraz Ultra-15 Filter Units 

3 kDa, ufosforylowany substrat dla biağkowej fosfatazy 

tyrozynowej, chymotrypsyna, ZnSO4Ț7H2O, CdSO4Ț8/3H2O, 

NaClO4Ț H2O, TritonTM X-100, 30% HCl (Zn Ò 200 ppt, Cd Ò 50 

ppt) 

Merck Millipore, 

USA 

Dehydrogenaza sorbitolu wyizolowana z owczej wŃtroby (SDH) Roche Diagnostics 

GmbH, Niemcy 

Ludzka rekombinowana biağkowa fosfataza tyrozynowa 1B 

(PTP1B) 

Cayman 

Biochemicals, 

USA 

Kuwety kwarcowe VWR 

Kuwety plastikowe polistryen Starstedt, Niemcy 

ZğoŨe Chelex 100 Bio-Rad, USA 
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Kwas 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoesowy (DTNB, odczynnik 

Ellmana) 

TCI Europe N.V. 

ditiotreitol (DTT) Iris Biotech GmbH 

3.1.2. Sprzňt laboratoryjny 

Wykorzystana aparatura jest wğasnoŜciŃ Zakğadu Chemii Biologicznej, znajdujŃcego 

siň na Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu Wrocğawskiego. WyjŃtkiem jest emisyjny 

spektrometr atomowy z indukcyjnie sprzňŨonŃ plazmŃ iCAP 7400 (ICP-AES), Thermo 

Scientific, naleŨŃcy do Centrum Analiz JakoŜci środowiska Uniwersytetu Przyrodniczego 

we Wrocğawiu, gdzie zostağa wykonana czňŜĺ pomiar·w dotyczŃca zawartoŜci jon·w 

cynku poprzez okreŜlenie stosunku molowego siarki do cynku w próbce. 

Tabela 9. Lista sprzňt·w laboratoryjnych wykorzystanych do eksperyment·w realizowanych 

w ramach pracy doktorskiej. 

Sprzňt laboratoryjny ťr·dğo 

Waga analityczna Dual Range XS105 Mettler Toledo, USA 

Waga  Kern, USA 

Blok grzewczy z opcjŃ wytrzŃsania Eppendorf, Niemcy 

Wirówki 5424 oraz 5804R Eppendorf, Niemcy 

Spektrometr mass ESI-QTOFCompact Bruker, Niemcy 

System chromatografii cieczowej niskociŜnieniowej NGC Bio-Rad, USA 

System chromatografii cieczowej niskociŜnieniowej 

ÄKTA pure 

Cytiva 

Spektrofluorymetr Fluoromax-4  Horiba Scientifc, USA 

System kontroli temperatury fluorometru Controller 350B Newport, USA 

System do elektroforezy Mini-Sub Cell GT  Bio-Rad, USA 

System do elektroforezy ECO-MINI  Biometra, Niemcy 

WytrzŃsarka z kontrolŃ temperatury Ecotron Infors HT, Niemcy 

Mieszadğo magnetyczne IKA C-MAG HS7 Sigma-Aldrich 

Mieszadğo magnetyczne MS-300 Biosan, Polska 
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NanoDrop Thermo Scientific 

pH-metr Seven Multi oraz Seven Compact Mettler Toledo, USA 

Autoklaw Prestige Classic 2100 Sterilizer, USA 

Mieszadğo SRT6D Stuart, UK 

Sonikator Misonix, USA 

Spektrofotometry V-650, V-630 Jasco, USA 

Termocykler T100 Bio-Rad, USA 

3.2. Sekwencje 

3.2.1. Sekwencje nukleotydowe wykorzystane przy projektowaniu plazmidów, 

kodujŃcych naturalne warianty izoform ludzkich metalotionein 

Wszystkie plazmidy, kodujŃce izoformy ludzkich metalotionein wykorzystywane 

w tej pracy sŃ zdeponowane w bazie Addgene pod nazwami, jak w Tabeli 10. 

Tabela 10. Sekwencje nukleotydowe starter·w uŨytych to mutagenezy w celu uzyskania 

plazmid·w kodujŃcych naturalne warianty. WartoŜci liczbowe przy nazwie matrycy oznaczajŃ 

kod plazmidu w bazie Addgene. Startery sens (ang. forward) zostağy przedstawione 

5ôĄ3ô, natomiast startery antysens (ang. reverse) 3ôĄ5ô. 

nwMT  Matryca 
Startery uŨyte do mutagenezy w celu uzyskania 

plazmid·w kodujŃcych nwMT  

MT1A T27N 
MT1A WT 

(105700) 

Sens: AATGTAAATGCAACTCGTG 

Antysens: ATGCTTGAGCACATTTTTC 

MT1A K51R 
Sens: CTGCATTTGTAGAGGTGC 

Antysens: GTAAACATCTCCACGTTCAC 

MT1G A10del 
MT1G WT 

(105704) 

Sens: CCTGTGCCGCGGCTGGCG 

Antysens: AAACGTGCCGCAAAAGTTGCTGTCCGT 

MT1M T20K 
MT1M(K) WT 

(105707) 

Sens:GTAGCTGCAAATGTAAGGAGTGTAAATGTACC 

Antysens:ACGTACGTGGCCATCGACGTTTACATTCCT

CACATTTACATGGAGTAC 

MT4 C30Y 
MT4 YW 

(105712) 

Sens: CTGTAAAACGTATCGGAAAAG 

Antysens: CATAGCCTTTTCAACGACAG 
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MT4 R31W 
MT4 YW 

(105712) 

Sens: CTGTAAAACGTGTTGGAAAAG 

Antysens: TTGCACAACCTTTTCAACGA 

MT4 G48D 
MT4 WT 

(105711) 

Sens: AAAGTGTGCCCGTGATTGC 

Antysens: GGCACTAACGTAAACATTTCC 

3.2.2. Sekwencje aminokwasowe metalotionein analizowanych w pracy  

Sekwencje aminokwasowe metalotionein analizowanych w pracy zebrano 

w Tabeli 11. Domeny Ŭ- oraz ɓ- biağka MT1HL1 uzyskano w reakcji syntezy peptydowej 

wykonanej przez dr. Adama Pomorskiego i wykorzystano je do okreŜlenia podstawowej 

charakterystyki biağka MT1HL1. 

Tabela 11. Sekwencje aminokwasowe metalobiağek i ich fragmentów wykorzystanych do badaŒ 

w ramach realizacji pracy. 

MT  Sekwencje aminokwasowe 

MT1A 
MDPNCSCATGGSCTCTGSCKCKECKCTSCKKSCCSCCPMSCAKCAQGCIC

KGASEKCSCCA 

MT1B 
MDPNCSCTTGGSCACAGSCKCKECKCTSCKKCCCSCCPVGCAKCAQGCV

CKGSSEKCRCCA 

MT1E 
MDPNCSCATGGSCTCAGSCKCKECKCTSCKKSCCSCCPVGCAKCAQGCV

CKGASEKCSCCA 

MT1F 
MDPNCSCAAGVSCTCAGSCKCKECKCTSCKKSCCSCCPVGCSKCAQGCV

CKGASEKCSCCD 

MT1G 
MDPNCSCAAAGVSCTCASSCKCKECKCTSCKKSCCSCCPVGCAKCAQGC

ICKGASEKCSCCA 

MT1H 
MDPNCSCEAGGSCACAGSCKCKKCKCTSCKKSCCSCCPLGCAKCAQGCI

CKGASEKCSCCA 

MT1M(K) 
MDPNCSCTTGVSCACTGSCTCKECKCTSCKKSCCSCCPVGCAKCAHGCV

CKGTLENCSCCA 

MT1X 
MDPNCSCSPVGSCACAGSCKCKECKCTSCKKSCCSCCPVGCAKCAQGCIC

KGTSDKCSCCA 

MT2 
MDPNCSCAAGDSCTCAGSCKCKECKCTSCKKSCCSCCPVGCAKCAQGCI

CKGASDKCSCCA 
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MT3 
MDPETCPCPSGGSCTCADSCKCEGCKCTSCKKSCCSCCPAECEKCAKDCV

CKGGEAAEAEAEKCSCCQ 

MT4 
MDPRECVCMSGGICMCGDNCKCTTCNCKTCRKSCCPCCPPGCAKCARGC

ICKGGSDKCSCCP 

MT1A 

T27N 

MDPNCSCATGGSCTCTGSCKCKECKCNSCKKSCCSCCPMSCAKCAQGCI

CKGASEKCSCCA 

MT1A 

K51R 

MDPNCSCATGGSCTCTGSCKCKECKCTSCKKSCCSCCPMSCARCAQGCIC

KGASEKCSCCA 

MT1G 

A10del 

MDPNCSCAAGVSCTCASSCKCKECKCTSCKKSCCSCCPVGCAKCAQGCI

CKGASEKCSCCA 

MT1M 

T20K 

MDPNCSCTTGVSCACTGSCKCKECKCTSCKKSCCSCCPVGCAKCAHGCV

CKGTLENCSCCA 

MT4 C30Y 
MDPRECVCMSGGICMCGDNCKCTTCNCKTYRKSCCPCCPPGCAKCARGC

ICKGGSDKCSCCP 

MT4 

R31W 

MDPRECVCMSGGICMCGDNCKCTTCNCKTCWKSCCPCCPPGCAKCARG

CICKGGSDKCSCCP 

MT4 G48D 
MDPRECVCMSGGICMCGDNCKCTTCNCKTCRKSCCPCCPPGCAKCARDC

ICKGGSDKCSCCP 

MT1HL1 
MDPNCSCAAGGSYACAGSCKCKKCKCTSCKKSCCSCCPLGCAKCAQGCI

RKGASEKCSCCA 

Ŭ-domena 

MT1HL1 
KKSCCSCCPLGCAKCAQGCIRKGASEKCSCCA 

ɓ-domena 

MT1HL1 
MDPNCSCAAGGSYACAGSCKCKKCKCTSCKKS 

3.3. Metody 

3.3.1. Uzyskanie plazmid·w kodujŃcych metalotioneiny 

Plazmidy ekspresyjne zaprojektowano w taki sposób, aby produkcja wszystkich 

biağek moŨliwa byğa w tym samym systemie ekspresyjnym, bez zmian schematu 

oczyszczania. W tym celu wykorzystano plazmid pTYB21 oraz kompatybilny mu system 

IMPACT (New England Biolabs). 
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3.3.1.1. Plazmidy kodujŃce izoformy ludzkich metalotionein 

Plazmidy pTYB21 kodujŃce izoformy ludzkich metalotionein MT1A, MT1B, MT1E, 

MT1F, MT1H, MT1M(K), MT1X, MT2, MT3 oraz MT4 zostağy zaprojektowane 

przez dr. Agnieszkň Drozd, natomiast plazmid kodujŃcy izoformň MT1G oraz MT4 zostağ 

zmodyfikowany przez dr. Adama Pomorskiego do odpowiedniej sekwencji. PoprawnoŜĺ 

zweryfikowano poprzez sekwencjonowanie plazmidów (Genomed, Poland). Sekwencje 

plazmidów kodujŃcych izoformy ludzkich metalotionein sŃ dostňpne w repozytorium 

plazmid·w Addgene z nastňpujŃcymi kodami: 105700 (MT1A), 105701 (MT1B), 

105702 (MT1E, (359)), 105703 (MT1F), 105704 (MT1G), 105706 (MT1H), 

105707 (MT1M(K)), 105709 (MT1X), 105693 (MT2, (181)), 105710 (MT3, (359)), 

105711 (MT4). 

3.3.1.2. Plazmidy kodujŃce naturalne warianty izoform ludzkich MT  

Plazmidy kodujŃce izoformy ludzkich metalotionein MT1A, MT1G, MT1M(K), 

oraz MT4 (MT4 YW) zostağy wykorzystane jako matryce do przeprowadzenia 

mutagenezy, której celem byğo uzyskanie plazmid·w kodujŃcych naturalne warianty 

metalotionein. Podjňto bezskuteczne pr·by wykorzystania protokoğu Quick-Change, 

co byğo przyczynŃ wykorzystania innego protokoğu z uŨyciem zachodzŃcych na siebie 

starterów, co okazağo siň wğaŜciwym wyborem (360). Warunki reakcji przedstawiono 

w Tabeli 12. Produkt reakcji PCR trawiono z enzymem DpnI przez cztery godziny 

w 37ÁC w celu usuniňcia niezmodyfikowanej matrycy. Nastňpnie zmodyfikowany 

w ten spos·b plazmid uŨyto do transformacji bakterii E. coli DH5Ŭ. Bakterie hodowano 

na agarowych pğytkach z dodatkiem ampicyliny (150 µg/ml). Plazmid wyizolowano 

z pojedynczej kolonii bakteryjnej z uŨyciem GeneJET Plasmid Miniprep Kit 

(Thermo Fisher Scientific), a jego poprawnoŜĺ zweryfikowano sekwencjonowaniem 

(Microsynth AG). 
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Tabela 12. Warunki reakcji mutagenezy wykonanej w celu uzyskania plazmid·w kodujŃcych 

nwMT. 

nwMT  
Warunki reakcji PCR  

krok  temperatura (°C) czas powtórzenia 

MT1A T27N 

MT1A K51A 

MT4 C30Y 

MT4 G48D 

1. 98 30 s - 

2. 98 7 s 

24 3. gradient 57-63 15 s 

4. 72 115 s 

MT1G A10del 

MT1M T20K 

1. 94 1 min 17 

2. 68 1 min - 

3. 72 8 min - 

4. 72 5 min - 

3.3.1.3. Plazmid kodujŃcy MT1HL1  oraz domeny biağka MT1HL1 

Gotowy plazmid ekspresyjny pTYB21, kodujŃcy MT1HL1, zamówiono z firmy 

Eurofins, wykorzystujŃc sekwencjň nukleotydowŃ widocznŃ poniŨej (Ŧr·dğo 

sekwencji - GenBank, Gene ID: 645745): 

ATGGACCCCAACTGCTCCTGCGCCGCTGGAGGCTCCTACGCCTGCGCCGGCT

CCTGCAAGTGCAAAAAGTGCAAATGCACCTCCTGCAAGAAGAGCTGCTGCT

CCTGTTGCCCCCTGGGCTGTGCCAAGTGTGCCCAGGGCTGCATCCGCAAAGG

GGCTTCGGAAAAGTGCAGCTGCTGTGCCTGA.  

Domeny metalobiağka MT1HL1 wyprodukowano metodŃ syntezy peptyd·w 

przeprowadzonej przez dr. Adama Pomorskiego. Zmodyfikowane koŒce zaznaczono 

poniŨej kolorami. 

ɓ-domena: MDPNCSCAAGGSYACAGSCKCKKCKCTSCKKS-CONH2 

Ŭ-domena: N-Ac-KKSCCSCCPLGCAKCAQGCIRKGASEKCSCCA-COOH 
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3.3.2. Produkcja i oczyszczanie metalotionein 

3.3.2.1. Produkcja metalotionein w systemie bakteryjnym 

Plazmidy ekspresyjne pTYB21 kodujŃce metalotioneiny wykorzystano 

do transformacji bakterii E. coli BL21(DE3). PoprawnoŜĺ plazmid·w 

pTYB21-MT zweryfikowano poprzez sekwencjonowanie (Genomed). Bakterie 

hodowano w poŨywce o skğadzie 1,1% trypton, 2,2% ekstrakt droŨdŨowy, 0,45 % glicerol, 

1,3% K2HPO4, 0,38 % KH2PO4; w 37°C, do momentu osiŃgniňcia wartoŜci 

OD600 w zakresie 0,8-0,9. Nastňpnie, w celu indukcji ekspresji biağek, do hodowli dodano 

0,1 mM IPTG, i hodowlň inkubowano przez noc w 20ÁC z wytrzŃsaniem. Ze wzglňdu 

na niestabilnoŜĺ form niewysyconych w peğni jonami metalu, okoğo 30 minut po indukcji 

do hodowli dodawano 0,5 M ZnSO4. Nastňpnie kom·rki bakteryjne wirowano 

przez 15 minut (4000 × g), wykorzystujŃc pelet do dalszych kroków oczyszczania. 

3.3.2.2. Oczyszczanie metalotionein ï uzyskanie tioneiny 

Wszystkie kolejne czynnoŜci przeprowadzano w 4°C. Uzyskany z hodowli 

bakteryjnej pelet rozpuszczano w 50 ml schğodzonego buforu A (20 mM HEPES, 

pH 8,0; 500 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1 mM TCEP). Tak uzyskany roztwór sonikowano 

przez 45 minut (puls - 5 sekund, pauza - 10 sekund), po czym wirowano z prňdkoŜciŃ 

16000 × g przez 45 minut. Uzyskany supernatant inkubowano z 20 ml zğoŨa chitynowego 

w buforze A przez noc, z lekkim mieszaniem. Po inkubacji, zğoŨe przemywano 

piňĺ razy buforem A. Pierwszy krok oczyszczania polegağ na uŨyciu chromatografii 

powinowactwa z wykorzystaniem systemu IMPACT (New England Biolabs Inc., USA). 

W tym systemie, w celu oddzielenia docelowego biağka od zğoŨa oraz biağka fuzyjnego, 

uŨywane jest 0,1 M DTT (361). ZğoŨe inkubowano z 0,1 M DTT przez 48 godzin 

w temperaturze pokojowej z lekkim mieszaniem. Nastňpnie eluant zagňszczono, uŨywajŃc 

koncentratorów Amicon Ultra-4 Centrifugal Filter Units z membranŃ o progu masy 

czŃsteczkowej 3 kDa (Merck, Millipore) i zakwaszono do pH 2,0-2,5 poprzez dodawanie 

porcjami 7% HCl. Kolejnym krokiem byğo zwirowanie pr·bki z prňdkoŜciŃ 

14000 × g przez 10 minut. Tak przygotowanŃ pr·bkň nastrzykiwano na kolumnň 
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do filtracji Ũelowej HiLoad 16/600 Superdex 75 pg, wczeŜniej zr·wnowaŨonŃ 

10 mM HCl. Uzyskane w ten spos·b biağko weryfikowano pod wzglňdem masy 

molekularnej z wykorzystaniem spektrometrii mas ESI-QTOF Compact (Bruker, 

Niemcy). StňŨenie homogennej zredukowanej formy apo-MT (tioneiny) okreŜlano 

spektrofotometrycznie z uŨyciem odczynnika Ellmana (DTNB) (362). Uzyskane 

w ten spos·b tioneiny uŨywano bezpoŜrednio w eksperymentach, bŃdŦ poddawano 

rekonstytucji w celu uzyskania metalotioneiny w peğni wysyconej jonami Zn2+. 

3.3.2.3. Oczyszczanie metalotionein ï rekonstytucja metalotionein jonami Zn2+ 

Do porcji konkretnych izoform metalotionein oczyszczonych 

w 10 mM HCl (pH~2,0) dodawano 100-krotny molowy nadmiar (nad tiolami) zwiŃzku 

redukujŃcego TCEP, oraz 8-krotny molowy nadmiar ZnSO4, po czym podnoszono 

pH roztworu do 8,7 z uŨyciem 1 M roztworu zasady Tris (wyjŃtek 

- MT1HL1,gdzie z uwagi na punkt izoelektryczny, pH docelowe wynosiğo 8,6). 

TakŃ mieszaninň zagňszczono uŨywajŃc koncentrator·w Amicon Ultra-4 Centrifugal 

Filter Units z membranŃ o progu masy czŃsteczkowej 3 kDa (Merck, Millipore) 

i nastrzykniňto na kolumnň do filtracji Ũelowej HiLoad 16/600 Superdex 75 pg, wczeŜniej 

zr·wnowaŨonŃ 20 mM Tris-HCl pH 8,7 (wyjŃtek MT1HL1 - pH 8,6). StňŨenie 

oczyszczonej metalotioneiny weryfikowano spektrofotometrycznie z uŨyciem 

odczynnika Ellmana (362) w obecnoŜci 1 mM EDTA. StňŨenie zwiŃzanych jon·w 

Zn2+ sprawdzano z wykorzystaniem chromogenicznego chelatora PAR w obecnoŜci 

1 mM DTNB (363). Otrzymane stňŨenie, podzielone przez stňŨenie biağka, pozwoliğo 

na okreŜlenie iloŜci zwiŃzanych jon·w Zn2+. Dodatkowo, biağka uzyskane 

po raz pierwszy, zweryfikowano z uŨyciem ICP-AES (iCAP 7400, Thermo Scientific). 

Zrekonstytuowane, w peğni wysycone metalotioneiny uŨywano bezpoŜrednio 

w eksperymentach lub przechowywano w -80°C. 

3.3.3. Pomiary spektrofotometryczne w zakresie UV-Vis 

Wszystkie pomiary UV-Vis zostağy przeprowadzone z wykorzystaniem 

spektrofotometrów V-650 oraz V-630 (Jasco) w temperaturze 25°C.  

91:29029



91 

3.3.3.1. Pomiar stňŨenia metalotionein 

Pomiary wykonywano w jednorazowych kuwetach polistryenowych o wymiarach 

10 × 10 mm. Do okreŜlenia stňŨenia metalotionein uŨyto odczynnika Ellmana 

ï DTNB (364), który reaguje ze zredukowanymi resztami cysteinowymi, uwalniajŃc 

obserwowalny przy dğugoŜci fali 412 nm TNB-. W celu okreŜlenia stňŨenia tioneiny, 

sporzŃdzono roztw·r 1 mM DTNB w 50 mM HEPES, 0,1 M NaCl, pH 7,4, do którego 

dodawano mağymi porcjami tioneinň (1-5 µl). Obserwowano wartoŜĺ absorpcji 

przy 412 nm, po czym obliczono stňŨenie z wykorzystaniem 

ŮDTNB = 14 150 M-1 × cm-1 (362) wedğug wzoru: ὧ ὓ
 

ὢ, gdzie 

c to stňŨenie mierzonego biağka, A412nm to wartoŜĺ absorbcji przy 412 nm, 

14 150 to molowy wsp·ğczynnik absorpcji dla DTNB, NCys to liczba zredukowanych reszt 

cysteinowych w biağku, a X oznacza rozcieŒczenie biağka w kuwecie. W przypadku 

pomiar·w formy w peğni wysyconej cynkiem, do buforu dodawano EDTA w stňŨeniu 

koŒcowym 1 mM, a pomiar obserwowano przy dğugoŜci fali 412 nm w trybie 

kinetycznym. StňŨenie metalotioneiny obliczano z tego samego wzoru, przyjmujŃc 

absorbcjň przy 412 nm w punkcie plateau. Zar·wno w przypadku tioneiny, 

jak i metalotioneiny, pomiary powtarzano trzykrotnie, przyjmujŃc uŜrednionŃ wartoŜĺ 

stňŨenia. 

3.3.3.2. Ustalanie molowego wsp·ğczynnika absorpcji 

Pomiary wykonywano w kwarcowych kuwetach o wymiarach 

10 × 10 mm. W celu ustalenia molowego wsp·ğczynnika absorpcji, wykonywano pomiary 

peğnego spektrum UV-Vis w zakresie 205-300 nm. Pomiary byğy wykonywane 

co 1 nm, uŨywajŃc 2 nm jako szerokoŜĺ pasma, a szybkoŜĺ skanowania wynosiğa 

200 nm/min. W kuwecie umieszczano 1,5 ml 10 mM HCl, do którego dodawano seriami 

1 µM tioneinň (stňŨenie okreŜlone jak w punkcie 3.3.3.1). Pomiar powtarzano 

kilkukrotnie, obserwujŃc wartoŜĺ absorbancji przy 220 nm. Nastňpnie korzystajŃc z prawa 

Lamberta-Beera, obliczano molowy wsp·ğczynnik absorpcji dla tioneiny (ŮT). W podobny 

sposób okreŜlano molowy wsp·ğczynnik absorpcji dla wysyconej cynkiem 
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metalotioneiny. W kuwecie umieszczano 1,5 ml 50 mM bufor boranowy, 

0,1 M NaClO4, pH 7,4, do którego dodawano seriami 0,5 µM metalotioneinň (stňŨenie 

okreŜlone jak w punkcie 3.3.3.1). Pomiar powtarzano kilkukrotnie, obserwujŃc wartoŜĺ 

absorbancji przy 220 nm. Nastňpnie korzystajŃc z prawa Lamberta-Beera, obliczano 

molowy wsp·ğczynnik absorpcji dla metalotioneiny (ŮMT). 

3.3.3.3. OkreŜlanie stechiometrii kompleksów jonów metali (Zn2+, Cd2+) 

3.3.3.3.1.  Miareczkowanie UV-Vis 

Pomiary wykonywano w kwarcowych kuwetach o wymiarach 

10 × 10 mm, z mieszaniem. W celu ustalenia liczby wiŃzanych jon·w metali, 

wykonywano pomiary peğnego spektrum UV-Vis w zakresie 205-300 nm. W kuwecie 

umieszczano 50 mM bufor boranowy, 0,1 M NaClO4, pH 7,4, oraz 

100 µM TCEP. Nastňpnie dodawano 0,5 µM tioneinň, do kt·rej porcjami dodawano 

0,5-14 molowych r·wnowaŨnik·w 500 µM roztworu ZnSO4/CdSO4. Pomiary 

wykonywano co 1 nm z szybkoŜciŃ skanowania 200 nm/min, uŨywajŃc 

2 nm jako szerokoŜĺ pasma. 

3.3.3.3.2. Analiza wiŃzania jonów Zn2+ przez MT z wykorzystaniem PAR i DTNB 

Pomiary wykonywano w jednorazowych kuwetach polistryenowych o wymiarach 

10 × 10 mm, z mieszaniem. Aby okreŜliĺ liczbň zwiŃzanych przez metalotioneinň jon·w 

Zn2+, uŨyto zwiŃzku PAR, kt·ry, bňdŃc w roztworze w odpowiednim nadmiarze, 

wiŃŨe jony Zn2+ w stechiometrii 2:1 (Zn(PAR)2). W kuwecie umieszczano 

1 mM roztwór DNTB w buforze 50 mM HEPES, 0,1 M NaCl, pH 7,4, z dodatkiem 

100 µM zwiŃzku PAR, w koŒcowej objňtoŜci 1,5 ml. Nastňpnie do kuwety dodawano 

mağymi porcjami metalotioneinň (1-5 µl). WartoŜĺ absorpcji obserwowano w trybie 

kinetycznym przy dğugoŜci fali 492 nm, odpowiadajŃcej tworzeniu siň wyŨej opisanych 

kompleksów jonów Zn2+ z PAR. Nastňpnie obliczano stňŨenie z wykorzystaniem 

ŮPAR = 75 100 M-1 × cm-1 (363) wedğug wzoru: ὧ ὓ
 

ὢ, gdzie c to stňŨenie 

Zn2+ w próbce, A492nm to wartoŜĺ absorbcji przy 492 nm, 75 100 to molowy wsp·ğczynnik 
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absorpcji dla PAR, a X oznacza rozcieŒczenie biağka w kuwecie. Otrzymane stňŨenie 

jonów Zn2+ dzielono przez stňŨenie biağka w pr·bce, uzyskujŃc w rezultacie iloŜĺ jon·w 

Zn2+ zwiŃzanŃ do metalotioneiny. 

3.3.3.4. Ustalanie pozornej stağej pKaô reszt cysteinowych 

Pomiary wykonywano w kwarcowych kuwetach o wymiarach 

10 × 10 mm, z mieszaniem. Wykonywano pomiary peğnego spektrum UV-Vis w zakresie 

205-300 nm, co 1 nm, z szybkoŜciŃ skanowania 200 nm/min, uŨywajŃc 

2 nm jako szerokoŜĺ pasma. W celu ustalenia pozornej stağej pKaô reszt cysteinowych, 

w kuwecie umieszczano wodň MQ, zawierajŃcŃ 0,1 M NaClO4, z takim dodatkiem 

HCl, aby pH roztworu byğo bliskie 2,0. Nastňpnie dodawano oŜmiokrotny molowy 

nadmiar ZnSO4 nad tioneinŃ, oraz 2 µM tioneinň. Roztw·r miareczkowano dodajŃc 

porcjami 0,1 M roztwór NaOH, monitorujŃc w trybie rzeczywistym zmiany 

pH oraz absorbancjň, aŨ do wartoŜci pH bliskiej 7,5-8. Do dalszej analizy wykorzystano 

wartoŜci absorbcji przy dğugoŜci fali 220 nm, kt·re dopasowywano do funkcji Hilla, 

otrzymujŃc wsp·ğczynnik Hilla, odpowiadajŃcy pozornej stağej pKaô reszt cysteinowych. 

3.3.3.5. Pomiar kinetyki utleniania reszt cysteinowych z wykorzystaniem DTNB 

Pomiary wykonywano w jednorazowych kuwetach polistyrenowych o wymiarach 

10 × 10 mm, z mieszaniem. W koŒcowej objňtoŜci 2 ml, do 1 µM DTNB rozpuszczonego 

w 50 mM HEPES, 0,1 M NaCl, pH 7,4, dodawano w peğni wysyconŃ metalotioneinň 

(MT) w molowym stosunku 1:1. Pomiar absorpcji dokonywano przy dğugoŜci 

fali 412 nm w trybie kinetycznym, aŨ do otrzymania plateau. OtrzymanŃ krzywŃ 

dopasowywano do funkcji eskponencjalnej (OriginLab), otrzymujŃc tym samym 

obserwowanŃ stağŃ utleniania (kobsd). Pomiary kinetyki z wykorzystaniem innych 

zwiŃzk·w utleniajŃcych, jak ATP, tr·jfosforan, oraz NTA, zostağy wykonane 

przez mgr Karolinň Mosnň ï w tym celu do reakcji dodawano dodatkowo odpowiedni 

zwiŃzek utleniajŃcy o stňŨeniu 1 mM. 
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3.3.3.6. Badanie transferu jonów Zn2+ 

3.3.3.6.1.  Transfer Zn2+ z metalotionein do PAR 

Pomiary wykonywano w jednorazowych kuwetach polistryenowych o wymiarach 

10 × 10 mm, z mieszaniem. W koŒcowej objňtoŜci 2 ml, do 200 µM PAR rozpuszczonego 

w 50 mM HEPES, 0,1 M NaCl, pH 7,4, dodawano 1 µM w peğni wysyconŃ metalotioneinň 

(MT). Do roztworu dodawano r·wnieŨ 500 µM TCEP. Pomiar obserwowano 

przy dğugoŜci fali 492 nm w trybie kinetycznym, aŨ do otrzymania plateau. Przeliczenie 

wartoŜci absorbancji  w punkcie wypğaszczenia krzywej kinetycznej, z wykorzystaniem 

molowego wsp·ğczynnika absorbcji dla PAR (ŮPAR = 75 100 M-1 × cm-1 ((363), 3.3.3.3.2), 

pozwoliğo na obliczenie stňŨenia cynku obecnego w pr·bce. WartoŜĺ ta podzielona 

przez stňŨenie metalotioneiny w pr·bce, odpowiada iloŜci przetransferowanych 

r·wnowaŨnik·w jonów Zn2+. 

3.3.3.6.2.  Transfer Zn2+ z metalotionein do dehydrogenazy sorbitolu (SDH)  

3.3.3.6.2.1. Uzyskanie dehydrogenazy sorbitolu pozbawionej jonów Zn2+ (apo-SDH) 

Dehydrogenaza sorbitolu (SDH) dostarczana jest w formie aktywnej, co oznacza, 

iŨ zawiera ona jon Zn2+. W celu usuniňcia jonów Zn2+ z enzymu, liofilizowane biağko 

rozpuszczano w 10 mM fosforanie potasu o pH 7,2, zawierajŃcym 10 mM kwas 

dipikolinowy i inkubowano przez noc w 4°C. Nastňpnie, aby pozbyĺ siň z roztworu 

enzymu dodanego chelatora, uŨywajŃc system do zagňszczania Amicon 

Ultra-4, wymieniono bufor w roztworze biağka na 10 mM fosforan potasu, pH 7,2 (152). 

StňŨenie otrzymanego enzymu zmierzono z uŨyciem NanoDrop i potwierdzono 

poprzez miareczkowanie go cynkiem, monitorujŃc jego aktywnoŜĺ 

spektrofotometrycznie, jak opisano w punktach poniŨej. Nazwa apo-SDH odpowiada 

dalej dehydrogenazie sorbitolu pozbawionej jonów Zn2+, a wiňc pozbawionej aktywnoŜci 

enzymatycznej. 
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3.3.3.6.3. Test aktywnoŜci SDH i badanie transferu jon·w Zn2+ 

Pomiary wykonywano w kwarcowych kuwetach o wymiarach 

10 × 10 mm, z mieszaniem. W koŒcowej objňtoŜci 2 ml, 20 nM apo-SDH inkubowano 

przez 3 minuty z 0,1 M D-fruktozŃ w 20 mM HEPES, 0,1 M NaCl, pH 7,4, z dodatkiem 

100 µM TCEP i ewentualnym molowym r·wnowaŨnikiem ZnSO4. Do takiej mieszaniny 

dodawano 125 µM NADH i w trybie kinetycznym obserwowano spadek wartoŜci 

absorbancji przy dğugoŜci fali 340 nm, odpowiadajŃcy utlenianiu NADH na skutek 

przemiany D-fruktozy do D-sorbitolu. Tempo spadku reakcji obliczono, uŨywajŃc 

programu do analizy danych spektralnych Spectra Analysis (Jasco), które bazuje 

na liniowej pseudopierwszorzňdowej reakcji. W przypadku pomiar·w z metalotioneinŃ, 

próbkň zawierajŃcŃ 20 mM apo-SDH, 100 µM D-fruktozň, 100 ÕM TCEP, 

oraz 20 nM metalotioneinň, inkubowano w r·Ũnych odstňpach czasowych 

od 0 do 90 minut. Nastňpnie po upğyniňciu okreŜlonego czasu, w celu rozpoczňcia reakcji, 

do mieszaniny dodawano 20 µM NADH i obserwowano tempo reakcji. Nachylenie 

krzywej por·wnywano pomiňdzy r·Ũnymi metalotioneinami, przyjmujŃc nachylenie 

reakcji apo-SDH z maksymalnŃ iloŜciŃ dodanych molowych r·wnowaŨnik·w, ponad 

kt·rŃ r·Ũnice nie byğy juŨ obserwowalne, jako 100% aktywnoŜĺ enzymu. 

3.3.4. Pomiary spektrofluorymetryczne 

Wszystkie pomiary wykonano w 25°C z wykorzystaniem spektrofluorymetru 

Fluoromax-4 (Horiba Scientific, USA) z kontrolŃ temperatury 350B (Newport, USA). 

Do pomiar·w z uŨyciem ZnAF-2F uŨyto fali wzbudzenia ɚwzbudzenie = 492 nm oraz fali 

emisji ɚemisja = 516 nm (79). W przypadku pomiar·w aktywnoŜci PTP1B, wykorzystano 

falň wzbudzenia ɚwzbudzenie = 328 nm oraz fali emisji ɚemisja = 395 nm. Sygnağ emisji 

zbierano przy szczelinach o dğugoŜci i szerokoŜci 1 nm.  
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3.3.4.1. Badanie transferu Zn2+ z wykorzystaniem pomiarów 

spektrofluorymetrycznych 

3.3.4.1.1. Transfer Zn2+ z metalotionein do ZnAF-2F 

Pomiary wykonywano w jednorazowych kuwetach polistryenowych o wymiarach 

10 × 10 mm, z mieszaniem. W kuwecie umieszczono odpowiedniŃ iloŜĺ buforu 

20 mM HEPES, 0,1 M NaClO4, pH 7,4, oraz 500 µM TCEP, po czym dodano 

1 µM ZnAF-2F i zmierzono fluorescencjň w punkcie (F0). Nastňpnie, do kuwety dodano 

1 µM MT i pomiar monitorowano w trybie kinetycznym przez 90 minut (F90ô). Po tym 

czasie, do kuwety dodano 3 µl 50 mM ZnSO4 i ponownie zmierzono fluorescencjň 

w punkcie (Fmaks). Nastňpnie, do tej samej kuwety dodano 1 µl 0,5 M EDTA, po czym 

zmierzono fluorescencjň w punkcie (F0). WartoŜĺ jednego przetransferowanego 

r·wnowaŨnika Zn2+ por·wnywano do referencyjnej pr·bki, zawierajŃcej stňŨenie 

ZnSO4 odpowiadajŃce jednemu molowemu ekwiwalentowi jonu 

Zn2+, lecz niezawierajŃcej biağka. 

3.3.4.1.2.  Transfer Zn2+ z metalotionein do biağkowej fosfatazy  

tyrozynowej 1B (PTP1B) 

Pomiary wykonywano w kwarcowych kuwetach o wymiarach 

10 × 10 mm, z mieszaniem. Dostarczony enzym zawierağ EDTA. W celu usuniňcia 

EDTA, bufor wymieniono na 20 mM HEPES, 0,1 M NaCl, pH 7,2, uŨywajŃc 

do tego celu systemu do zagňszczania Amicon Ultra-4 (pr·g masy czŃsteczkowej 

- 10 kDa). StňŨenie enzymu okreŜlono poprzez pomiar z uŨyciem NanoDrop 

przy 280 nm uŨywajŃc wsp·ğczynnika Ů = 46 410 M-1 × cm-1 okreŜlonego na podstawie 

sekwencji biağka (Expasy, ProtParam). Test aktywnoŜci biağkowej fosfatazy tyrozynowej 

1B (PTP1B) przeprowadzono opierajŃc siň na zmodyfikowanym protokole (152). 

Wszystkie pomiary wykonywano w 20 mM HEPES, 0,1M NaCl, 0,01 (v/v) Triton, 

pH 7,4. Aby zmierzyĺ maksymalnŃ aktywnoŜĺ enzymu, pr·bkň zawierajŃcŃ 

40 nM PTP1B oraz 100 µM TCEP, inkubowano przez 7 minut w 25°C. W tym samym 

czasie zmierzono fluorescencjň mieszaniny zawierajŃcej 1 µM ufosforylowany substrat 
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dla PTP1B oraz 0,0005% (w/v) chymotrypsynň. Nastňpnie do owej mieszaniny dodano 

roztw·r inkubowanego wczeŜniej enzymu, a reakcjň monitorowano w trybie kinetycznym 

przez 10 minut. Z otrzymanej krzywej wybierano poczŃtkowy liniowy fragment, 

a wartoŜĺ nachylenia liniowej krzywej ustalano jako 100% aktywnoŜci enzymu. 

Aby zmierzyĺ minimalnŃ aktywnoŜĺ, 40 nM PTP1B inkubowano z 40 nM ZnSO4 przez 

7 minut w 25ÁC. W tym samym czasie zmierzono fluorescencjň mieszaniny zawierajŃcej 

1 µM ufosforylowany substrat dla PTP1B oraz 0,0005% (w/v) chymotrypsynň. 

Mieszaninň zawierajŃcŃ enzym dodano do kuwety, i monitorowano reakcjň w trybie 

kinetycznym. Z otrzymanej krzywej wybierano poczŃtkowy liniowy fragment, 

a wartoŜĺ nachylenia liniowej krzywej przeliczano na wartoŜci procentowe, przyjmujŃc 

wartoŜĺ nachylenia krzywej uzyskanej dla maksymalnej aktywnoŜci enzymu jako 

100%. Aby zmierzyĺ transfer Zn2+, 2,5 nM PTP1B inkubowano z 2,5 nM MT przez 

90 minut w 25ÁC. Po tym czasie przygotowano mieszaninň zawierajŃcej 

1 µM ufosforylowany substrat dla PTP1B oraz 0,0005% (w/v) chymotrypsynň, 

kt·rej fluorescencjň zmierzono na aparacie. Mieszaninň zawierajŃcŃ enzym 

oraz metalotioneinň dodano do kuwety i pomiar monitorowano w trybie kinetycznym. 

Z otrzymanej krzywej wybierano poczŃtkowy liniowy fragment, a wartoŜĺ nachylenia 

liniowej krzywej przeliczano na wartoŜci procentowe, przyjmujŃc wartoŜĺ nachylenia 

krzywej uzyskanej dla maksymalnej aktywnoŜci enzymu jako 100%. 

3.3.4.2. OkreŜlanie miejsc wiŃzania Zn2+ w metalotioneinach o mocnym 

i umiarkowanym powinowactwie 

Do 0,5 µM tioneiny (T) oraz 3,5 µM ZnAF-2F dodawano 0,5-13 molowych 

r·wnowaŨnik·w ZnSO4, po czym mieszaninň inkubowano przez 90 minut w ciemnoŜci. 

Po tym czasie zmierzono fluorescencjň (F90ô). MaksymalnŃ fluorescencjň uzyskano 

dodajŃc do pr·bki 3 µl 50 mM ZnSO4 (Fmaks), a minimalnŃ, dodajŃc 

1 µl 0,5 M EDTA (Fmin). StňŨenie wolnego cynku obliczono wedğug 

Równania 2, uŨywajŃc do obliczeŒ ujemny logarytm ze stağej dysocjacji 

kompleksu Zn2+ ze zwiŃzkiem ZnAF-2F (pKd
ZnAF-2F). 

Wykresy zaleŨnoŜci -log[Zn2+]wolny w funkcji stosunku molowego Zn2+/T zostağy 

zanalizowane za pomocŃ oprogramowania HySS (365), wprowadzajŃc rňcznie 
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do programu wartoŜĺ stağej dysocjacji kompleksu Zn-ZnAF-2F (Kd = 1,26 × 10ī9) oraz 

obliczone stňŨenia. Ze wzglňdu na r·Ũny stosunek Zn2+/T, obliczone stňŨenia wolnych 

jonów Zn2+ byğy zmieniane dla kaŨdego punktu, przy zachowaniu stağej kompleksu. 

Nastňpnie rňcznie udoskonalano wartoŜci Kd miejsc mocnych i umiarkowanych tak, 

aby dopasowaĺ wyliczone wartoŜci -log[Zn2+]wolny przez program HySS z punktami 

pomiarowymi, wykorzystujŃc stağŃ dysocjacji dla sğabego miejsca wiŃzania (sğabych 

miejsc wiŃzania) wyznaczonŃ w kolejnym eksperymencie z holo-formŃ z duŨŃ 

dokğadnoŜciŃ. Linia czerwona obecna na wykresach nie jest dopasowaniem danych 

do funkcji, ale poğŃczeniem ze sobŃ wyliczonych wartoŜci pZn. Takie podejŜcie 

stosowano juŨ w badaniach nad ludzkŃ izoformŃ MT2 (223). 

ÌÏÇ:Î Ðὑ
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Równanie 2. R·wnanie uŨyte do obliczenia ujemnego logarytmu ze stňŨenia wolnych jon·w Zn2+ 

w celu okreŜlenia powinowactwa wiŃzania Zn2+ dla miejsc wiŃzania o relatywnie wysokim 

powinowactwie (223). 

3.3.4.3. OkreŜlanie miejsc wiŃzania Zn2+ w metalotioneinach o sğabym 

powinowactwie 

W kuwetach umieszczono wzrastajŃce stňŨenie ZnAF-2F: 0,05-5 µM, dla kaŨdej 

z nich mierzŃc wartoŜĺ fluorescencji w punkcie (F0). Do kaŨdej pr·bki dodawano 

0,5 µM w peğni wysyconŃ MT, po czym inkubowano je w ciemnoŜci przez 90 minut 

i zmierzono ich fluorescencjň w punkcie (F90ô). MaksymalnŃ fluorescencjň uzyskano 

dodajŃc do pr·bki 3 µl 50 mM ZnSO4 (Fmaks), a minimalnŃ, dodajŃc 

1 µl 0,5 M EDTA (Fmin). W eksperymencie uwzglňdniono r·wnieŨ kontrole utleniania. 

W tym celu, dla kaŨdego biağka wykonano dwa dodatkowe pomiary, do których 

przed inkubacjŃ dodawano 50 µM DTNB lub NPSC, uznajŃc uzyskanŃ wartoŜĺ 

fluorescencji jako wartoŜĺ dla maksymalnego wysycenia biağka jonami Zn2+. WartoŜci 

Fô90ô oraz Fômaks obliczono poprzez kolejno odjňcie wartoŜci F0 oraz dodanie wartoŜci 

Fmaks. StňŨenie wolnego Zn2+ obliczono wedğug Równania 3, uŨywajŃc do obliczeŒ 
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ujemny logarytm ze stağej dysocjacji kompleksu Zn2+ ze zwiŃzkiem 

ZnAF-2F (pKd
ZnAF-2F). 

ÌÏÇ:Î Ðὑ
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Równanie 3. Równanie uŨyte do obliczenia ujemnego logarytmu ze stňŨenia wolnych 

jonów Zn2+ ( ÌÏÇ :Î ) w celu okreŜlenia powinowactwa dla sğabych miejsc 

wiŃzania Zn2+ (223). 

3.3.4.4. Buforowanie stňŨenia jon·w Zn2+ przez metalotioneiny 

W kuwecie umieszczono r·wnomolowŃ mieszaninň odpowiednich izoform 

metalotionein, w koŒcowym stňŨeniu 0,5 µM, oraz 1,5 µM ZnAF-2F. MaksymalnŃ 

fluorescencjň uzyskano dodajŃc do pr·bki 3 µl 50 mM ZnSO4 (Fmaks), a minimalnŃ, 

dodajŃc 1 µl 0,5 M EDTA (Fmin). R·Ũne zmetalizowane stany o stosunku molowym 

Zn:T: 4:1, 5:1, 6:1, oraz 7:1, uzyskano poprzez wysycanie tioneiny odpowiedniŃ iloŜciŃ 

molowych r·wnowaŨnik·w ZnSO4. Ujemny logarytm ze stňŨenia wolnych jon·w 

Zn2+ obliczono wedğug Równania 2. 

3.3.5. Pomiary spektrometrii mas (ESI-MS) 

Pomiary ESI-MS, w celu okreŜlenia masy molekularnej tioneiny, wykonywano 

w mieszaninie woda/metanol/kwas mrówkowy (50/50/0,1). Pomiary, w celu zbadania 

iloŜci zwiŃzanych jon·w Zn2+ przez metalotioneiny, wykonywano w 500 mM octanie 

amonu pH 7,4. Przed pomiarem 20 µM tioneinň inkubowano z 0-10 molowymi 

r·wnowaŨnikami octanu cynku przez 3 minuty w 25°C, po czym pr·bkň 

nastrzykiwano w celu pomiaru widma. Wszystkie uŨyte odczynniki byğy dedykowane 

do pomiar·w spektrometrii mas i charakteryzowağy siň wysokŃ klasŃ czystoŜci 

analitycznej (MS-grade). 
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4. Wyniki  

4.1. Izoformy ludzki ej metalotioneiny (MT)  

Wybrane plazmidy pTYB21 oraz kompatybilny mu system IMPACT (New England 

Biolabs) zostağy wybrane w celu produkcji biağka bez dodatkowych reszt 

aminokwasowych w systemie bakteryjnym (366). W owym systemie wykorzystywana 

jest chromatografia powinowactwa polegajŃca na oddziağywaniu pomiňdzy metkŃ biağka 

ï inteinŃ, kodowanŃ wraz z domenŃ wiŃŨŃcŃ chitynň w plazmidzie pTYB21, a zğoŨem 

chitynowym (367). Odcinanie inteiny od docelowego biağka odbywa siň w wyniku 

dodania do zğoŨa zwiŃzku redukujŃcego ï DTT (368). Brak jest ciňcia enzymatycznego, 

w wyniku kt·rego czňsto biağko posiada dodatkowe aminokwasy. Plazmidy 

zaprojektowano tak, aby metalotioneiny znajdowağy siň na C-koŒcu inteiny. 

4.1.1.  Otrzymywanie izoform ludzkich metalotionein 

Proces produkcji i oczyszczania izoform ludzkich metalotionein zostağ 

zoptymalizowany przez dr. Adama Pomorskiego oraz dr Agnieszkň Drozd. Protok·ğ 

z wszelkimi wprowadzonymi zmianami zostağ szczeg·ğowo opisany w rozdziale 

3.3.2. Pierwszym krokiem w celu weryfikacji poprawnoŜci procesu produkcji 

i oczyszczania byğo oczyszczanie tioneiny. UzyskanŃ z wstňpnego etapu produkcji 

i oczyszczania tioneinň, oczyszczano metodŃ sŃczenia molekularnego 

w 10 mM HCl (Rycina 14 B). Rozdziağ monitorowano przy kilku dğugoŜciach fal. 

Z uwagi na brak w sekwencji izoform ludzkich metalotionein aminokwasów 

aromatycznych, 280 nm nie umoŨliwia Ŝledzenia sygnağu im odpowiadajŃcego. 

W tym celu stosowane sŃ dğugoŜci fal 215 nm oraz 220 nm, odpowiadajŃce kolejno 

zmianom absorbancji w wyniku transferu gňstoŜci elektronowej pomiňdzy siarkŃ reszty 

tiolowej a Zn2+, oraz absorbcji wiŃzania peptydowego. Co wiňcej, stosunek wartoŜci 

absorbancji dla dğugoŜci fali 215 nm oraz 220 nm pozwala takŨe zweryfikowaĺ formň 

otrzymanego biağka. WyŨsza wartoŜĺ absorbancji przy dğugoŜci fali 215 nm odpowiada 

tioneinie (apo-forma), natomiast wyŨsza wartoŜĺ przy dğugoŜci 220 nm oznacza 
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otrzymanie wysyconej formy metalotioneiny (holo-forma). Pomiar przy 280 nm pozwala 

na weryfikacjň zanieczyszczeŒ metalotioneiny inteinŃ oraz utlenionŃ formŃ DTT. 

Rycina 14 B przedstawia wyraŦny wysoki pik dla metalotioneiny w koŒcowej objňtoŜci 

kolumny, po kt·rym nastňpujŃ dwa kolejne odpowiadajŃce kolejno zredukowanej 

i utlenionej formie pozostağego w procesie wstňpnego oczyszczania DTT. LiniŃ 

przerywanŃ oznaczono zakres zbieranych frakcji elucyjnych. Uzyskane w ten sposób 

tioneiny weryfikowano nastňpnie pod wzglňdem masy molowej oraz homogenicznoŜci 

(ESI-MS). Wyniki zebrane w Tabeli 13 zestawione z wartoŜciami teoretycznymi, 

potwierdzajŃ poprawnoŜĺ uzyskanych tionein izoform ludzkich metalotionein. 

Przykğadowe widmo masowe izoformy MT1G przedstawiono na Rycinie 14 A. 

Prawidğowa masa pozwalağa na wykorzystanie tioneiny w dalszych eksperymentach 

wymagajŃcych apo-formy biağka (pozbawionej jonów metali), lub tioneinň 

rekostytuowano w celu otrzymania holo-formy. Proces rekonstytucji opisano 

szczeg·ğowo w rozdziale 3.3.2.3. W celu unikniňcia moŨliwoŜci utleniania siň reszt 

cysteinowych, co mogğoby wpğynŃĺ na iloŜĺ zwiŃzanych jon·w Zn2+, proces rekostytucji 

przeprowadzano w obecnoŜci zwiŃzku redukujŃcego TCEP.  

Ostatnim etapem otrzymywania metalotionein byğo oczyszczanie metodŃ sŃczenia 

molekularnego w 20 mM Tris-HCl pH 8,7. Przykğadowy chromatogram przedstawiono 

na Rycinie 14 C. LiniŃ przerywanŃ oznaczono zebrane frakcje. Wybrany zakres 

odpowiada homogennej pod wzglňdem zawartoŜci jon·w metalotioneinie. Frakcje 

po lewej i prawej stronie od zebranych wykazywağy wysoce zr·Ũnicowane iloŜci jon·w 

Zn2+, co negatywnie wpğynňğoby na jakoŜĺ p·Ŧniejszych analiz. Co wiňcej, 

nie sŃ widoczne piki dla DTT, co oznacza, iŨ skutecznie zostağ on usuniňty w poprzednich 

etapach oczyszczania. Otrzymane w ten sposób w metalotioneiny zweryfikowano 

pod kŃtem wiŃzanych jon·w Zn2+ w pomiarze kinetycznym ze zwiŃzkiem 

PAR. Otrzymane wartoŜci, podzielone przez stňŨenie otrzymanych izoform ludzkich 

metalotionein oznaczone z DTNB, pozwoliğy na okreŜlenie iloŜci zwiŃzanych 

jonów Zn2+ (Tabela 14). Wszystkie izoformy ludzkich MT wykazywağy 

siedem zwiŃzanych jon·w Zn2+. Tak otrzymane metalotioneiny zagňszczano i uŨywano 

do eksperyment·w wymagajŃcych w peğni wysyconego biağka, lub przechowywano 

w -80°C. 
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Rycina 14. Otrzymywanie metalotionein na przykğadzie izoformy MT1G. A) Weryfikacja masy 

molowej otrzymanej izoformy - widmo masowe tioneiny zmierzone w 500 mM octanie amonu, 

pH 7,4 B) Chromatogram z oczyszczania tioneiny w 10 mM HCl metodŃ chromatografii Ũelowej 

C) Chromatogram z oczyszczania metalotioneiny w 20 mM Tris-HCl pH 8,7 metodŃ 

chromatografii Ũelowej. StrzağkŃ zaznaczono pik odpowiadajŃcy oczyszczanej izoformie. LiniŃ 

przerywanŃ zaznaczono zakres zbieranych frakcji. Oczyszczanie metodŃ chromatografii Ũelowej 

monitorowano przy trzech dğugoŜciach fal: 215 nm, 220 nm, 280 nm. 
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Tabela 13. średnia masa molowa tionein izoform ludzkich uzyskanych po etapie oczyszczania 

metodŃ sŃczenia molekularnego w 10 mM HCl pH 2,0. Masa teoretyczna przedstawia masň 

okreŜlonŃ na podstawie sekwencji aminokwasowej, wartoŜci uzyskane dziňki programowi 

ProtParam (369). Masa eksperymentalna zostağa okreŜlona w wyniku analizy danych z uŨyciem 

oprogramowania MaxEntropy (Bruker, Germany). 

Izoforma Masa teoretyczna (Da) Masa eksperymentalna (Da) 

MT1A 6120,29 6118,31 

MT1B 6115,32 6112,24 

MT1E 6014,15 6013,54 

MT1F 6086,22 6085,62 

MT1G 6141,34 6140,32 

MT1H 6039,25 6037,35 

MT1M(K) 6110,24 6110,31 

MT1X 6068,25 6067,45 

MT2 6042,16 6040,21 

MT3 6926,97 6925,50 

MT4 6418,75 6417,52 

Tabela 14. StňŨenie holo-formy metalotionein uzyskanych w koŒcowym etapie oczyszczania 

(z pomiaru DTNB) oraz liczba wiŃzanych przez nie jon·w Zn2+ (z pomiaru PAR).  

Izoforma StňŨenie MT (µM)  Liczba wiŃzanych jon·w Zn2+ 

MT1A 980 7,0 

MT1B 1817 6,9 

MT1E 570 7,1 

MT1F 1190 7,1 

MT1G 963 7,5 

MT1H 1250 6,9 

MT1M(K) 1230 7,0 

MT1X 1754 7,0 

MT2 935 6,7 

MT3 1203 7,0 

MT4 733 6,8 
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4.1.2. OkreŜlanie molowych wsp·ğczynników absorpcji tionein oraz metalotionein 

Ze wzglňdu na brak w sekwencji aminokwas·w aromatycznych, proces okreŜlania 

stňŨenia zar·wno tionein, jak i metalotionein, jest wysoce problematyczny. Pomimo braku 

sygnağu przy dğugoŜci fali 280 nm, kaŨde biağko posiada r·wnieŨ charakterystycznŃ 

absorbancjň przy dğugoŜci fali 220 nm, odpowiadajŃcej absorpcji wiŃzania peptydowego. 

Co wiňcej, r·wnieŨ w tym zakresie wystňpuje maksimum dla transferu gňstoŜci 

elektronowej z donora siarkowego na jon Zn2+. Obie te wartoŜci mogŃ byĺ wykorzystane 

do okreŜlenia molowego wsp·ğczynnika absorpcji (Ů). WykorzystujŃc prawo 

Lamberta-Beera, obliczono wartoŜci molowych wsp·ğczynnik·w absorpcji 

dla apo-form i holo-form metalotionein, o okreŜlonym wczeŜniej stňŨeniu z DTNB. Jako 

wartoŜci absorbancji przyjňto do obliczeŒ sygnağ przy dğugoŜci fali 220 nm. Uzyskane 

wartoŜci zebrano w Tabeli 15. 

Tabela 15. Molowe wsp·ğczynniki absorpcji dla tioneiny (T) oraz w peğni wysyconej jonami 

Zn2+ metalotioneiny (MT) okreŜlone w temperaturze pokojowej dla dğugoŜci fali 

ɚ = 220 nm. Wsp·ğczynniki dla tioneiny okreŜlono w 10 mM HCl, pH 2,0; natomiast 

dla metalotioneiny, w 50 mM buforze boranowym z dodatkiem 0,1 M NaClO4, pH 7,4. 

Izoforma e220 × 10-3 dla T (M -1 × cm-1) e220 × 10-3 dla MT  (M -1 × cm-1) 

MT1A 55 ± 3 139 ± 2 

MT1B 62 ± 2 142 ± 1 

MT1E 52 ± 3 154 ± 5 

MT1F 48 ± 3 149 ± 3 

MT1G 51 ± 3 143 ± 2 

MT1H 50 ± 3 152 ± 1 

MT1M(K) 56 ± 3 146 ± 3 

MT1X 63 ± 4 153 ± 4 

MT2 47 ± 3 141 ± 3 

MT3 63 ± 5 118 ± 1 

MT4 62 ± 3 153 ± 4 
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4.1.3.  Stechiometria wiŃzania jon·w Zn2+ 

JednŃ z podstawowych metod do okreŜlania wğaŜciwoŜci biofizykochemicznych 

metalotionein jest badanie stechiometrii wiŃzania jon·w metali. Niestety, cynk 

nie jest najlepszym metalem do badaŒ spektrofotometrycznych ze wzglňdu na brak pasm 

d-d za sprawŃ w peğni wysyconych elektronami orbitali d (d10) (370). JednakŨe dziňki 

zjawisku przeniesienia ğadunku z liganda na metal (LMCT), moŨliwa jest analiza transferu 

pomiňdzy donorem w postaci siarki grupy tiolowej -SH w reszcie cysteinowej 

metalotioneiny, a cynkiem ï maksimum absorpcji przypada na dğugoŜĺ fali 

~220 nm. Podobnie jest w przypadku jonów kadmu, których charakterystyczne 

maksimum LMCT wystňpuje przy dğugoŜci fali ~240 nm, jednakŨe zmiany absorbancji 

sŃ w przypadku tego metalu wyraŦniejsze. Wzrost absorbancji wystňpuje aŨ do momentu 

wysycenia biağka metalem. 

W celu okreŜlenia stechiometrii wiŃzania jon·w Zn2+, 0,5 µM tioneiny 

miareczkowano 0-14 molowymi r·wnowaŨnikami ZnSO4, jak opisano szczeg·ğowo 

w podrozdziale 3.3.3.3.1. Miareczkowania przeprowadzano w obecnoŜci zwiŃzku 

redukujŃcego 100 µM TCEP (dziesiňciokrotny molowy nadmiar nad stňŨeniem cystein), 

jednakŨe jego absorbancja w zakresie bliskiego UV uniemoŨliwia uŨycie wyŨszego 

stňŨenia. Peğne widma (po odjňciu wartoŜci absorbancji dla TCEP), oraz r·Ũnice 

w absorpcji przy 220 nm przedstawiono na Rycinie 15. Wewnňtrzne wykresy 

przedstawiajŃce r·Ũnice w absorpcji pozwalajŃ na lepszy wglŃd w r·Ũnice energii 

w wiŃzaniu kolejnych jon·w Zn2+. WyraŦne zmiany widoczne sŃ przy pierwszych 

dodanych r·wnowaŨnikach, natomiast przy ostatnich zmiany sŃ minimalne, 

a krzywa przybiera obğy ksztağt. Brak zmian wystňpuje dla wszystkich izoform przy okoğo 

6,0-6,5 molowych r·wnowaŨnikach ZnSO4, z wyjŃtkiem izoformy MT4, dla której brak 

zmian wystňpuje juŨ przy okoğo 5,0-5,5 molowych r·wnowaŨnikach Zn2+. 

106:41414



106 

 

Rycina 15. Miareczkowanie spektrofotometryczne tionein izoform ludzkich metalotionein jonami 

Zn2+ w zakresie UV w 50 mM buforze boranowym, 0,1 M NaClO4, pH 7,4 w obecnoŜci 

100 µM TCEP. Wewnňtrzne grafy przedstawiajŃ r·Ũnice w absorpcji przy 220 nm. 

0,05
0 3 6 9 12

0,00

0,02

0,04

0,06

0 3 6 9 12

0,00

0,02

0,04

0 3 6 9 12

0,00

0,02

0,04

0,06

0,05
0 3 6 9 12

0,00

0,02

0,04

0,06

0 3 6 9 12

0,00

0,02

0,04

0,06

0 3 6 9 12

0,00

0,02

0,04

0,06

0,05
0 3 6 9 12

0,00

0,02

0,04

0,06

0 3 6 9 12

0,00

0,02

0,04

0,06

220 240

0 3 6 9 12

0,00

0,02

0,04

0,06

220 240

0,05
0 3 6 9 12

0,00

0,02

0,04

0,06

220 240

0 3 6 9 12

0,00

0,02

0,04

MT1M(K)

MT1G MT1H

MT1A

MT1F

D
A

2
2
0

Zn2+/T

MT1EMT1B

D
A

2
2
0

Zn2+/T

D
A

2
2
0

Zn2+/T

A

D
A

2
2
0

Zn2+/T
D

A
2
2
0

Zn2+/T

D
A

2
2
0

Zn2+/T

D
A

2
2
0

Zn2+/T

MT1X

D
A

2
2
0

Zn2+/T

MT4

MT2

MT3

D
A

2
2
0

Zn2+/T

D
A

2
2
0

Zn2+/T

l (nm)

D
A

2
2
0

Zn2+/T

107:41450



107 

Z uwagi na gğňbokŃ historiň powiŃzaŒ metalotionein z kadmem, oraz podobieŒstwa 

dotychczas zaobserwowane w wiŃzaniu siň Cd2+ i Zn2+ do metalotionein, zdecydowano 

siň na miareczkowanie tioneiny r·wnieŨ jonami Cd2+. Co wiňcej, uzyskane 

z tego eksperymentu wyniki pozwolŃ na por·wnanie z wartoŜciami literaturowymi, 

w kt·rych gğ·wnie stosowano Cd2+, czňsto pomijajŃc Zn2+. Zastosowano takie same 

warunki, jak w przypadku miareczkowania tioneiny jonami Zn2+ co opisano szczeg·ğowo 

w podrozdziale 3.3.3.3.1. Peğne widma (po odjňciu wartoŜci absorbancji dla TCEP), 

oraz r·Ũnice w absorpcji przy 240 nm przedstawiono na Rycinie 16. Wewnňtrzne 

wykresy, przedstawiajŃce r·Ũnice w absorpcji, pozwalajŃ na lepszy wglŃd w r·Ũnice 

energii w wiŃzaniu kolejnych jon·w Cd2+. Zmiany absorbancji sŃ w tym przypadku 

wyraŦniejsze niŨ poprzednio dla jon·w Zn2+. Przy kolejnych dodawanych molowych 

r·wnowaŨnikach metalu, zmiany sŃ coraz mniejsze, jednakŨe krzywa nie przybiera obğego 

ksztağtu. Brak zmian wystňpuje dla wszystkich izoform przy okoğo 6,5-7,0 molowych 

r·wnowaŨnikach CdSO4, z wyjŃtkiem izoformy MT4, dla kt·rej brak zmian wystňpuje 

juŨ przy okoğo 5,5-6,0 molowych r·wnowaŨnikach CdSO4. 
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Rycina 16. Miareczkowanie spektrofotometryczne tionein izoform ludzkich metalotionein jonami 

Cd2+ w zakresie UV w 50 mM buforze boranowym, 0,1 M NaClO4, pH 7,4, w obecnoŜci 

100 µM TCEP. Wewnňtrzne grafy przedstawiajŃ r·Ũnice w absorpcji przy 240 nm. 
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4.1.4.  ReaktywnoŜĺ izoform ludzkich metalotionein 

Z uwagi na wysokŃ zawartoŜĺ reszt cysteinowych, metalotioneiny zawsze uznawane 

byğy za problematyczne biağka w pracy eksperymentalnej. ObecnoŜĺ co najmniej 

20 grup tiolowych powoduje, iŨ metalotioneiny sŃ niezwykle podatne na utlenianie. 

Jednym ze zwiŃzk·w wykorzystywanych do badania reaktywnoŜci reszt cysteinowych 

jest DTNB. Rycina 17 przedstawia porównanie pozornych pseudopierwszorzňdowych 

stağych szybkoŜci utleniania izoform ludzkich metalotionein. Do reakcji dodawano 

r·wnieŨ inne rodzaje zwiŃzk·w utleniajŃcych, jak ATP, tr·jfosforan, 

oraz NTA w stňŨeniu 1 mM. Eksperyment zostağ wykonany przez mgr Karolinň Mosnň 

i wyniki zostağy umieszczone w pracy doktorskiej, by umoŨliwiĺ peğniejszŃ analizň r·Ũnic 

w reaktywnoŜci MT. Uzyskane wartoŜci zostağy zebrane w Tabeli 16. NajniŨsze wartoŜci 

uzyskano w reakcji z DTNB bez obecnoŜci kompetytora. RosnŃce wartoŜci moŨna 

zaobserwowaĺ dla chelator·w ATP < tr·jfosforan < NTA. WartoŜci stağych w obecnoŜci 

najsilniejszego kompetytora - NTA, sŃ o dwa rzňdy wielkoŜci wiňksze niŨ wartoŜci stağych 

bez Ũadnego kompetytora. Utlenianie cystein zachodziğo najszybciej w przypadku 

izoformy MT1X, natomiast najwolniej dla izoform MT3 oraz MT4. 

 

Rycina 17. Porównanie pozornych pseudopierwszorzňdowych stağych szybkoŜci utleniania 

izoform ludzkich metalotionein w obecnoŜci r·Ũnych kompetytor·w. Eksperyment wykonano 

w molowym stosunku MT do DTNB 1:1, w 20 mM HEPES, 0,1 M NaCl, pH 7,4. W przypadku 

kompetytora, dodawano go w stňŨeniu r·wnym 1 mM.  
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Tabela 16. Pozorne pseudopierwszorzňdowe stağe szybkoŜci utleniania izoform ludzkich 

metalotionein z wykorzystaniem DTNB. Pierwsza kolumna zawiera wartoŜci otrzymane 

bez obecnoŜci kompetytora. Kolejne kolumny przedstawiajŃ wartoŜci otrzymane w wyniku 

dodatku do reakcji 1 mM kompetytora, kolejno: ATP, trójfosforanu, NTA.  

  

 kobsd·10-3 (s-1) 

Izoforma 
Brak 

kompetytora 
ATP trójfosforan  NTA 

MT1A 3,9 ° 0,2 13,6 ° 0,1 48,0 ° 1,1 125 ° 8 

MT1B 6,8 ° 0,1 20,4 ° 0,1 46,5 ° 3,5 97,7 ° 4,2 

MT1E 4,5 ° 0,2 15,4 ° 0,1 38,7 ° 0,9 87,4 ° 2,4 

MT1F 3,9 ° 0,2 7,9 ° 0,5 31,2 ° 0,6 84,4 ° 1,1 

MT1G 3,1 ° 0,1 10,0 ° 1,5 34,1 ° 0,4 93,9 ° 0,3 

MT1H 7,4 ° 0,5 22,0 ° 1,6 55,8 ° 1,9 114 ° 3 

MT1M(K) 3,1 ° 0,1 10,2 ° 0,1 28,1 ° 0,1 82,1 ° 1,7 

MT1X 12,1 ° 0,2 32,2 ° 0,1 72,9 ° 0,3 172 ° 2 

MT2 3,6 ° 0,2 10,8 ° 0,5 33,1 ° 0,7 93,3 ° 0,6 

MT3 2,9 ° 0,2 6,6 ° 0,7 19,0 ° 1,7 55,4 ° 0,5 

MT4 2,0 ° 0,2 5,2 ° 0,2 16,3 ° 0,2 37,4 ° 0,2 
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4.1.5.  Powinowactwo wiŃzania jon·w Zn2+ do izoform ludzkich MT  

4.1.5.1. Wyznaczanie mocnych i umiarkowanych miejsc wiŃzania  

Zn2+ w ludzkich MT  

Metalotioneiny sŃ w stanie wiŃzaĺ siedem jonów Zn2+ z r·Ũnym powinowactwem, 

co zostağo juŨ wczeŜniej pokazane na przykğadzie izoformy MT2. Celem tej czňŜci byğo 

okreŜlenie stağych dysocjacji dla jonów Zn2+ o mocnym i umiarkowanym powinowactwie. 

Byğo to moŨliwe dziňki zastosowaniu fluorescencyjnej sondy chelatujŃcej jony 

Zn2+ - ZnAF-2F o pKd
ZnAF-2F

 = 8,9, wykazujŃcej wysoki wzrost sygnağu po zwiŃzaniu 

jonów Zn2+. Eksperyment oraz analizň danych przeprowadzono jak opisano 

w podrozdziale 3.3.4.2. Stağe stňŨenie 3,5 µM ZnAF-2F jest równe siedmiokrotnemu 

molowemu nadmiarowi chelatora nad 0,5 µM tioneinŃ obecnŃ w eksperymencie. 

Inkubacja w obecnoŜci r·Ũnej iloŜci molowych r·wnowaŨnik·w jon·w Zn2+ powoduje, 

iŨ wiŃŨŃca kolejne jony tioneina wsp·ğzawodniczy o nie z chelatorem 

ZnAF-2F (Rycina 18). Z wykorzystaniem oprogramowania HySS wyznaczono 

powinowactwo mocnych i umiarkowanych miejsc wiŃzania jonów Zn2+ do kaŨdej 

z izoform ludzkich metalotionein (Rycina 19). Otrzymane wartoŜci zebrano w Tabeli 17. 
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Rycina 18. Miareczkowanie 0,5 µM tionein 0,5-13 molowymi r·wnowaŨnikami 

ZnSO4 w obecnoŜci 3,5 µM ZnAF-2F oraz 500 µM TCEP w 20 mM HEPES, 0,1 M NaClO4, 

pH 7,4. Dane zaleŨnoŜci intensywnoŜci sygnağu fluorescencji od stosunku molowego jonów 

Zn2+ do tioneiny obecnych w pr·bce przedstawione w skali logarytmicznej (gğ·wny graf) 

oraz liniowej (wewnňtrzny graf). IntensywnoŜĺ fluorescencji przedstawiono jako wartoŜĺ 

znormalizowanŃ.  
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Rycina 19. Miareczkowanie 0,5 µM tionein 0,5-13 molowymi r·wnowaŨnikami 

ZnSO4 w obecnoŜci 3,5 µM ZnAF-2F w 20 mM HEPES, 0,1 M NaClO4, pH 7,4. Dane zaleŨnoŜci 

obliczonych wartoŜci -log[Zn2+]wolny od stosunku molowego jonów Zn2+ do tioneiny obecnych 

w próbce. Czerwona linia nie oznacza dopasowania numerycznego danych do funkcji 

- jest jedynie poğŃczeniem ze sobŃ wyliczonych wartoŜci pZn przy zastosowaniu oprogramowania 

HySS. 
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Tabela 17. WartoŜci -logKd obliczone dla jonów Zn2+ wiŃŨŃcych siň do tioneiny z mocnym 

i umiarkowanym powinowactwem. Numery w indeksie -logKd2-7 odnoszŃ siň do kolejnych jonów 

Zn2+ kolejno dysocjujŃcych od metalobiağka, poczŃwszy od najsğabiej zwiŃzanego jonu. 

Izoforma -logKd7 -logKd6 -logKd5 -logKd4 -logKd3 -logKd2 

MT1A 11,2 11,2 11,2 10,8 10,6 9,4 

MT1B 11,1 11,1 11,1 10,7 9,7 - 

MT1E 11,2 11,2 11,2 11,2 10,4 9,2 

MT1F 11,0 11,0 11,0 11,0 10,6 9,3 

MT1G 11,0 11,0 11,0 11,0 10,2 - 

MT1H 11,0 11,0 11,0 11,0 10,6 9,2 

MT1M(K) 11,1 11,1 11,1 11,1 10,4 - 

MT1X 11,1 11,1 11,1 11,1 10,4 - 

MT2 11,5 11,5 11,5 11,5 10,5 9,4 

MT3 10,8 10,8 10,7 10,4 9,8 - 

MT4 11,1 11,1 11,1 11,1 11,0 10,4 

4.1.5.2. Wyznaczanie sğabych miejsc wiŃzania Zn2+ w ludzkich MT  

WykorzystujŃc sensor ZnAF-2F oraz dobierajŃc inne warunki eksperymentu, moŨna 

obliczyĺ powinowactwo dla sğabych miejsc wiŃzania jonów Zn2+ w metalotioneinach. 

Eksperyment przeprowadzono tak, jak opisano ze szczeg·ğami w podrozdziale 

3.3.4.3. W tym przypadku, uŨyto stağego stňŨenia Zn2+, pochodzŃcego od 0,5 µM w peğni 

wysyconej metalotioneiny, kt·rŃ inkubowano w obecnoŜci r·Ũnych stňŨeŒ zwiŃzku 

ZnAF-2F. Taki dobór warunków pozwoliğ na osiŃgniňcie kompetycji miejsc wiŃzania 

Zn2+ o najsğabszym powinowactwie. IloŜĺ przetransferowanych r·wnowaŨnik·w jonów 

Zn2+ obliczono dziňki zastosowaniu referencyjnych pr·b, uŨywajŃc stňŨenia 

ZnSO4, odpowiadajŃcego kolejnym molowym r·wnowaŨnikom jon·w Zn2+. NajwyŨszy 

poziom transferu otrzymano w przypadku izoformy MT1B, najniŨszy natomiast 

dla izoformy MT4 (Rycina 20). Obliczone wartoŜci -log[Zn2+]wolny dopasowano do funkcji 

Hilla (OriginLab), otrzymujŃc wartoŜĺ powinowactwa dla sğabo zwiŃzanych jonów 

Zn2+ (wewnňtrzne grafy na Rycinie 20, Tabela 18).  
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Rycina 20. IloŜci przetransferowanych równowaŨników jonów Zn2+ uzyskane w wyniku 

miareczkowania 0,5 µM metalotionein 0-5 µM wzrastajŃcym stňŨeniem ZnAF-2F w obecnoŜci 

500 µM TCEP w 20 mM HEPES, 0,1 M NaClO4, pH 7,4. Wewnňtrzne grafy przedstawiajŃ 

zaleŨnoŜĺ iloŜci przetransferowanych r·wnowaŨnik·w jon·w Zn2+ od pZn (-log[Zn2+]wolny). 
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Tabela 18. WartoŜci -logKd obliczone dla sğabo zwiŃzanych jonów Zn2+. 

Izoforma -logKd2 -logKd1 

MT1A - 7,81 Ñ 0,02 

MT1B 7,9 Ñ 0,05 7,46 Ñ 0,03 

MT1E - 7,59 Ñ 0,03 

MT1F - 8,25 Ñ 0,01 

MT1G 7,56 Ñ 0,03 6,92 Ñ 0,01 

MT1H - 8,45 Ñ 0,01 

MT1M(K) 8,31 Ñ 0,11 8,04 Ñ 0,07 

MT1X 8,19 Ñ 0,02 7,90 Ñ 0,08 

MT2 - 8,42 Ñ 0,02 

MT3 7,66 Ñ 0,06 7,49 Ñ 0,08  

MT4 - 9,85 Ñ 0,01 

4.1.5.3. WğaŜciwoŜci buforujŃce metalotionein 

Izoformy ludzkiej metalotioneiny wsp·ğwystňpujŃ w r·Ũnych ludzkich tkankach 

oraz w stanach patologicznych w organizmie czğowieka. Jedna z moŨliwych przyczyn 

ich wsp·ğistnienia moŨe zawieraĺ siň w ich wğaŜciwoŜciach buforujŃcych. 

W celu lepszego zrozumienia wğaŜciwoŜci buforujŃcych ludzkich MT, przeprowadzono 

eksperyment wykorzystujŃcy cztery udokumentowane wsp·ğistniejŃce grupy izoform 

(Tabela 19). Ich apo-formy inkubowano z r·ŨnŃ iloŜciŃ molowych r·wnowaŨnik·w 

ZnSO4, aby otrzymaĺ r·Ũne zmetalizowane formy w stosunku molowym r·wnowaŨnik·w 

Zn2+ do T: 4:1, 5:1, 6:1, 8:1, co opisano szczeg·ğowo w podrozdziale 3.3.4.4. Otrzymane 

wyniki ukazujŃ r·Ũny zakres buforowania jon·w Zn2+ w zaleŨnoŜci od izoformy 

oraz stopnia zmetalizowania. We wszystkich przypadkach buforowanie wolnych jonów 

Zn2+ moŨliwe byğo w zakresie -log[Zn2+]wolny 8 - 10,5 (Rycina 21). 
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Tabela 19. Grupy wsp·ğistniejŃcych izoform ludzkich metalotionein wystňpujŃce w tkankach 

ludzkiego organizmu wykorzystane do dalszej analizy. 

Grupa Izoformy MT  ťr·dğo 

1 MT1H, MT1G (371)  

2 MT1F, MT1X, MT2 (372) 

3 MT1E, MT1F, MT1G, MT1X (373) 

4 MT1E, MT1G, MT1X, MT2 (374) 

 

Rycina 21. PojemnoŜĺ buforowa wsp·ğistniejŃcych izoform ludzkich metalotionein 

przedstawiona na czterech przykğadach (grupach) wystňpujŃcych w tkankach ludzkich. 

Aby uzyskaĺ r·Ũne formy wysycenia cynkiem, do tioneiny dodawano odpowiednio: cztery 

(4:1 ï kolor szary), piňĺ (5:1 ï kolor Ũ·ğty), szeŜĺ (6:1 ï kolor niebieski), siedem (7:1 ï kolor 

zielony) molowych r·wnowaŨnik·w jon·w Zn2+ w 20 mM HEPES, 0,1 M NaClO4, 

pH 7,4. Niewypeğnione punkty oznaczajŃ wyniki odpowiadajŃce poszczeg·lnym izoformom, 

wypeğnione punkty odpowiadajŃ wynikom dla mieszanin izoform. 
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4.1.6.  Transfer jonów Zn2+ z ludzkich MT  

Dziňki wiŃzaniu siň jonów Zn2+ z r·Ũnym powinowactwem, metalotioneiny mogŃ 

byĺ ich donorem dla innych komórkowych ligandów (akceptorów). W celu zbadania roli 

ludzkich MT jako donorów jonów Zn2+, wykonano seriň eksperyment·w 

z wykorzystaniem r·Ũnych akceptor·w (chelatorów). 

4.1.6.1. Transfer Zn2+ pomiňdzy ludzkimi MT a PAR 

PAR jest zwiŃzkiem chelatujŃcym metale, wykazujŃcym umiarkowane 

powinowactwo do jonów Zn2+, z którymi, w zaleŨnoŜci od zastosowanego stňŨenia, 

moŨe tworzyĺ kompleksy o r·Ũnej stechiometrii, MePAR oraz Me(PAR)2. W przypadku 

Zn2+ nawet niewielki nadmiar liganda prowadzi do powstania kompleksu 

Zn(PAR)2. Zatem, zastosowanie nadmiaru PAR wynoszŃcego dwustukrotnoŜĺ molowŃ 

nad MT w obecnoŜci zwiŃzku redukujŃcego TCEP, umoŨliwia konkurencjň 

o jedno z najsğabszych miejsc wiŃzania jonu ZnĮ  w metalotioneinie (375). Reakcjň 

przeprowadzono, jak opisano w podrozdziale 3.3.3.6.1., obserwujŃc reakcjň w trybie 

kinetycznym przy 492 nm do osiŃgniňcia plateau. Uzyskane iloŜci przetransferowanych 

molowych r·wnowaŨnik·w jonów Zn2+ z kaŨdej izoformy ludzkich MT zostağy 

przedstawione na Rycinie 22. Najwiňkszy transfer, wynoszŃcy ponad 1,5 molowych 

r·wnowaŨnik·w jonów Zn2+, otrzymano w przypadku izoform MT3, MT1G, MT1X, oraz 

MT1M(K). NajniŨszy natomiast, niemal znikomy, dla izoformy MT4. 
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Rycina 22. IloŜci przetransferowanych molowych r·wnowaŨnik·w jonów Zn2+ uzyskanych 

w wyniku reakcji 1 µM metalotioneiny z 200 µM PAR w obecnoŜci 500 µM TCEP, w buforze 

50 mM HEPES pH 7,4 z dodatkiem 0,1 M NaCl. 

4.1.6.2. Transfer Zn2+ pomiňdzy ludzkimi MT a apo-SDH 

Dehydrogenaza sorbitolu (SDH) jest enzymem wystňpujŃcym w cytozolu w postaci 

tetrameru. Dla zachowania aktywnoŜci, enzym ten potrzebuje jednego jonu Zn2+ (40). 

Z uwagi na dostňpnoŜĺ enzymu tylko w formie aktywnej, niezbňdnym byğo uzyskanie 

apo-formy by kontrolowaĺ transfer Zn2+. Szczeg·ğowy opis zastosowanych krok·w, 

jak i opis eksperymentu, znajdujŃ siň w podrozdziale 3.3.3.6.2. Metalotioneinň 

inkubowano z apo-SDH w r·Ũnych odstňpach czasowych, po czym przeprowadzano esej 

na aktywnoŜĺ, monitorujŃc o w trybie kinetycznym. Uzyskane nachylenia krzywej tempa 

reakcji, w formie procentowej aktywnoŜci SDH, przedstawiono na Rycinie 23. Niemal 

wszystkie izoformy spowodowağy powr·t do peğnej aktywnoŜci enzymu. Nieznaczne 

niŨszŃ aktywnoŜĺ uzyskano w przypadku inkubacji z izoformŃ MT1H, MT3 oraz 

MT1X. SzczŃtkowŃ aktywnoŜĺ enzymu zaobserwowano w przypadku inkubacji 

z izoformŃ MT4. 
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Rycina 23. Procent aktywnoŜci SDH po inkubacji apo-enzymu z w peğni wysyconŃ 

metalotioneinŃ w 20 mM HEPES, 0,1 M NaCl, pH 7,4, z dodatkiem 100 ɛM TCEP. LiniŃ 

przerywanŃ zaznaczono 100% aktywnoŜci enzymu.  

4.1.6.3. Transfer Zn2+ pomiňdzy ludzkimi MT a PTP1B 

Biağkowa fosfataza tyrozynowa 1B (PTP1B) jest enzymem, kt·rego aktywnoŜĺ 

w obecnoŜci jon·w Zn2+ ulega zahamowaniu. W eksperymencie por·wnano zdolnoŜĺ 

do inhibicji PTP1B przez r·Ũne izoformy ludzkich metalotionein, inkubujŃc je z enzymem 

przez 90 minut, jak opisano ze szczeg·ğami w podrozdziale 3.3.4.1.2. Nachylenia 

liniowych fragmentów krzywych reakcji uzyskanych w teŜcie aktywnoŜci 

PTP1B, przedstawiono w formie procentowej aktywnoŜci enzymu na Rycinie 24. 

Wszystkie izoformy ludzkich metalotionein wykazağy inhibicjň enzymu w zakresie 

35-45% - w Ũadnym z przypadk·w nie uzyskano peğnej inhibicji PTP1B. Najwiňkszy 

poziom hamowania aktywnoŜci enzymu zaobserwowano w wyniku inkubacji z izoformŃ 

MT4. 
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Rycina 24. Hamowanie aktywnoŜci PTP1B w wyniku inkubacji aktywnego enzymu z izoformami 

ludzkich metalotionein w 20 mM HEPES, 0,1M NaCl, 0,01 (v/v) Triton, pH 7,4. LiniŃ przerywanŃ 

oznaczono 100% aktywnoŜci enzymu.  

4.1.7.  Metalacja izoformy MT4 

WiňkszoŜĺ przeprowadzonych eksperyment·w wykazuje znaczŃce r·Ũnice 

we wğaŜciwoŜciach izoformy MT4. Z tego wzglňdu zdecydowano siň na szczeg·ğowŃ 

analizň tej izoformy metodŃ spektrometrii mas. W tym celu apo-formň MT4 inkubowano 

z r·Ũnymi molowymi r·wnowaŨnikami jon·w Zn2+, jak opisano ze szczeg·ğami 

w podrozdziale 3.3.5. Otrzymane wyniki zdecydowanie wskazujŃ na wiŃzanie siedmiu 

jonów cynku (Rycina 25), z preferencjŃ do tej iloŜci (Rycina 26). 
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Rycina 25. Skumulowane widma masowe metalacji izoformy ludzkiej MT4, uzyskane w wyniku 

inkubacji tioneiny z 0-7 molowymi r·wnowaŨnikami jon·w Zn2+. Piki oznaczone gwiazdkŃ 

odpowiadajŃ masie adduktu jonu amonowego pochodzŃcego z buforu pomiarowego. Pomiary 

wykonywano w 500 mM octanie amonu pH 7,4.  
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Rycina 26. Wyszczególnione widma masowe metalacji izoformy ludzkiej MT4, uzyskane 

w wyniku inkubacji tioneiny z 0-7 molowymi r·wnowaŨnikami jon·w Zn2+. Kolorami oznaczono 

piki odpowiadajŃce r·Ũnym formom metalacji MT4. Pomiary wykonywano 

w 500 mM octanie amonu pH 7,4. 

6000 6500 7000

Z
n

7
T

Z
n

6
T

Z
n

5
T

Z
n

4
T

Z
n

3
T

Z
n

2
T

Z
n

1
T

Z
n

0
T

+8 Zn2+

+7 Zn2+

+6 Zn2+

+5 Zn2+

+4 Zn2+

+2 Zn2+

+3 Zn2+

+0 Zn2+

+1 Zn2+

MT4 WT

Masa (Da)

124:35794



124 

4.2. Naturalne warianty izoform ludzkich metalotionein (nwMT)  

4.2.1.  Otrzymywanie naturalnych wariantów izoform ludzkich metalotionein 

Aby otrzymaĺ plazmidy kodujŃce naturalne warianty izoform ludzkich metalotionein, 

przeprowadzono mutagenezň, wykorzystujŃc plazmidy dostňpne w bazie Addgene 

jako matrycň do reakcji (3.3.1.2). Warunki reakcji przedstawiono w Tabeli 12. Uzyskane 

plazmidy poddano transformacji w bakteriach E. coli (szczep DH5Ŭ). Wyizolowany 

plazmid pTYB21-nwMT wykorzystano do transformacji bakterii E. coli (szczep 

BL21(DE3)), po czym kontynuowano produkcjň i oczyszczanie, jak opisano 

w podrozdziale 3.3.2. Uzyskane masy molekularne tionein zweryfikowane metodŃ 

spektrometrii mas przedstawiono w Tabeli 20. ZgodnoŜĺ mas z teoretycznymi 

wartoŜciami, pozwoliğa na dalszŃ rekonstytucjň jonami Zn2+ i oczyszczanie holo-formy. 

Z uwagi na to, iŨ biağka zostağy wyprodukowane i oczyszczone po raz pierwszy, 

opr·cz klasycznej analizy iloŜci wiŃzanych jon·w Zn2+ w eksperymencie 

z PAR, wykonano dodatkowŃ analizň z wykorzystaniem ICP-AES. Uzyskane wartoŜci 

zebrano w Tabeli 21. Wszystkie izoformy wykazağy wartoŜci zbliŨone siedmiu 

zwiŃzanym jonom Zn2+, z wyjŃtkiem MT4 C30Y, dla kt·rej wartoŜci byğy o co najmniej 

jeden jon niŨsze w obu eksperymentach. 

Tabela 20. średnia masa molowa tionein nwMT uzyskanych po etapie oczyszczania metodŃ 

sŃczenia molekularnego w 10 mM HCl pH 2,0. Masa teoretyczna przedstawia masň okreŜlonŃ 

na podstawie sekwencji aminokwasowej, wartoŜci uzyskane dziňki programowi ProtParam (369). 

Masa eksperymentalna zostağa okreŜlona w wyniku analizy danych z uŨyciem oprogramowania 

MaxEntropy (Bruker, Germany). 

Naturalny wariant  Masa teoretyczna (Da) Masa eksperymentalna (Da) 

MT1A T27N 6133,29 6132,20 

MT1A K51R 6148,31 6147,23 

MT1G A10del 6070,26 6069,26 

MT1M T20K 6137,31 6136,40 

MT4 C30Y 6478,79 6477,35 

MT4 R31W 6448,77 6447,35 

MT4 G48D 6476,79 6475,40 
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Tabela 21. Liczba wiŃzanych jon·w Zn2+ przez naturalne warianty ludzkich metalotionein 

okreŜlone kolorymetrycznie (z pomiaru PAR) oraz metodŃ ICP-AES.  

Naturalny wariant  
IloŜĺ wiŃzanych jon·w Zn2+ 

PAR ICP-AES 

MT1A T27N 7,3 6,9 

MT1A K51R 7,7 7,3 

MT1G A10del 7,0 6,9 

MT1M T20K 7,0 6,8 

MT4 C30Y 5,2 6,3 

MT4 R31W 6,4 6,8 

MT4 G48D 6,9 6,8 

4.2.1.1.OkreŜlanie molowego wsp·ğczynnika absorpcji  nwMT  

Wybrane do analiz naturalne warianty, podobnie jak izoformy ludzkich metalotionein, 

nie posiadajŃ w swojej sekwencji aminokwas·w aromatycznych, co czyni pomiary 

stňŨenia przy 280 nm problematycznym. WyjŃtkiem sŃ MT4 C30Y oraz 

MT4 R31W posiadajŃce w swojej sekwencji odpowiednio jednŃ tyrozynň 

lub jeden tryptofan. Nie jest to jednak iloŜĺ pozwalajŃca na uzyskanie dobrej jakoŜci 

sygnağu, a wiňc dokğadne okreŜlenie stňŨenia, co jest widoczne na Rycinie 27. 

Aby wspom·c przyszğe pomiary stňŨeŒ naturalnych wariantów, podobnie 

jak w przypadku izoform ludzkich MT, okreŜlono molowe wsp·ğczynniki absorpcji 

dla apo- oraz holo-form. Uzyskane wyniki zebrano w Tabeli 22. 
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Rycina 27. Przykğad okreŜlania molowego wsp·ğczynnika absorpcji dla tionein 

nwMT na przykğadzie naturalnych wariant·w izoformy MT4. LiniŃ przerywanŃ oznaczono 

dğugoŜĺ fali 220 nm, przy kt·rej z obserwowanych wartoŜci absorbancji obliczano wsp·ğczynnik. 

Wsp·ğczynniki dla tioneiny okreŜlono w 10 mM HCl, pH 2,0; natomiast dla metalotioneiny, 

w 50 mM buforze boranowym z dodatkiem 0,1 M NaClO4, pH 7,4. 
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Tabela 22. Molowe wsp·ğczynniki absorpcji dla tioneiny (T) oraz w peğni wysyconej jonami 

Zn2+ formy nwMT okreŜlone w temperaturze pokojowej dla dğugoŜci fali 

ɚ = 220 nm. Wsp·ğczynniki dla tioneiny okreŜlono w 10 mM HCl, pH 2,0; natomiast 

dla metalotioneiny, w 50 mM buforze boranowym z dodatkiem 0,1 M NaClO4, pH 7,4. 

Naturalny 

wariant  

e220 × 10-3 

dla T (M -1× cm-1) 

e220 × 10-3 

dla nwMT  (M -1× cm-1) 

MT1A T27N 49,4 ± 0,4  143± 8 

MT1A K51R 53,3 ± 0,2  146 ± 6 

MT1G A10del 47,1 ± 0,2  148 ± 4  

MT1M T20K 47,8 ± 0,1  152 ± 6 

MT4 C30Y 43,6 ± 0,5 161 ± 3 

MT4 R31W 49,6 ± 3,0 164 ± 7 

MT4 G48D 54,9 ± 0,2 168 ± 7 

4.2.2.  Stechiometria wiŃzania jon·w Zn2+ 

W celu okreŜlenia stechiometrii wiŃzania jon·w Zn2+, 0,5 ɛM tioneiny 

miareczkowano 0-14 molowymi r·wnowaŨnikami ZnSO4, jak opisano szczeg·ğowo 

w podrozdziale 3.3.3.3.1. Miareczkowania przeprowadzano w obecnoŜci zwiŃzku 

redukujŃcego 100 ɛM TCEP (dziesiňciokrotny molowy nadmiar nad stňŨeniem cystein). 

Peğne widma (po odjňciu wartoŜci absorbancji dla TCEP), oraz r·Ũnice w absorpcji 

przy 220 nm przedstawiono na Rycinie 28. Widoczne r·Ũnice wystňpujŃ w przypadku 

wariantów MT1G A10del oraz MT4 C30Y, dla kt·rych wystňpuje wysycenie 

przy niŨszych wartoŜciach dodanych molowych r·wnowaŨnik·w jon·w Zn2+. Przeciwny 

efekt obserwowany jest w przypadku MT1A K51R. 
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Rycina 28. Miareczkowanie spektrofotometryczne tionein nwMT jonami Zn2+ w zakresie 

UV w 50 mM buforze boranowym, 0,1 M NaClO4, pH 7,4 w obecnoŜci 

100 µM TCEP. Wewnňtrzne grafy przedstawiajŃ r·Ũnice w absorpcji przy 220 nm. 
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4.2.3.  OkreŜlanie wartoŜci pKa
ô reszt cysteinowych 

Przedstawione wyniki w poprzednim rozdziale wskazujŃ na donorujŃce wğaŜciwoŜci 

metalotionein. WğaŜciwoŜci te, sŃ jednak silnie uzaleŨnione od warunk·w Ŝrodowiska, 

a w szczeg·lnoŜci od potencjağu redoks w r·Ũnych kompartmentach kom·rki, 

a wiňc r·wnieŨ od panujŃcego w nich pH. Spadek pH powoduje dysocjacjň kolejnych 

jonów Zn2+ od metalotionein. WartoŜĺ pKa
ô okreŜla wartoŜĺ pH, w której tylko poğowa 

reszt cysteinowych wiŃŨe jony metalu. Jako, Ũe okreŜlanie wartoŜci pH izoform ludzkich 

metalotionein byğo przedmiotem rozwaŨaŒ pracy doktorskiej dr Agnieszki Drozd, 

zdecydowano siň nie umieszczaĺ ich w obecnych rozwaŨaniach. 

Eksperyment przeprowadzono jak opisano w szczeg·ğach w podrozdziale 

3.3.3.4. WybranŃ dğugoŜĺ fali 220 nm, a wiňc maksimum dla zmian transferu gňstoŜci 

elektronowej pomiňdzy siarkŃ reszty tiolowej a Zn2+, analizowano dalej w postaci 

wykresu punktowego zaleŨnoŜci zmian absorbancji od pH. Dane dopasowano do funkcji 

Hilla (OriginLab), otrzymujŃc punkt przegiňcia krzywej, odpowiadajŃcy pozornej stağej 

pKa
ô
 (Rycina 29). Otrzymane wartoŜci zebrano w Tabeli 23. WartoŜci dla naturalnych 

wariant·w izoformy MT4 sŃ niŨsze niŨ w przypadku pozostağych wariant·w, jednakŨe 

por·wnywalne do otrzymanych wartoŜci dla izoformy ludzkiej 

MT4 (dane nieopublikowane 4,36 ± 0,1). 
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Rycina 29. Wzrost wartoŜci absorbancji przy dğugoŜci fali 220 nm obserwowany dla tionein 

nwMT inkubowanych z nadmiarem jonów Zn2+ we wzrastajŃcym pH, pomiary wykonywane byğy 

w wodzie MQ zawierajŃcej 0,1 M NaClO4. Dane zostağy dopasowane do funkcji Hilla (czerwona 

liniŃ), gdzie punkt przegiňcia krzywej odpowiada wartoŜci pKaô. 
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Tabela 23. WartoŜci pKaô uzyskane w wyniku dopasowania danych do funkcji Hilla. 

nwMT  pKaô 

MT1A T27N 4,71 ± 0,01 

MT1A K51R 4,76 ± 0,01 

MT1G A10del 4,67 ± 0,01 

MT1M T20K 4,71 ± 0,02 

MT4 C30Y 4,35 ± 0,01 

MT4 R31W 4,37 ± 0,01 

MT4 G48D 4,38 ± 0,01 

4.2.4.  ReaktywnoŜĺ naturalnych wariant·w izoform ludzkich metalotionein 

Wyniki reakcji utleniania z DTNB uzyskane dla izoform ludzkich metalotionein pokazujŃ 

znaczne r·Ũnice w ich reaktywnoŜci. Postanowiono uŨyĺ tego eksperymentu do okreŜlenia 

reaktywnoŜci naturalnych wariant·w izoform ludzkich MT, jednak bez uŨycia Ũadnych 

konkurujŃcych ligand·w, jak w przypadku izoform ludzkiej metalotioneiny. Porównanie 

pozornych pseudopierwszorzňdowych stağych szybkoŜci utleniania nwMT przedstawiono 

na Rycinie 30, a uzyskane wartoŜci zebrano w Tabeli 24. NajwyŨszŃ wartoŜĺ wyr·ŨniajŃcŃ 

siň wŜr·d pozostağych o rzŃd wielkoŜci, uzyskano dla MT4 C30Y. 
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Rycina 30. Porównanie pozornych pseudopierwszorzňdowych stağych szybkoŜci utleniania 

naturalnych wariantów izoform ludzkich metalotionein, kobsd, uzyskanych w reakcji 

nwMT z DTNB w stosunku równomolowym. Eksperyment wykonano w molowym stosunku 

nwMT do DTNB 1:1, w 20 mM HEPES, 0,1 M NaCl, pH 7,4. 

 

Tabela 24. Pozorne pseudopierwszorzňdowe stağe szybkoŜci utleniania izoform ludzkich 

metalotionein z wykorzystaniem DTNB. 

Naturalny wariant  kobsd × 10-3 (s-1) 

MT1A T27N 8,64 ° 1,26 

MT1A K51R 2,53 ° 0,56 

MT1G A10del 2,07 ° 0,03 

MT1M T20K 3,06 ° 0,78 

MT4 C30Y 21,30 ° 0,46 

MT4 R31W 7,59 ° 0,26 

MT4 G48D 4,44 ° 0,20 
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4.2.5.  Powinowactwo wiŃzania siň jonów Zn2+ do nwMT 

4.2.5.1. Mocne i umiarkowane miejsca wiŃzania Zn2+ w nwMT 

Podobnie jak w przypadku izoform ludzkich MT, przeprowadzono eksperyment 

w celu okreŜlenia stağych dysocjacji dla mocnych i sğabych miejsc wiŃzania jonów 

Zn2+ z wykorzystaniem ZnAF-2F. Eksperyment oraz analizň danych przeprowadzono 

jak opisano w podrozdziale 3.3.4.2. W tym przypadku takŨe zastosowano stağe stňŨenie 

3,5 ɛM ZnAF-2F, równe siedmiokrotnemu molowemu nadmiarowi chelatora 

nad 0,5 ɛM tioneinŃ obecnŃ w eksperymencie. Kompetycjň zaobserwowano 

juŨ w przypadku inkubacji tioneiny w obecnoŜci r·Ũnej iloŜci molowych r·wnowaŨnik·w 

jonów Zn2+ w obecnoŜci ZnAF-2F (Rycina 31). Co wiňcej, widoczne tu wyniki 

dla MT1A K51R oraz MT4 C30Y sugerujŃ rozpoczynajŃcŃ siň kompetycjň przy wyŨszej 

iloŜci dodanych molowych r·wnowaŨnik·w ZnSO4 niŨ w przypadku pozostağych biağek. 

Nastňpnie z wykorzystaniem oprogramowania HySS, wyznaczono powinowactwo 

mocnych i umiarkowanych miejsc wiŃzania siň jon·w Zn2+ (Rycina 32). Otrzymane 

wartoŜci zebrano w Tabeli 25. 
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Rycina 31. Miareczkowanie 0,5 µM tionein 0,5-13 molowymi r·wnowaŨnikami 

ZnSO4 w obecnoŜci 3,5 µM ZnAF-2F oraz 500 µM TCEP w 20 mM HEPES, 0,1 M NaClO4, 

pH 7,4. Dane zaleŨnoŜci intensywnoŜci sygnağu fluorescencji od stosunku molowego jon·w 

Zn2+ do tioneiny obecnych w pr·bce przedstawione w skali logarytmicznej (gğ·wny graf) 

oraz liniowej (wewnňtrzny graf). IntensywnoŜĺ fluorescencji przedstawiono jako wartoŜĺ 

znormalizowanŃ. 
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Rycina 32. Miareczkowanie 0,5 µM tionein 0,5-13 molowymi r·wnowaŨnikami 

ZnSO4 w obecnoŜci 3,5 µM ZnAF-2F w 20 mM HEPES, 0,1 M NaClO4, pH 7,4. Dane zaleŨnoŜci 

obliczonych wartoŜci -log[Zn2+]wolny od stosunku molowego jonów Zn2+ do tioneiny obecnych 

w próbce. Czerwona linia nie oznacza dopasowania numerycznego danych do funkcji 

- jest jedynie poğŃczeniem ze sobŃ wyliczonych wartoŜci pZn przy zastosowaniu oprogramowania 

HySS. 
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Tabela 25. WartoŜci -logKd obliczone dla jonów Zn2+ wiŃŨŃcych siň do tioneiny z wysokim 

i umiarkowanym powinowactwem. Numery w indeksie -logKd2-7 odnoszŃ siň do jon·w 

Zn2+ kolejno dysocjujŃcych od metalobiağka, poczŃwszy od najsğabiej zwiŃzanego jonu. 

nwMT  -logKd5-7 -logKd4 -logKd3 -logKd2 

MT1A T27N 10,78 ± 0,04 9,96 ± 0,06 9,61 ± 0,08 - 

MT1A K51R 11,28 ± 0,08 11,28 ± 0,08 10,68 ± 0,12 9,79 ± 0,09 

MT1G A10del 11,57 ± 0,19 11,57 ± 0,19 10,86 ± 0,12 9,83 ± 0,27 

MT1M T20K 11,31 ± 0,10 11,07 ± 0,33 10,00 ± 0,14 - 

MT4 C30Y 11,52 ± 0,43 11,52 ± 0,43 11,14 ± 0,09 10,13 ± 0,09 

MT4 R31W 11,27 ± 0,34 11,27 ± 0,34 10,14 ± 0,73 9,44 ± 0,21 

MT4 G48D 11,35 ± 0,33 11,35 ± 0,33 10,15 ± 0,42 9,84 ± 0,38 

4.2.5.2.Wyznaczanie miejsc wiŃzania Zn2+ o sğabym powinowactwie w nwMT  

WykorzystujŃc zwiŃzek ZnAF-2F, przeprowadzono eksperyment w celu okreŜlenia 

powinowactwa dla sğabych miejsc wiŃzania w naturalnych wariantach analogicznie, 

jak w przypadku izoform ludzkich metalotionein. Eksperyment przeprowadzono 

jak opisano w podrozdziale 3.3.4.3. Otrzymane poziomy transferu jonów Zn2+ byğy 

por·wnywalne dla wiňkszoŜci naturalnych wariant·w (gğ·wny graf, Rycina 33). Niestety, 

w przypadku dwóch wariantów MT4 C30Y oraz MT4 R31W nie zaobserwowano 

transferu, co uniemoŨliwiğo dalsze analizy pod kŃtem obecnoŜci sğabych miejsc wiŃzania. 

Niestety, pomimo kilkukrotnie powtórzonego eksperymentu oraz uzyskanego transferu 

dla MT4 G48D, w Ũadnym przypadku dane nie pozwoliğy na dobrej jakoŜci dopasowanie 

funkcji Dla pozostağych naturalnych wariant·w obliczone wartoŜci 

-log[Zn2+]wolny dopasowano do funkcji Hilla (OriginLab), otrzymujŃc wartoŜci 

powinowactwa dla sğabo zwiŃzanych jonów Zn2+ (wewnňtrzne grafy, Rycina 33, 

Tabela 26). 
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Rycina 33. IloŜci przetransferowanych r·wnowaŨnik·w jon·w Zn2+ uzyskane w wyniku 

miareczkowania 0,5 ɛM holo-form naturalnych wariantów izoform ludzkich metalotionein 

0-5 ɛM wzrastajŃcym stňŨeniem ZnAF-2F w obecnoŜci 500 ɛM TCEP w 20 mM HEPES, 

0,1 M NaClO4, pH 7,4. Wewnňtrzne grafy przedstawiajŃ zaleŨnoŜĺ iloŜci przetransferowanych 

r·wnowaŨnik·w jon·w Zn2+ od pZn (-log[Zn2+]wolny).  
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Tabela 26. WartoŜci -logKd obliczone dla sğabo zwiŃzanych jon·w Zn
2+. Z uwagi na zbyt niski 

poziom transferu jonów Zn2+ nie byğo moŨliwe obliczenie wartoŜci -logKd1 dla MT4 C30Y oraz 

MT4 R31W. Poziom transferu jonów Zn2+ byğ wyŨszy w przypadku MT4 G48D, jednakŨe nie byğ 

wystarczajŃcy dla uzyskania satysfakcjonujŃcego dopasowania danych do funkcji Hilla. W 

zwiŃzku z powyŨszym wyznaczenie wartoŜci -logKd1 dla pierwszego dysocjujŃcego jonu Zn
2+ nie 

byğo moŨliwe dla wariant·w izoformy MT4. 

nwMT  -logKd2 -logKd1 

MT1A T27N 9,30 ± 0,06 8,42 ± 0,32 

MT1A K51R - 9,34 ± 0,12 

MT1G A10del - 9,29 ± 0,01 

MT1M T20K 9,33 ± 0,03 7,74 ± 0,71 

MT4 C30Y  - 

MT4 R31W  - 

MT4 G48D  - 

4.2.6.  Transfer jonów Zn2+ z nwMT  

4.2.6.1.Transfer Zn2+ pomiňdzy nwMT a PAR 

W celu por·wnania wğaŜciwoŜci donorujŃcych naturalnych wariant·w, 

przeprowadzono reakcjň z PAR, jak opisano w podrozdziale 3.3.3.6.1, analogicznie 

jak w przypadku izoform ludzkich metalotionein. Uzyskane iloŜci przetransferowanych 

r·wnowaŨnik·w jonów Zn2+ z kaŨdego naturalnego wariantu zostağy przedstawione 

na Rycinie 34. Najwiňkszy transfer, 1-1,5 r·wnowaŨnik·w jonów Zn2+, otrzymano 

w przypadku naturalnych wariantów MT1A T27N, MT1A K51R, oraz MT1M T20K. 

NajniŨszy natomiast, niemal znikomy, dla naturalnych wariant·w izoformy MT4. 
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Rycina 34. IloŜci przetransferowanych molowych r·wnowaŨnik·w jon·w Zn2+ uzyskanych 

w wyniku reakcji 1 ɛM metalotioneiny z 200 ɛM PAR w obecnoŜci 500 ɛM TCEP, w buforze 

50 mM HEPES pH 7,4 z dodatkiem 0,1 M NaCl. 

4.2.6.2.Transfer Zn2+ pomiňdzy nwMT a ZnAF -2F 

WğaŜciwoŜci donorowania jon·w Zn2+ moŨna takŨe okreŜliĺ w reakcji ze zwiŃzkiem 

ZnAF-2F. Podobny eksperyment zostağ wykonany przez dr Agnieszkň Drozd dla izoform 

ludzkich metalotionein, jednak ze wzglňdu na rozwaŨanie go w innej pracy doktorskiej, 

zdecydowano siň na pominiňcie rozwaŨania owych wynik·w w obecnej tezie. 

W przypadku naturalnych wariantów, eksperyment przeprowadzono, jak opisano 

w podrozdziale 3.3.4.1.1. Obserwowanie w trybie kinetycznym reakcji 

ZnAF-2F z holo-formŃ naturalnych wariant·w w r·wnomolowym stosunku, pozwoliğo 

na okreŜlenie iloŜci przetransferowanych molowych r·wnowaŨnik·w jonów 

Zn2+. Jako pr·bkň referencyjnŃ uŨyto ZnAF-2F inkubowany z okreŜlonymi iloŜciami 

ZnSO4, odpowiadajŃcymi molowym r·wnowaŨnikom jon·w Zn2+ w metalotioneinach. 

Otrzymane wyniki przedstawiono na Rycinie 35. Dla wiňkszoŜci biağek otrzymano 

por·wnywalne wartoŜci. WyjŃtkiem byğy warianty MT4 C30Y oraz MT4 R31W, 

wykazujŃce szczŃtkowy transfer r·wnowaŨnik·w Zn2+. SpoŜr·d naturalnych wariantów 
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izoformy MT4, podobnie, jak w poprzednim podrozdziale, otrzymano najwyŨszy transfer 

Zn2+ dla MT4 G48D. 

 

Rycina 35. IloŜci przetransferowanych molowych r·wnowaŨnik·w jonów Zn2+ uzyskanych 

w wyniku reakcji 1 µM metalotioneiny z 1 µM ZnAF-2F w obecnoŜci 500 ɛM TCEP, 

w 20 mM HEPES, 0,1 M NaClO4, pH 7,4.  

4.2.6.3. Transfer Zn2+ pomiňdzy nwMT a PTP1B 

Z uwagi na znaczŃce r·Ũnice uzyskane w poprzednich eksperymentach 

dla naturalnych wariantów izoformy MT4, zdecydowano siň na przeprowadzenie 

eksperymentu hamowania aktywnoŜci PTP1B, analogicznie jak w przypadku izoform 

ludzkich metalotionein (4.1.6.3). Otrzymane wyniki w formie procentowej przedstawiono 

na Rycinie 36. Niestety, nie uzyskano istotnych statystycznie r·Ũnic pomiňdzy r·Ũnymi 

wariantami izoformy MT4, jednak wszystkie wykazağy podobny poziom inhibicji enzymu 

w porównaniu do izoformy MT4. 
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Rycina 36. Hamowanie aktywnoŜci PTP1B w wyniku inkubacji aktywnego enzymu z naturalnymi 

wariantami izoform ludzkich metalotionein w 20 mM HEPES, 0,1M NaCl, 0,01 (v/v) Triton, 

pH 7,4. LiniŃ przerywanŃ oznaczono 100% aktywnoŜci enzymu oraz poziom 30% aktywnoŜci, 

odpowiadajŃcy uzyskanym wynikom dla MT4 C30Y, MT4 R31W, oraz MT4 G48D. 

Jako kontrolň, opr·cz wyznaczenia maksymalnej i minimalnej aktywnoŜci PTP1B, uŨyto MT4. 

4.2.7.  Metalacja wybranych naturalnych wariantów izoform ludzkich 

metalotionein 

4.2.7.1. Metalacja naturalnych wariantów izoformy MT1A  

WiňkszoŜĺ przeprowadzonych eksperyment·w wykazuje znaczŃce r·Ũnice 

we wğaŜciwoŜciach naturalnych wariant·w izoformy MT1A. Z tego wzglňdu 

zdecydowano siň na szczeg·ğowŃ analizň z uŨyciem spektrometrii mas. Skumulowane 

widma masowe uzyskane dla wariantu MT1A T27N nie wykazağy r·Ũnic w preferencji 

do Ũadnego ze stanów zmetalizowania (Rycina 37). Przedstawienie danych w bardziej 

szczeg·ğowy spos·b r·wnieŨ nie uwidoczniğo r·Ũnic w iloŜci wiŃzanych 

jonów Zn2+ (Rycina 38). 
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Rycina 37. Skumulowane widma masowe metalacji MT1A T27N, uzyskane w wyniku inkubacji 

tioneiny z 0-7 molowymi r·wnowaŨnikami jon·w Zn2+. Piki oznaczone gwiazdkŃ odpowiadajŃ 

masie adduktu jonu amonowego pochodzŃcego z buforu pomiarowego. Pomiary wykonywano 

w 500 mM octanie amonu pH 7,4.  
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Rycina 38. Wyszczególnione widma masowe metalacji MT1A T27N, uzyskane w wyniku 

inkubacji tioneiny z 0-7 molowymi r·wnowaŨnikami jon·w Zn2+. Kolorami oznaczono piki 

odpowiadajŃce r·Ũnie zmetalizowanym formom MT1A T27N. Pomiary wykonywano 

w 500 mM octanie amonu pH 7,4. 
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Inny obraz metalacji uzyskano w przypadku wariantu MT1A K51R, który sugeruje 

r·Ũnice w preferencji do poszczeg·lnych form (Rycina 39). Co wiňcej, pojawia 

siň pik, odpowiadajŃcy zwiŃzanemu ·smemu jonowi Zn2+. RozwaŨajŃc poszczeg·lne 

widma, jak przedstawiono na Rycinie 40, uwidaczniajŃ one obecnoŜĺ piku dla formy 

z ·smym jonem cynku juŨ przy dodaniu piňciu molowych r·wnowaŨnik·w 

Zn2+, utrzymujŃcego siň wraz z kolejnymi r·wnowaŨnikami (Rycina 40). 

 

Rycina 39. Skumulowane widma masowe metalacji MT1A K51R, uzyskane w wyniku inkubacji 

tioneiny z 0-8 molowymi r·wnowaŨnikami jon·w Zn2+. Piki oznaczone gwiazdkŃ odpowiadajŃ 

masie adduktu jonu amonowego pochodzŃcego z buforu pomiarowego. Pomiary wykonywano 

w 500 mM octanie amonu pH 7,4. 
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Rycina 40. Wyszczególnione widma masowe metalacji MT1A K51R, uzyskane w wyniku 

inkubacji tioneiny z 0-8 molowymi r·wnowaŨnikami jon·w Zn2+. Kolorami oznaczono piki 

odpowiadajŃce r·Ũnie zmetalizowanym formom MT1A K51R. Pomiary wykonywano 

w 500 mM octanie amonu pH 7,4. 
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