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Cys - cistein
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Lys - lizin

NMR — nuklearna magnetna rezonanca
Cd — kadmij
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1. UVOD

Metalotioneini (MT) su neenzimski, unutarstanic¢ni proteini male molekulske mase
koji vezu metale. Bogati su cisteinom (Cys), ali ne sadrze histidin (His). Zbog visokog
sadrzaja metala 1 slucajne bioorganske strukture klasificirani su kao metaloproteini. Imaju
visok afinitet za vezanje kationa, tako vezu esencijalne (cink - Zn, bakar - Cu, selen - Se) i
neesencijalne (kadmij - Cd, Zivu - Hg, srebro - Ag, arsen - As) teske metale pomocu tiolnih
skupina Cys ostataka, koji mogu ¢initi i do 30 % aminokiselinskog sadrzaja pojedinog
proteina (Shamsi i Fatima 2014).

Godine 1957. izolirani su prvi MT iz kore bubrega konja (Margoshes i Vallee 1957).
Prisutni su kod prokariota i eukariota te su pronadeni u mnogim tkivima razli¢itih vrsta
kraljeznjaka i beskraljeznjaka (ve¢inom mekusSaca i rakova). Bioloske uloge MT-a joS uvijek
nisu u potpunosti odredene. S obzirom na kapacitet za vezanje metala smatra se da imaju
ulogu u kontroli homeostaze esencijalnih metala (prije svega Cu i Zn) koje otpustaju kada
su potrebni enzimima i u drugim metabolickim ulogama. Neesencijalni metali mogu istisnuti
esencijalne metale iz veznih mjesta MT-a te je primije¢eno da povecana indukcija MT-a
pojacava toleranciju organizma na toksi¢ne teSke metale. Stoga se smatra da su MT, takoder
ukljuceni i u detoksikaciju viska esencijalnih i neesencijalnih metala u organizmu (Wang i
sur. 2014).



2. STRUKTURA METALOTIONEINA

2.1. STRUKTURA METALOTIONEINA KOD BILJAKA

MT sisavaca otkriveni su prije vise od 50 godina, dok su MT u biljkama otkriveni
nesto kasnije, prije otprilike 32 godine. Prvi MT u biljkama otkriveni su u najranijoj fazi
Klijanja psenice (Triticum aestivum) kod koje se 20-25% ukupnog Cys ugraduje u protein
koji se naziva protein E¢ (od engl. early cysteine-labeled) (Lane i sur. 1987).

Pocetkom 1990-ih pokusavala se dobiti prekomjerna ekspresija metalotioneina 2
(MT-2) iz graska (Pisum sativum) u bakteriji Escherichia coli, ali je to istraZivanje otezano
zbog djelomic¢ne proteoliticke razgradnje (Kille i sur. 1991). U narednih 10 godina, otkriveno
je sve vise biljnih genskih sekvenci MT-a te su provedena daljnja istrazivanja genske
ekspresije MT-a (Freisinger 2011).

Biljni MT imaju nisku molekulsku masu (priblizno 5 — 10 kDa), te imaju karakteristican
slijed aminokiselina, npr. Cys-Cys i Cys-Xaa-Cys (Xaa oznacava bilo koju aminokiselinu
razli¢itu od Cys) i karakteristi¢ne znacajke kompleksa metal-tiol (Freisinger 2011).

MT biljaka podijeljeni su u Cetiri skupine: MT-1, MT-2, MT-3 1 MT-4 ili Ec (Slika
1). Skupine MT-1, MT-2 i MT-3 u biljkama sadrze aromatske aminokiseline tirozin (Tyr) i
fenilalanin (Phe). Dok MT sisavaca uvijek sadrze 20 ostataka Cys, u biljnim je MT-ima
sadrzaj Cys manji i pokazuje veéu raznolikost u razli¢itim podskupinama. Tako, E¢ ili MT-
4 imaju 17 ostataka Cys i imaju najveci sadrzaj tiolnih skupina, MT-2 imaju 14 ostataka Cys,
MT-1imaju 12, a MT-3 imaju samo 10 ostataka Cys (Slika 1). MT najvece molekulske mase
su MT-2 (priblizno 7,9 kDa), nakon ¢ega slijedi protein Ec (priblizno 7,7 kDa), zatim MT-1
(priblizno 7,6 kDa) i MT-3 (priblizno 6,8 kDa) (Freisinger 2011). Navedene razlike u
molekulskoj masi uglavnom potje¢u iz tzv. veznih (engl. linker) regija koje Cini niz
aminokiselina razvu¢ene konformacije, a koje povezuju dva podrucja proteina bogata Cys.
Kod sisavaca te vezne regije sadrze samo tri aminokiseline, dok su kod biljnih MT-a znatno
duze. U tim veznim regijama nalaze se aromatske aminokiseline, koje su netipi¢ne za
,klasi¢ne” MT-e. Biljni MT (MT-1, MT-2 i MT-3) imaju dvije regije bogate Cys. Sest Cys
ostataka smjeStenih na C-terminalnim krajevima, a u svakoj podobitelji organizirani su u
vrlo o¢uvanom uzorku (CxCxxxCxCxxCxC) (Freisinger 2011). Nasuprot tome, broj i
raspored ostataka Cys u N-terminalnom dijelu karakteristi¢ni su za svaku skupinu i koriste
se kao glavni ¢imbenik razlikovanja. Proteini E¢ sadrze tri regije bogate Cys , a sve su jasno
odvojene veznim regijama. Ove vezne regije znatno su krace od onih pronadenih u drugim
biljnim MT-ima (MT-1, MT-2 i MT-3), ali s 12-15 aminokiselina ipak su izrazito duze nego
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kod sisavaca. Vidljiva su i dva potpuno konzervirana ostatka His u ve¢ spomenutoj
podobitelji Ec, koji se nalaze u blizini i unutar sredi$njeg dijela regije bogate Cys (Freisinger
2011).

Biljni metalotioneini

MT1 proteini

MTI1 (C. arietinum)
MTI1 (P. sativum)
MTI (T. durum)
MTIA* (A. thaliana)
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Ec ili MT4 proteini
E-1 (T aestivum) MCEDDKECEAV ERPGGTAERETSAR-SGAAAGE[|T TRCRGERECEN PBABGREGT PSGRANRRANSS
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0

Slika 1. Metalotioneini biljaka podijeljeni su u ¢etiri skupine (MT1, MT2, MT3 i MT4 ili

MT?2 proteini

MT2  (C. arietinum)
MT2 (Q. suber)
MT2 (A. marina)
MT2A (A. thaliana)

MTS3 proteini

MT3A (E. guineensis)
MT3 (M. acuminata)
MT3 (A deliciosa)
MT3* (A. thaliana)

MGVP.

FlxeamIMDvG
MKEAMIMDVG]

Ec). Ostaci Cys su oznaceni crnom pozadinom, a aromatske aminokiseline sivom
pozadinom. Sekvence oznafene zvjezdicom predstavljaju iznimke u inace vrlo
konzerviranom rasporedu Cys unutar skupine MT. U uroénjaku (Arabidopsis thaliana MT-
1A), vezna regija je dodatno reducirana na samo sedam aminokiselina (preuzeto i

prilagodeno prema Freisinger, 2011).

2.2. STRUKTURA METALOTIONEINA KOD SISAVACA

MT bez metala posjeduju pretezno neuredenu strukturu. Medutim, nakon vezanja
metalnih iona dolazi do nastanka dobro definirane proteinske strukture. Prva opisana
trodimenzionalna struktura MT-a sisavaca bila je struktura MT-2 koja je otkrivena
nuklearnom magnetskom rezonancom (NMR) i rendgenskom kristalografijom. Kristalne
strukture proteina Cds,Zn,-MT-2 izoliranog iz §takora i NMR strukture proteina **Cdz-MT-
2 iz zeca, $takora i ¢ovjeka, kao i struktura 3Cd7-MT-1 iz misa imaju identi¢ne strukture
kompleksa metal-tiol i priblizno jednake polipeptidne globularne strukture.  Stoga,
monomerni proteini posjeduju oblik zvona, jednake veli¢ine i gotovo sferi¢ne C- terminalne
o-domene i N-terminalne B-domene, svaka s promjerom od 15-20 A koje u svojim centrima

sadrze odgovarajuéa Cetiri i tri metalna klastera: M4"Cysi1 i M3""Cysg. U oba su klastera
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metalni ioni tetraedarno koordinirani s tiolatnim liganadima, a dvije su proteinske domene
povezane s fleksibilnom veznom regijom sastavljenom od konzerviranog segmenta Lys-Lys
(ostaci 30 i 31) u sredini polipeptidnog lanca (Vasak 2005).

Cjelokupne trodimenzionalne strukture su takoder opisane za kraljeznjake koji nisu
sisavci 1 za tri beskraljeznjaka: Cd7-MT u ribama (Notothenia coriiceps), Cde-MT-1 u
plavom raku (Callinectes sapidus), Cds-MT-1 u jastogu (Homarus americanus) i Cd7-MTu
morskom jezincu (Strongylocentrotus purpuratus). Analogno MT-ima u sisavaca, sve ove
strukture su monomerni proteini sastavljeni od dvije globularne domene, od kojih svaka
obuhvaca metal-tiolni klaster: u MT-ima rakova dva klastera 3-metal-tiolat i klaster 3- i 4-

metal-tiolat u ribi ili morskom jezincu (Slika 2) (Vasak 2005).

Slika 2. Struktura metalotioneina, prikaz C- terminalne a-domene i N-terminalne -
domene koje u svojim centrima sadrze odgovarajuca cCetiri i tri metalna klastera. Crvene
velike kuglice su metalni atomi (npr. Zn), a male Zute kuglice su atomi S (preuzeto i

prilagodeno prema Ruttkay-Nedecky 2013).



Metalotioneini u sisavcima
MTI1 (M. musculus)

MT2  (H. sapiens)

MT3 (M musculus)

MT4 (M. musculus)

Ko sk ks er Vs kAR G- - - -~ ~AA DK T/SeA
ISEKKSes %c!/ AQC 8K G-~ -~ASDK S QA
TNOKKSes PAC{EK AKD@V®KGEEGAKAEAEKSS e

SCClEC e CEVCIYeCHCII R eI C S C Clz

Slika 3. Metalotioneini sisavaca podijeljeni su u Cetiri skupine (MT1, MT2, MT3 i MT4).

Ostaci Cys su oznaceni crnom pozadinom (preuzeto i prilagodeno prema Freisinger, 2011).

3. FUNKCIJA METALOTIONEINA
3.1. DETOKSIKACIJA METALNIH IONA

Dokazano je da proteini MT-1 i MT-2 vezu razli¢ite jednovalentne i dvovalentne
metalne ione. Uoceno je da se MT mogu povezati sa 7 - 9 dvovalentnih iona (npr. Zn ili Cd).
Medutim, oni takoder mogu vezati do 12 iona Cu ili ¢ak 18 iona Hg u eksperimentalnim
uvjetima. MT mogu istodobno povezivati razli¢ite metalne ione. Takoder je zabiljezena
spontana oligomerizacija putem disulfidnih veza a-domena MT-a. Za vecinu toksi¢nih iona,
kao S§to su Cd, Pb i Hg, u vecini je istrazivanja uoceno da posjeduju vecu afektivnost prema
MT-ima. Ti metalni ioni mogu zamijeniti Zn ili druge ione metalne vezane za MT-e, $to
moze dovesti do promjena u kljuénim stani¢énim procesima kao §to je transkripcija ili
translacija. Zastitni u¢inak proteina MT-1 i MT-2 u veéini je sluc¢ajeva uglavnom posredovan
otpustanjem iona Zn iz tih molekula $to dovodi do povecanja sinteze novih molekula MT-a.
Nadalje, oslobodeni ioni Zn suprotstavljaju se prooksidativnom ucinku drugih toksi¢nih
metala (kao npr. Cd) pomicanjem redoks stanja prema redukcijskom, odnosno
antioksidacijskom ucinku molekula MT-1 i MT-2 (Dziegiel i sur. 2016).

3.2. METALOTIONEINI SPRIECAVAJU STANICNU TOKSICNOST
UZROKOVANU IONIMA Cd

Zivotinje i ljudi unose ione Cd u kontaminiranoj hrani ili udisanjem peludi. Nakon
gutanja, kationi Cd se apsorbiraju iz probavnog trakta i prenose u jetre, bubrege i testise. U
otrovanim organima, ioni Cd pokazuju svoje citotoksi¢ne ucinke povecanjem sinteze
reaktivnih kisikovih tvari (ROS, od engl. reactive oxygen species), uslijed ¢ega dolazi do
peroksidacije lipida, oSte¢enja DNA i denaturacije proteina. Poznati su i akutni uéinci
trovanja Cd, npr. plu¢ni edem, krvarenje, zatajenje jetre i lezije testisa, kao i kroni¢ni uéinci,

npr. nefrotoksi¢nost, osteotoksi¢nost i imunotoksi¢nost (Dziegiel i sur. 2016).
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Eksperimentalni podaci pokazuju kako predtretman zivotinja s malom koli¢inom
Cd povecava otpornost na vrlo visoke doze Cd, koje bi u normalnim uvjetima mogle izazvati
staniénu smrt. lzolacijom jetrenih substani¢nih frakcija iz tih zivotinja dva sata nakon
ubrizgavanja smrtonosne doze Cd, ustanovljene su smanjene razine Cd u jezgrama,
mitohondrijima i endoplazmatskom retikulumu te povisene razine u citosolu. loni Cd u
citoplazmi bili su vezani za MT-e, koji su bili znatno inducirani predtretmanom zivotinja Cd
(Goering i Klaassen 1983). Daljnjim je istrazivanjem potvrdeno da visoke razine jetrenih
MT-a smanjuju hepatotoksi¢ni uéinak Cd u novorodenim i odraslim Stakorima
(Mukhopadhyay i sur. 2009).

Porast razine MT-1 i MT-2 takoder je zabiljeZzen u plu¢ima, nakon tretmana Cd
putem inhalacije. Kao §to je dokazano u jetri, izloZenost niskim dozama Cd inducira
stvaranje MT-a u plu¢ima muzjaka Stakora, §to rezultira povecanom tolerancijom tih
Zivotinja na vece toksi¢ne doze ovog metalnog iona. Najistaknutija promjena u epitelnim
stanicama pluca koja su tretirana Cd jest promjena ekspresije MT-a, koji mogu izdvojiti ione
Cd te tako smanjiti naknadne citotoksi¢ne u¢inke ROS-a. lako su se stanice prilagodile
povecanju koncentracije Cd povecanjem ekspresije MT-1 i MT-2, one su takoder pokazale
smanjenu sposobnost popravka DNA te postale otpornije na apoptozne podrazaje. Ljudske
stanice pluca koje su tretirane Cd stjecu fenotip sli¢an onom stanicama raka, a ova pojava je
popraéena povecanjem ekspresije MT-1 i MT-2. Ta se transformacija pojavljuje unato¢
sposobnosti stanica da se prilagode kroni¢noj izlozenosti Cd. Doista, povecanje ekspresije
MT-1 i MT-2 u plué¢nim alveolarnim stanicama popra¢eno je smanjenom apoptozom ovih
stanica i moze potaknuti razvoj tumora (Hart i sur. 2001). Kroni¢no trovanje Cd i indukcija
ekspresije MT-1 i MT-2 moglo bi tako doprinijeti procesu karcinogeneze, sasvim razli¢ito
od zastitne uloge ovih proteina u normalnim stanicama (Dziegiel i sur. 2016).

Zivotinjski modeli i istrazivanja in vitro omoguéuju odredivanje moguéih uloga
MT-1 i MT-2 u zastiti bubrega od trovanja Cd. loni Cd mogu u¢i u tubularne stanice bubrega
putem bazalnih i tubularnih stani¢énih membrana. Akutna nefrotoksi¢nost opaZena je
ubrizgavanjem kompleksa Cd i MT-a (Cd-MT) kod miSeva. Medutim, u ovom
eksperimentalnom modelu, akutni uéinci trovanja Cd bili su uzrokovani $tetnim djelovanjem
kompleksa Cd-MT nakon njegova ulaska iz primarnog urina u stanice proksimalnih tubula
(Nordberg i sur. 1975). lako znatno manje akumuliraju Cd u bubrezima, miSevi s
inaktiviranim genima za MT-e pokazuju puno brze i teze oStecenje funkcije bubrega, u
odnosu na divlji tip miseva, $to ukazuje na zastitnu ulogu MT-a. Veéina zastitnih u¢inaka

moze se vidjeti u bubreznim stanicama proksimalnh tubula, koje eksprimiraju vecée razine
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MT-1 i MT-2 u usporedbi s stanicama distalnih tubula. Osim toga, in vitro istrazivanje je
pokazalo da je vezani kompleks Cd-MT bio manje toksi¢an od CdCl> za stanice
proksimalnih tubula stakora, kao i za stanice proksimalnih tubula svinje (Liu i sur. 1994).
Uloga Cd i kompleksa Cd-MT u kroni¢noj nefrotoksi¢nosti ispitana je primjenom jednake
koli¢ine Cd u obliku CdCl> ili kompleksa Cd-MT tijekom 10 mjeseci na muzjacima Stakora.
U ovom istrazivanju, zivotinje tretirane s CdCl, pokazale su mnogo veéu nefrotoksi¢nost,
dok je skupina tretirana kompleksom Cd-MT pokazala neznatno povecanje aktivnosti
mokraéne y-glutamil-transpeptidaze. Slobodni intracelularni ioni Cd su odgovorni za
nefrotoksi¢ne ucinke, a ne kompleks Cd-MT (Groten i sur. 1994).

Pokazalo se da MT Stite kostano tkivo od toksi¢nih u¢inaka uzrokovanih Cd. Kao
u slucaju hepatotoksi¢nosti 1 nefrotoksi¢nosti, miSevi s inaktiviranim genima za MT-e
pokazali su preosjetljivost na ozljede kostiju uzrokovane Cd, u odnosu na divlji tip miSeva.
Osteociti su stanice koje su najviSe pogodene izloZenosti Cd, jer su u ovom tipu stanica

zabiljezene povecane razine MT-1/2 kao odgovor na Cd (Dziegiel i sur. 2016).

3.3. METALOTIONEINI SPRJECAVAJU STANICNU TOKSICNOST DRUGIM
IONIMA

Osim prema ionima Cd, molekule MT-a posreduju u otpornosti prema jos§ nekoliko
toksi¢nih metalnih iona, kao §to su ioni As, Pb, Hg, Cu i Cr. Medutim, zastitna uloga MT-a
protiv navedenih toksi¢nih iona manje je proucavana u odnosu na ione Cd. MT su ukljuceni
u zastitu od As, koji je odgovoran za brojne toksi¢ne i kancerogene ucinke. Anorganski AS
moze se prevesti u toksi¢nije metilirane spojeve As, koji su snazni kancerogeni te uzrokuju
tumore koze, plu¢a i mokra¢nog mjehura. Spojevi arsena mogu se vezati se na tiolne skupine
MT-a pri niskim pH vrijednostima od 3,5, kao i pri fizioloSkom pH, $to upucuje na to da
molekule MT-1 i MT-2 mogu detoksicirati ione As. Stovise, dokazano je da arsenat inducira
sintezu MT- i MT-2 (Dziegiel i sur. 2016). Pokazano je da molekule MT-1 i MT-2 stite
bubrege, jetru i pluca od djelovanja spojeva As u eksperimentalnim uvjetima. U obje studije,
ozbiljnost lezija u tim organima bila je znatno ve¢a kod miSeva s inaktiviranim genima za
MT-e u usporedbi s kontrolnim zivotinjama (Liu i sur. 2000; Jia i sur. 2004).
¢emu izloZenost ovom metalu znacajno smanjuje funkciju bubrega u usporedbi s divljim
tipom miseva. Stovise, transgeni su misevi akumulirali manje Pb u bubrezima nego divlji tip

miseva, te nisu stvorili olovna inkluzijska tijela. S obzirom na ¢estu generaciju tumora testisa
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izlozenost U ranoj zivotnoj dobi (Dziegiel i sur. 2016).

Takoder se pokazalo da MT-1 i MT-2 djeluju kao zaStitna sredstva protiv Hg,
snaznog neurotoksina (Monnet-Tschudi i sur. 2006). loni Hg imaju visok afinitet prema
tiolnim skupinama raznih proteina, $to dovodi do njihove inaktivacije. Takoder je do sada
dokazano da MT-1 i MT-2 smanjuju toksi¢ne uc¢inke intoksikacije bakrom u jetri, sredisnjem
zivéanom sustavu, bubrezima i kozi (Dziegiel i sur. 2016).

Dokazano je da MT-1 i MT-2 vezu ione Cu u dvije nasljedne bolesti koje utjeu na
metabolizam, a to su Wilsonova bolest i Menkeova bolest. Wilsonova bolest je rijedak
nasljedni sindrom koji se pojavljuje, s izmijenjenim metabolizmom Cu koji je karakteriziran
talozenjem Cu u jetri, mozgu i roznici. Analiza jetre bolesnika, na koju je utjecala Wilsonova
bolest, pokazala je da su ioni Cu vezani za MT-1 i MT-2 molekule. Prema eksperimentalnim
podacima dobivenim na Stakorima koji nose mutaciju sli¢énu onoj kod Wilsonove bolesti,
MT-1 i MT-2 vezu vecinu slobodnih iona Cu u lizosomima, gdje se vremenom
transformiraju, $to dovodi do naknadne nekroze hepatocita zbog oksidacijskog ostecenja
(Dziegiel i sur., 2016). Ovo saznanje omogucilo je stvaranje preventivne terapije, koja se
temelji na kroni¢noj primjeni Zn, koji indirektno djeluje kao kompetitivni inhibitor ulaska
Cu u krvotok. U ovoj terapiji, ioni Zn povecavaju zalihe molekula MT-1 i MT-2 u
enterocitima, koji uklanjaju visak apsorbiranih iona Cu, §to u konacnici sprjeava njihov
ulazak u krvotok i naknadna oSteCenja jetre i srediSnjeg zivCanog sustava (Hoogenraad

2006).

3.4. ULOGA METALOTIONEINA U UVJETIMA OKSIDACIJSKOG STRESA

MT-1 i MT-2 imaju ulogu u smanjenju u¢inaka oksidacijskog stresa, do kojeg dolazi
uslijed prekomjernog nastanka slobodnih radikala kao §to su ROS ili RNS (reaktivne
dusikove jedinke, od engl. reactive nitrogen species). Ove kratko Zivuc¢e molekule
karakterizira prisutnost barem jednog nesparenog elektrona i mogu se stvarati nakon
djelovanja raznih fizikalnih ¢cimbenika (UV, gama ili rendgensko zracenje, kemijske reakcije
katalizirane metalima) ili tijekom razli¢itih bioloskih procesa (upalne reakcije, stani¢no
disanje). Slobodni radikali mogu biti korisni u upalnim i imunoloskim reakcijama, ali
proizvedeni u suviSku, mogu dovesti do oSteCenja razliitih stani¢nih struktura, $to u

konacnici dovodi do stani¢ne smrti ili neoplasti¢ne transformacije. Pokazano je da njihovi
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Stetni ucinci mogu biti izbalansirani antioksidacijskim molekulama kao $to su i izooblici
MT-1i MT-2 (Krizkova i sur. 2009, 2012).

Tiolna skupina MT-1 i MT-2 odgovorna je za redoks potencijal tih molekula, a ovisi
o stabilnosti vezanja Zn i tiola, $to opet modulira mobilnost iona Zn i njihovog prijenosa na
druge proteine ovisne o Zn. Indukcija ekspresije MT-1 i MT-2 slobodnim radikalima, dovela
je do zakljucka da ti proteini mogu zastititi stanice od oksidacijskog stresa. Antioksidacijska
svojstva MT-1 i MT-2 potvrdena su brojnim istrazivanjima in vitro i in vivo.
Antioksidacijska svojstva omoguc¢uju proteinima MT-1 i MT-2 smanjenje oStecenja DNA
uzrokovana hidroksilnim radikalima (Dziegiel i sur. 2016). MT imaju sposobnost prijenosa
iz citoplazme u jezgru i taj prijenos ovisi o redoks stanju jezgre. Buduci da redoks status

stanice od suvi$nih slobodnih radikala i time regulirati i osigurati napredovanje stani¢nog
ciklusa (Takahashi i sur. 2005).

lako istrazivanja in vitro pokazuju antioksidacijsku ulogu MT-1 i MT-2,
eksperimenti in vivo nisu potvrdili rezultate in vitro istrazivanja. KoriStenje miSeva s
inaktiviranim genima za MT-e omogucilo je analizu uloge izoformi MT-a u in vivo uvjetima.
Razine antioksidacijskih proteina i molekula (superoksid-dismutaza, katalaza ili glutation-
peroksidaza i glutation), nakon izlaganja oksidacijskom stresu izazvanom gama zracenjem
ili 2-nitropropanom, nisu se razlikovale u misevima s inaktiviranim genima za MT-e u
odnosu na miSeve divljeg tipa. Razina oksidacijskih ostecenja DNA, lipida i proteina u jetri
oba tipa miSa bile su sli¢ne, iako su razine MT-1 i MT-2 u jetri misa divljeg tipa znacajno
porasle. Nadalje, kada su miSevi bili izloZeni zracenju cijelog tijela, nisu zabiljeZene nikakve
razlike, ¢ak ni kada su Zivotinje podvrgnute predretmanu Zn kako bi se povecala ekspresija
MT-1i MT-2 (Conrad i sur. 2000).

Nadalje, pokazalo se da MT-1 i MT-2 stite stanicu od oSteCenja DNA u jetri i
kostanoj srzi kod miSeva s visokim udjelom masti. Proteini MT-1 i MT-2 takoder imaju
zaStitne uéinke na zeluéanu mukozu tijekom upale uzrokovane bakterijom Helicobacter
pylori. MiSevi koji prekomjerno eksprimiraju MT-1 i MT-2 bili su relativno otporni na
oksidacijski stres. Takoder, pokazano je da su misevi s inaktiviranim genima za MT-e
podlozniji karcinogenezi koze i jetre induciranoj oksidacijskim stresom. MT-1 i MT-2
omogucuju otpornost stanica raka na odredene kemoterapeutike, kao Sto su irinotekan,

adriamicin i doksorubicin, kao i na radioterapiju (Dziegiel i sur. 2016).
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3.5. METALOTIONEINI I PROLIFERACIJA STANICA

Visoke razine proteina MT-1 i MT-2 pronadene su u aktivnim i proliferativnim
tkivima, bilo normalnim ili bolesnim. U normalnim tkivima visoke razine proteina MT-1 i
MT-2 dokazane su imunohistokemijskom analizom, u folikulima dlake zdrave koze i u
bazalnom sloju stanica epidermisa (Zamirska i sur. 2012). Takoder je dokazano da molekule
MT-1 i MT-2 posreduju u pravilnom zarastanju rana na kozi, §to je popraeno promjenama
razina iona Zn u proliferativnim stanicama kao i u serumu (lwata i sur. 1999). loni Zn
mijenjaju nekoliko procesa jer djeluju kao kofaktori za mnoge proteine, npr.
metaloproteinaze u matriksu i faktore transkripcije, osiguravajuci time njihov pravilan rad.
Svojstvo vezanja metala, omogucéava proteinima MT-11 MT-2 da djeluju kao moguci donori
iona Zn za enzime Kkoji ovise 0 Zn i transkripcijskim faktorima koji funkcioniraju putem
svojih Zn-domena. Stoga, proteini MT-1 i MT-2 imaju klju¢nu ulogu u procesima kao §to
su replikacija, transkripcija i translacija (Dziegiel i sur. 2016).

Gore spomenuta zapazanja odgovaraju promjenama u lokaciji MT-1 i MT-2 u
odnosu na stupnjeve stanicnog ciklusa. U stanicama mirovanja (GO faza), MT se moze
detektirati u citoplazmi, dok u stanicama koje se dijele, MT se prebacuju u jezgru. Nadalje,
visoka ekspresija MT-a u citoplazmi zabiljezena je u kasnoj G1 fazi i na prijelazu G1 faze u
S fazu, dok je najveca koncentracija MT-1 i MT-2 u stani¢noj jezgri zabiljezena u S i G2
fazama (Dziegiel i sur. 2016). Podaci dobiveni iz normalnih stanica potvrdeni su
eksperimentima in vitro na papilarnom karcinomu S§titnjace i anaplasticnom karcinomu
Stitnjace. Utvrdeno je da je ekspresija MT-1 i MT-2 inducirana Cd povezana s promjenama
u stani¢énom ciklusu, $to dovodi do porasta udjela stanica u S i G2 fazi te se smanjuje broj
stanica u GO i G1 fazi (Liu i sur. 2007, 2009).

3.6. METALOTIONEINI KAO ANTIOKSIDANSI

MT su bitan dio stani¢ne obrane od oksidacijskog stresa, od apoptoze uzrokovane
oksidacijskim stresom, kao i apoptoze neovisne o oksidacijskom stresu. Istrazivanja
pokazuju da su antioksidacijska svojstva MT-a povecana u prisutnosti iona Zn (Shamsi i
Fatima 2014).

U usporedbi s drugim antioksidansima koji su specificno djelotvorni protiv
odredenog osteCenja, npr. enzim superoksid-dismutaza protiv superoksidnog radikala,
katalaza protiv vodikovog peroksida i glutation-peroksidaze protiv vodikovog peroksida i
lipidnih peroksida, MT su djelotvorani antioksidansi protiv velikog raspona slobodnih
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radikala koje ¢ine hidroksil radikal i peroksinitrit. MT kao moéni antioksidansi mogu
sprijeciti komplikacije dijabetesa suzbijanjem oksidacijskih oste¢enja do kojih dolazi u
dijabetesu (Shamsi i Fatima 2014).

3.7. METALOTIONEINI KAO ANTIAPOPTOTICKI I ANTIUPALNI FAKTOR

Najnovija istrazivanja pokazala su da povecana ekspresija MT-a u stanicama izaziva
antiapoptoticke ucinke, a nedostatak MT-a povecava osjetljivost na programiranu stani¢nu
smrt nakon izlaganja odredenim antitumorskim lijekovima (Shamsi i Fatima 2014).

MT takoder imaju ulogu protuupalnog agensa, ukljucujuéi zastitu od ozljede jetre,
alergijskog odgovora i oksidacijske ozljede pluca. Istrazivanje je pokazalo da MT §tite od
koagulacijskih poremecéaja i visestrukih oSteCenja organa, ukljuc¢ujuéi ozljedu pluca
induciranu lipopolisaharidom, barem djelomi¢no, putem inhibicije lokalne ekspresije
proinflamatornih citokina. S druge strane, ¢ini se da su stanice sisavaca koje eksprimiraju
viSak MT-a otpornije na toksi¢ne ucinke duSikovog oksida. Kao dobro poznata ¢injenica,
jetraima visoku razinu iona Zn i vezane ione Cu na molekulama MT-a te ima veliki kapacitet
zaregeneraciju, a ¢ini se kako su MT-i ukljuéeni u regeneraciju hepatocita nakon djelomi¢ne

hepatektomije i kemijskih ozljeda (Shamsi i Fatima 2014).

4. EKSPRESIJA GENA METALOTIONEINA | REGULACIJA
SINTEZE

Molekularna istrazivanja misjih i ljudskih gena za MT-e omoguc¢ila su identifikaciju
1 prepoznavanje njihove ekspresije u razli€itim tkivima te su omogucile opisivanje glavnih
regulacijskih mehanizama njihove sinteze. Kod miseva postoje samo Cetiri gena za MT-e
lokalizirana na kromosomu 8 (MT-1, MT-2, MT-3 i MT-4). Kod ljudi je do sada
identificirano 17 gena za MT-e na q13 regiji kromosoma 16. Od tih gena, 13 ih je za MT-1
i dva za MT-2, dok su dva gena za svaki MT-3 i MT-4. Istrazivanja ukazuju da najmanje 10
gena kodira funkcionalne MT-e: MT-1A, MT-1B, MT-1E, MT-1F, MT-1G, MT-1H, MT-
1X, MT-2A, MT-3 i MT-4 (Slika 3.).

U novije vrijeme, novi funkcionalni ¢lan MT-a identificiran je u jetri kao MT-1M.
MT-1C, MT-1D, MT-1L, MT-1J, MT-1K, MT-1L i MT-2B smatraju se pseudogenima kod
ljudi, budu¢i da nisu identificirani nikakvi odgovaraju¢i proteini. Medutim, njihova
funkcionalnost, u vecini slucajeva, ostaje nepoznata (Dziegiel i sur. 2016). Dodatno, MT-
slican 5 (MTL-5) koji je usko povezan s drugim izooblicima MT-a, identificiran je u
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testisima misSeva na podrucju ql3 kromosoma 11. Proizvod ovog gena, nazvan tesmin,
diferencijalno regulira mejozu kod muskih i zenskih stanica (Olesen i sur. 2004). Struktura
i mogu¢i mehanizmi regulacije gena za MT prikazani su na slici 4.

Geni MT-a sastoje se od tri eksona, ekson 1 kodira a-domenu, dok eksoni 2-3
kodiraju B-domenu. Regulatorni mehanizmi MT-1 i MT-2 su do sada najbolje poznati.
Dokazano je da ove izooblike inducira nekoliko tvari i agensa, npr. teski metali, steroidi,
¢imbenici rasta, citokini, slobodni kisikom i dusikovi radikali. U podru¢ju promotora gena
MT-1 i MT-2 zabiljeZeno je nekoliko elemenata koji odgovaraju na metale (MRE),
glukokortikoide (GRE) i elemenata antioksidacijskog odgovara (ARE) (Campagne i sur.
2000; Bi i sur. 2004).

Cini se da su ioni metala, posebice ioni Zn koji se prirodno pojavljuju u organizmu,
najsnazniji pobudivaci ekspresije gena MT-1 i MT-2. Dokazano je da se ioni Zn vezu na
transkripcijski faktor-1 reguliran metalima (MTF-1, od engl. metal-regulatory transcription
factor-1), koji ulazi u interakciju s DNA putem svojih Sest CoH2 Zn domena na sekvenci
MRE u promotorskim regijama gena MT-1 i MT-2. Ovo vezanje rezultira iniciranjem
transkripcije gena (Dziegiel i sur. 2016).

Toksikoloske studije pokazale su da metalni ioni, osim iona Zn, takoder mogu
izazvati ekspresiju gena MT-1 i MT-2. Povecéane koli¢ine MT-1 i MT-2 pronadene su u jetri,
bubrezima i crijevima pokusnih Zivotinja nakon izlozenosti Cd, Hg ili Zn (Vasak i Meloni
2011). lako su ti metalni ioni sposobni izazvati ekspresiju gena MT-1 i MT-2, ovaj se
mehanizam razlikuje od indukcije ionima Zn, budu¢i da se vezu izravno na MTF-1.
Neesencijalni metalni ioni ne mogu aktivirati MTF-1, ali zbog njihovog vecéeg afiniteta
prema MT-1 i MT-2, oni mogu premjestati ione Zn iz molekula MT-1 i MT-2 i vezati se na
MTF-1, sto dovodi do aktivacije transkripcije gena MT-1 i MT-2 (Dziegiel i sur. 2016).

Protein ~ Aa 1 10 20 30 40 50 60 68
MT-1A 61 MDPNCSCATG GSCTCTGSCK CKECKCTSCK  KSCCSCCPMS CAKCAQGCIC — KGASEKCSCC
MT-1B 61 MDPNCSCTTG GSCACAGSCK CKECKCTSCK KCCCSCCPVG CAKCAQGCVC KGSSEKCRCC
MT-1E 61 MDPNCSCATG GSCTCAGSCK CKECKCTSCK KSCCSCCPVG CAKCAQGCVC KGASEKCSCC
MT-1F 61 MDPNCSCAAG VSCTCAGSCK CKECKCTSCK KSCCSCCPVG CSKCAQGCVC KGASEKCSCC
MT-1G 62 MDPNCSCAAA GVSCTCASSC KCKECKCTSC  KKSCCSCCPV  GCAKCAQGCI  CKGASEKCSC
MT-i1H 61 MDPNCSCEAG GSCACAGSCK CKKCKCTSCK KSCCSCCPLG CAKCAQGCIC  KGASEKCSCC
MT-1X 61 MDPNCSCSPV GSCACAGSCK CKECKCTSCK KSCCSCCPVG CAKCAQGCIC — KGTSDKCSCC
MT-2A 61 MDPNCSCAAG DSCTCAGSCK CKECKCTSCK  KSCCSCCPVG CAKCAQGCIC  KGASDKCSCC
MT-3 68 MDPETCPCPS GGSCTCADSC KCEGCKCTSC KKSCCSCCPA  ECEKCAKDCV  CKGGEAAEAE  AEKCSCCQ
MT-4 62 MDPRECVCMS GGICMCGDNC KCTTCNCKTY  WKSCCPCCPP GCAKCARGCI CKGGSDKCSC CP

}b)gU)}b

f-domena o-domena

Slika 4. Sveobuhvatni prikaz aminokiselinskih sekvenci svih izooblika metalotioneina (MT)

s vidljivom podjelom na a- 1 B-domenu (preuzeto i prilagodeno prema Dziegiel i sur. 2016).
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Slika 5. Mogu¢i mehanizmi regulacije ekspresije gena metalotioneina. ARE -
antioksidacijski odgovor, GRE- element koji reagira na glukokortikoide, MTF-1
transkripcijski faktor-1 reguliran metalima, MRE — elementi koji odgovaraju na metale, ROS
- reaktivne kisikove tvari, RNS - reaktivne duSikove tvari (preuzeto i prilagodeno prema
Dziegiel i sur. 2016).

5. METODE MJERENJA METALOTIONEINA

MT se mogu izolirati iz prirodnih izvora, medutim, to Cesto rezultira malom
koli¢inom izoliranih MT-a, te se u heterogenim preparatima moze pronaci nekoliko
izooblika §to moze otezati kona¢no tumacenje rezultata. Dodatni problem koji se Cesto
susrece jest 1zolacija proteolitickih fragmenata. U nekim slu¢ajevima nije bilo jasno je li to
zbog proteoliti¢ke degradacije tijekom postupka prociS¢avanja ili je promatrana proteoliza
takoder normalno prisutna in vivo.

MT se mogu mijeriti masenom spektrometrijom. Metode masene spektrometrije
idealno su prikladne za proucavanje kompleksa metalnih iona kao §to su Zn (II) 1 Cu (I), jer

se ne oslanjaju na neke spektroskopske znacajke. Takoder je vazno napomenuti da se
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oksidacijsko stanje MT-a in vivo moze odrediti proteomskim metodama koje su otkrile da
disulfidne veze postoje in vivo i da se njihov udio povecava u uvjetima oksidacijskog stresa.
MT se mogu mjeriti i NMR spektroskopijom koja pruza uvid u strukturne, ali i

dinamicke informacije.

6. METALOTIONEINI | BOLESTI
6.1. METALOTIONEINI I STARENJE

MT su proteini koji uklanjaju slobodne radikale in vitro. Istrazivanje iz 2010. godine
pokazalo je korelaciju izmedu velike koli¢ine MT-a i smanjenog unosa kalorija (CR) i
inhibicije inzulinskog signalnog puta, a povecana ekspresija gena za MT-e uocena je u
tkivima izgladnjelih miseva, dugo zivucih patuljastih miSeva, crva koji su drzani pod CR
uvjetima i dugo zivu¢ih mutiranih crva. Deregulacija MT-a u tim sustavima vjerojatno ima
specifi¢ne ucinke na rezultate starenja tkiva (Swindell 2010).

MT su standardni proteini odgovora na stres i mnoga su istrazivanja ukazala na
djelovanje MT-a kao odgovora na razliite vrste stresa, kao $to su toksi¢nost teskim
metalima, toksi¢nost lijekovima, bakterijski endotoksini, virusne infekcije, alkilirajuca
sredstva i dr. Antioksidacijski potencijal MT-a od posebnog je interesa u kontekstu biologije
starenja s neuskladenim rezultatima i neizvjesno$c¢u jesu li su in vitro nalazi relevantni za

njegovu aktivnost in vivo (Shamsi i Fatima 2014).

6.2. METALOTIONEINI | NEURODEGENERATIVNE BOLESTI

Fizioloska uloga MT-a ostaje pitanje rasprave ¢ak i nakon 60 godina otkri¢a. To je
zbog funkcije u srediSnjem zivéanom sustavu, gdje je teSko povezati njegova poznata
biokemijska svojstva, kao $to su vezanje metala i uklanjanje slobodnih radikala kako bi
zakomplicirali rad mozga. Postoji velik broj neurodegenerativnih bolesti povezanih s
povec¢anom sintezom i Smanjenom sintezom MT-a. Neke od bolesti navedene su u nastavku:

Parkinsonova bolest - MT-1 i MT-2 u mozgu mogu biti regulirani ionima Cd i Zn,
endotoksinima, kaininskom kiselinom i 6-hidroksidopaminom (Shamsi i Fatima 2014).
Istrazivanje iz 2011. potvrdilo je ekspresiju MT-a u astrocitima u Parkinsonovoj bolesti te

podupire neuro-zastitnu ulogu MT-a za te stanice. Klasi¢na teorija koja kaze da nigralni
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astrociti nisu reaktivni u Parkinsonovoj bolesti o€ito su netocni. Medutim, moguce je da
astrociti sami utje¢u na proces bolesti (Michael 2011).

Autizam - Toksi¢nost teSkih metala, posebice Hg, kod djece s poremecajem
autisticnog spektra ve¢ je dugo pitanje rasprave. Nakon izlaganja Hg moze do¢i do
pogorsanja imunoloske, senzorske, neuroloske, motoricke funkcije i ponasanja kod djeteta.

Ove osobine su sli¢ne autizmu (Shamsi i Fatima 2014).

6.3. METALOTIONEINI I RAK

MT imaju poznatu ulogu u regulaciji programirane stani¢ne smrti. Povecana razina
MT-a je pronadena kako bi se sprijecila apoptoza u stanicnim kulturama. Stoga MT
reguliraju intracelularnu koncentraciju iona Zn i ulaze u interakciju s nekim proteinima
ukljucenim u apoptozu. lon Zn sposoban je inhibirati mnoge proteine povezane s apoptozom,
a takoder sprjecava fragmentaciju DNA. MT takoder mogu regulirati biolosku aktivnost
proteina p53 putem izmjene iona Zn. Molekule MT-1 i MT-2 kontroliraju razinu, aktivnost
1 stani¢no mjesto transkripcijskog faktora NF-kB. NF-kB je potreban za zastitu stanica od
apoptoticke kaskade inducirane stimulansima kroz aktivaciju anti-apoptotickih gena i
protoonkogena kao $to su Bcl-2, c-myc i TRAF-1. Osim toga, MT-1,bez metala tvori
kompleks s p53. Protein p53 ima vaznu ulogu u povecanju ekspresije elemenata ovisnih o
metalu (Shamsi i Fatima 2014).

MT ima svojstva antioksidansa koji zajedno s glutationom moze zastititi lako
oksidiraju¢e molekule od slobodnih radikala smanjujuci razinu ROS-a. Proucavana je i uloga
MT-a kao markera tumorske bolesti ili kao uzroka rezistencije u lije¢enju raka (Shamsi i
Fatima 2014).

6.4. METALOTIONEINI | DIJABETES

Dijabetes je bolest koja je uzrokovana povecéanim oksidacijskim stresom. Genski ili
farmakoloski porast ekspresije MT-a u srcu, bubrezima i drugim organima stiti organe od
disfunkcije, poput kardiomiopatije i nefropatije zbog dijabetesa. Oksidacijski stres je korijen
uzroka dijabetesa i njegovih komplikacija, a antioksidansi mogu sprijeciti oboje. Upalna
autoimuna reakcija posredovana T-stanicama uzrokuje unistavanje [3-stanica zbog stvaranja
ROS-a i RNS-a (Shamsi i Fatima, 2014).

Takoder, dokazano je da prekomjerna ekspresija MT-a u raznim metaboli¢kim

organima reducira oksidacijski stres uzrokovan hiperglikemijom, dijabeti¢ku kompleksnost
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specifi¢nu za organe i ostecenje DNA kod eksperimentalnih zivotinja s dijabetesom, sto je
dodatno potkrijepljeno rezultatima dobivenih na misevima s inaktiviranim genima za MT-2.
Nadalje, pokazalo se da dopuna s ionima Zn aktivira in vivo sintezu MT-a u pokusnim
Zivotinjama i da se smanjuju relevantne komplikacije kod dijabetesa u ljudi i zivotinjskih

modela (Wang i sur. 1999).
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7. ZAKLJUCAK

Vise od pola stoljeca, istrazivanja MT-a pokazuju kako je to sveprisutan protein koji
regulira razinu metala u biljnom i Zivotinjskom organizmu kao i u ljudskom tijelu. MT-i
zbog neobi¢nih metal-tiolnih skupina i njihove izvanredne kineticke labilnosti i kemijske
reaktivnosti, predstavljaju jedinstvenu klasu metaloproteina. Trenutno dostupni
eksperimentalni dokazi upucuju na to da ovi proteini mogu igrati ulogu u vise bioloskih
procesa. Svaka promjena u ekspresiji MT-a uzrokuje anomalije uslijed promjena u
koncentraciji metala, ukljucujuci razne neurodegenerativne bolesti, dijabetes, starenje i rak.
MT se mogu Kkoristiti kao pokazatelji okolisne izlozenosti metalima. Moze sluziti i za
medicinsku uporabu te pomoc¢i u izracunavanju dopustene koli¢ine unosa ili izloZenosti Cd.
MT se koriste kao biomarker izlozenosti Cd kod ljudi i takoder mogu biti korisni u procjeni
rizika izlozenosti drugim metalima.

Kako bi se otkrile nove te dodatno istrazile ve¢ odredene funkcije MT-a potrebne su
nove metode istrazivanja, sredstva i znanja. Za brojne bolesti je otkriveno kako MT djeluju
na stanice te bi se trebalo istraziti kako bi reagirali na lijekove, $to bi potaknulo napredovanje
biomedicine. Otkrivanjem strukture i funkcije MT-a stvara se mogucnost za razvoj velikog

broja grana znanosti.
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