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Metalothionein a jeho role v detoxikaci
tézkych kovl a predispozici k chorobam

RAUDENSKA M.1, SMERKOVA K.3, TANHAUSEROVA V.1, GUMULEC J.1, HLAVNA M.",
SZTALMACHOVA M.1, PACAL L., BABULA P2, ADAM V.3, ECKSCHLAGER T.4, KIZEK R.3,
MASARIK M. "

"Masarykova univerzita Brno

Lékarska fakulta, Ustav patologické fyziologie
Prednostka: prof. MUDr. Anna Vaskd, CSc.
2Veterinarni a farmaceuticka univerzita v Brne
Ustav prirodnich léciv

Prednosta: doc. RNDr. Milan Zemlicka, CSc.
3Mendelova univerzita v Brné, Agronomicka fakulta
Dekan: prof. Ing. Ladislav Zeman, CSc.
4Univerzita Karlova v Praze

2. Lekarska fakulta a Fakultni nemaocnice Motol
Klinika detske hematologie a onkologie
Prednosta: prof. MUDr. Jan Stary, DrSc.

SOUHRN

Tezké kovy vyskytujici se v Zivotnim prostiedi maji nezanedbatelny vliv na lidské zdravi. Diky jejich schopnosti

acinkem tézkych kovd v toxické koncentraci je to, ze funguji jako enzymatické jedy a zasahuji najednou do mno-
ha bunécnych a metabolickych procest. Je znamo, Ze mezi jednotlivymi ZivociSnymi druhy i jedinci téhoz druhu
existuje znacna variabilita v Gcinku tézkych kovt. Jednou z pricin vnitrodruhové variability mZze byt rozdilnd mira
exprese a funkénosti kov-vazajicich peptidi (metalothioneint, glutathionu), které pomahaji pri detoxikaci orga-
nizmu. V nékterych pripadech je zména exprese ¢&i funkce zpusobena pritomnosti jednonuklectidovych polymor-
fizm( (SNP). Paklize se organizmus nedokaze patfi¢né vyrovnat s negativnimi G€inky tézkych kovli, mtze docha-
zet k zvySené incidenci rdznych chorob. Hladina exprese metalothioneint (MT) a polymorfizmy v MT sekvenci
byly v.mnoha studiich dany do souvislosti s rizikem vzniku rdznych onemocnéni a mnoZzstvim tézkych kovl ve tka-
nich. S polymorfizmy v genech pro metalothionein jiz bylo asociovano riziko vzniku diabetu 2. typu, kardiovas-
kuldrnich nemoci a aterosklerozy. Nekteré polymorfizmy téZ souvisely s vyssi hladinou kadmia a olova v krvi
a ledvinach a nedostatkem zinku a médi v organizmu. Nadmérna exprese MT muZe vSak vést k ochrané bunék,
ktere by za spravnych okolnosti mély podlehnout apoptdze. ZvySena exprese metalothioneinu byla pozorovana
u bunék rakoviny prsu, strev a zaludku, mocového méchyre, prostaty, hlavy a krku.

Klicova slova: tezke kovy, metalothionein, polymorfizmy, detoxikace, metabolizmus, nadorova onemaocnéni, SNP

SUMMARY

Raudenska M., Smerkova K., Tanhduserova V., Gumulec J., Hlavna M., Sztalmachova M. Pacal L., Babula
P, Adam V., Eckschlager T., Kizek R., Masarik, M.: Metallothionein and its role in detoxification of heavy
metals and predisposition to diseases

Heavy metals, including both essential and toxic heavy metals, are a major category of globally distributed envi-
roenmental pollutants that negatively affect human health. Heavy metals have an ability to accumulate in the vari-
ous tissues and become a part of the food chain. The most serious impact of toxic heavy metals is based on the-
ir interactions with many different enzymes and subsequently with many cellular processes. The significant
variability between individual animal species and the considerable intra-species variability in heavy metal toxicity
is well known. Different expression and function (sometimes caused by single nucleotide polymorphisms) of metal
binding proteins such as metallothioneins or glutathione, which are useful at detoxification, may represent one
of the reasons for inter- and intra-species variability. If the organism is not able to deal with the negative effects
of heavy metals, a higher incidence of many diseases can occur. According to the various studies, the level of
metallothionein (MT) expression and some single nucleotide polymorphisms (SNP) in the MT sequence were rela-
ted to the risk of the genesis of different diseases and to the levels of heavy metals in various tissues. Recently,
a significant relationship between SNP in the MT gene, diabetes type 2, cardiovascular diseases, and atherosc-
lerosis has been identified. Sone SNPs were responsible for higher levels of cadmium and lead in blood and kid-
neys, whereas zinc and copper levels were significantly decreased. The over-expression of MT can lead to the
protection of cells, which should undergo apoptosis. The over-expression of MT has been observed in breast can-
cer, intestine and stomach cancer, bladder cancer, prostate cancer, as well as in head and neck cancer cells.
Key words: heavy metals, metallothionein, polymorphisms, detoxification, metabolism, cancer, SNP
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Uvod

oncentrace tézkych kovl v zivot-
B nim prostiedi se v poslednich 100
letech radikdlné zvySuje. Ackoli
jejich negativni ucinky na lidské zdravi
jsou znamy jiz mnoho let, stdle jsou maso-
vé vyuzivany v pramyslu a zemédélstvi
(insekticidy, fostatova hnojiva, fungicidy)
(1). Teké kovy, zejména olovo a kadmium,
maji schopnost akumulovat se v riznych
orgdnech a zdsadné ovliviiovat zdravi
jedince, a to jiz ve velmi nizkych koncen-
tracich. Jejich akutni, chronickd nebo sub-
chronicka toxicita maze vést k neurotoxic-
kym, karcinogennim, mutagennim i
teratogennim efektim (19).

DileZitou roli v udrzovani priméfenych
hladin esencialnich tézkych kovii a detoxi-
kaci organizmu pfi expozici neesencidlnim
tézkym kovim hraji metalothioneiny.
Rada védeckych studii prokdzala, 7e
v mnoha riznych tkanich existuje vztah
mezi hladinami tézkych kovi a expresi
metalothioneint (25, 41).

Tezke kovy

Za 1€zké kovy jsou povazoviny kovy,
jejichz hustota je vétsi nez 4500 kg/m3
mizeme dle vlivu na metabolizmus rozdé-
lit na:

B esencidlni: Fe, Cu, Zn, Mn, Co, Mo.

Tyto kovy jsou v malych davkach nepo-
stradatelné pro spravnou funkci organizmu
(jsou soucasti molekuly enzymu, nebo fun-
guji jako aktivatory enzymi).

B roxické: Hg, Cd, Pb, As, Cr.

Toxické kovy se vazou na -SH, -COOH
a -NH, skupiny biomolekul, méni jejich
strukturu i funkci, a pasobi tak jako enzy-
matické jedy. Nékdy dochazi téz ke kom-
petici s esencidlnimi latkami (olovo nahra-
zuje vapnik v kostech, kde se posléze
kumuluje (17), kadmium nahrazuje zinek
v nékterych enzymech).

Nejvyznamnéjsi negativni efekty téz-
kych kovii na bunécné procesy jsou shrnu-
ty na obrazku 1.

Metalothioneiny

Metalothioneiny (MT) patfi do rodiny
nizkomolekuldrnich, intracelularnich pro-
teindt s molekulovou hmotnosti mezi 6-10
kDa. Obsahuji vysoky podil aminokyseli-
ny cysteinu (aZ tretina hmotnosti), zatimco
aromatické aminokyseliny zcela chybi.
Pravé vysoky podil cysteinu zpiisobuje
jeho vysokou afinitu ke koviim, zejména ke
kadmiu, zinku, olovu, rtuti a médi (29, 38).

MT jsou rozdéleny dle své primarni
struktury a dle organizmu, ze kterého
pochazeji do dvou tfid MT-1 a MT-II. Sav¢i
MT jsou zastoupeny tiidou MT-I a jsou tvo-

feny 61 az 68 aminokyselinami. MT-I jsou
rozdéleny do Ctyf izoforem ( MT-1, MT-2,
MT-3 a MT-4) (42). Nejvice exprimovanou
formou MT v lidském organizmu je MT-2.
Rozdily v expresi mezi MT-2 a ostatnimi
izoformami metalothioneind jsou dany
sekven¢nimi rozdily v oblasti promotoru,
které umoznuji vazbu aktivatora neboli
enhanceri transkripce pravé u MT-2 izofor-
my (33). Mezi enhancery transkripce M7-2
genu lze zahrnout kovy (12, 23), interleuki-
ny (4), nékteré interferony (34), TNF-c (6)
a glukokortikoidy (33).

Po navdzani transkripniho faktoru
MTF-1 (metalregulatory transcription fac-
tor-1) na regulacni tsek DNA zvany MRE
(metal responsive element), lezici na pro-
motoru genu pro MT, je zahdjena tran-
skripce. Za normalnich okolnosti se MTF-
I v buiice nachdzi v inaktivnim stavu
s navazanym MTI (metallothionein transc-
ription inhibitor), coz je inhibitor branici
navazani MTFE-1 na MRE. Po vstupu ion-
tu kovu do buniky se tento iont navize na
MTT a uvolni se tim MTEF-1, ktery mize
zahdjit transkripci MT. Vzrastajici kon-
centrace té¢zkych kovu tak maze indukovat
syntézu MT (14, 12).

MT se ucastni mnoha bunécnych funk-
ci pfedevSim transportu, skladovani a deto-
xikace kovl, metabolizmu esencidlnich
kovl a vychytavani volnych radikala.
Tvorba komplextt MT-kov chrini organiz-
mus hlavné pfed akutnimi toxickymi G¢in-
ky kovl. Nejvyssi afinitu vykazuje MT

k Cd(II), Pb(Il), Ag (I), Hg (II), a Pt(II
alV) (39).

Exprese MT a jeji asociace
s chorobami

ZvySend exprese metalothioneinu byla
pozorovana u bunék rakoviny prsu (11),
sttev a zaludku (7), moc¢ového méchyfte
(36), prostaty (13, 27), hlavy a krku (16).
Nadmérnd exprese MT?2 téz zvySuje tvor-
bu matrixové metaloproteinazy 9, a tim
zvySuje invazivitu rakovinnych bunék
(22, 43).

Pravdépodobna je také vyznamna role
metalothioneinu v Iékové rezistenci (8,
24). Bylo zjiSténo, ze zvySena hladina pro-
teinu MT2A koreluje napiiklad s rezisten-
ci k adriamycinem (ADR) vyvolané apop-
toze a s inhibici nadorového supresoru p53
(30). Rovn~ cisplatina-rezistentni bunky
rakoviny mocového mchyfe vykazovaly
zvySenou hladinu MT2A proteinu (35).

ZvySend exprese MTIA i MT2A byla
zjiSténa také u Gravesovy-Basedowovy
choroby (32) a v bunikdch obklopujicich
amyloidni plaky vznikajici pfi Alzheime-
rové chorobé (15).

Tézké kovy a metabolizmus

Hlavnimi zpasoby vstiebdvani t€Zkych
kovi do téla jsou ingesce, inhalace
a absorpce kuzi. Pokud neni vdechnutd lat-
ka rozpustna v mukoéznich hlenech pte-

inhibice oprav DNA

zvysujici se

pusobeni dalSich
latek p
DNA

zatéz

mutace dulezitych

geni
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dysfunkce
E-cadherinu

/

Té2ké kovy,
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Obr. 1: Viiv téZkych kovi na bunécné procesy.

Toxicke tézke kovy se projevuji zejména jako takzvané enzymatické jedy. Nahrazuji v metalo-
enzymech puvodni kofaktor a nabouravaji tak spravnou strukturu a funkci enzymd. Timto

mechanizmem mohou zasahovat do mnoha
bit vznik nadorového onemocnéni.

bunécnych deji a v konecné fazi mohou puso-
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chazi do alveol a difuzi, ¢i aktivnim trans-
portem se dostava do krve (napf. po vdech-
nuti par elementarni rtuti se Hg vstiebava
asi z 80 %). Pfi ingesci zavisi toxicita na
formé kovu, pH, rychlosti priichodu potra-
vy trdvicim ustrojim, biotransformaci
sttevnimi organizmy a mnozstvim kom-
plexotvornych organickych latek a protei-
nl jako jsou metalothioneiny. Pfi vstieba-
vani se opét uplatiluje pasivni transport
(difaze) a také aktivni transport (vazba na
specifické bilkoviny). Transport probiha
krvi za ucasti krevnich bilkovin. Hlavnimi
centry detoxikace jsou jatra a ledviny, ke
kumulaci kovt dochdzi vSak i v mozku
a kostech. Bylo prokdzano, ze kadmium
aolovo viazané na MT jsou pro organizmus
daleko méné toxické, nez tyto kovy ve vol-
ném stavu (18, 31, 39). Neabsorbované
a vyloucené toxiny jsou odstranoviny
moci a stolici. Schéma zdkladniho meta-
bolizmu t¢kych kovt je uvedeno na obraz-
ku 2 (obr. 2).

MT polymorfizmy a jejich vztah
k zavaznym onemocnénim

Jak jiz bylo feceno, metalothioneiny
jsou dilezitymi proteiny pfi obrané orga-
nizmu proti toxickym efektiim tézkych
kovi. Indukce exprese metalothioneint
byla prokdzdna pfi oxidativnim stresu
a zvySenych koncentracich tézkych kovu
v téle (5). Rychld indukce exprese MT
v piitomnosti kovi tak ¢ini z MT uzite¢ny
biomarker intoxikace organizmu tézkymi
kovy (2, 26). Hladina exprese metalothio-
neinu a polymorfizmy v MT sekvenci byly
v mnoha studiich dany do souvislosti
s rizikem vzniku riznych onemocnéni
a mnozstvim tézkych kovia ve tkanich.
Podrobnéji popiSeme nejdilezitéjsi z nich.

Jednonukleotidovy polymorfizinus

(SNP) c.152A/G v genu MTIA

SNP c. 152A/G oznacuje polymorfni
misto, které zahrnuje bazi nachazejici se
na 152. pozici od zac¢atku kodujici sekven-
ce genu MTIA. Na tomto misté se mize
vyskytovat nukleotid A, nebo G viz obrd-
zek 3. Frekvence alely G tohoto SNP byla
signifikantné asociovdna s incidenci dia-
betu typu 2 (40).

Jednonukleotidovy polymorfizimus

(SNP) ¢.80A/C v genu MTIA

Polymorfizmus ¢.80A/C nékde uvade-
ny t€z jako +647 (pocitino od pocatku
transkripce), se nachdzi v kédujici oblasti
genu MTIA na 80. pozici od zacatku kodu-
jici sekvence (obr. 3). Tento polymorfiz-
mus byl asociovan s dlouhovékosti v ital-
ské populaci, zvyhodnéni byli nositelé
alely A (20). Nositelé alely C byli naopak
predisponovani k rozvoji kardiovaskular-
nich nemoci a diabetu typu 2 (3).

Jatra
Tvorba k plext: kov-MT, kov-gl hion,
kov-proteiny bohaté na cystein.
Uvolnéni téchto komplexd do Zluéi.

N

Plice

Inhalace

/

Komplexy kov-MT se dostavaji do krve
pfi ap a nekroze hep yta.

/

Ledviny

Kovy t

A4

vy

v komplexech s’MT.

Krev .
Kovy jsou transportovany v Klze
komplexech Absorbce
s MT, proteiny a glutathionem.
o EXKIECO 3 Gastrointestinalni trakt
" y jsou PROXY ¢ Ingesce
ov-MT, kov-protein.

Obr. 2: Zakladni metabolizmus tézkych kovd.

Tezke kovy se do téla dostavaji nejcasteji ingesci, inhalaci a absorpci skrze kizi. Transport pro-
biha krvi za acasti krevnich bilkovin. Hlavnimi centry detoxikace jsou jatra a ledviny, kde jsou
tezke kovy navazany na metalothioneiny a glutathion. Ve formé vazané na proteiny (peptidy)
se tezke kovy vylucuji z organizmu. Tézke kovy, které se nepodari z organizmu vyloucit, se

kumuluji ve tkanich.

PROMOTOR

Pocatek
transkripce

MT1A
80A/C  152A/G
! 4
5 UTR KODUJICI OBLAST 3'UTR
T 1 t 1
ATG Stop-koddn Poly A
signal

Obr. 3: Umisteni polymorfizmu v genu MT1A.

SNP c. 152A,/G oznacuje polymorfni misto, ktere zahrnuje bazi nachazejici se na 152. pozi-
ci od zacatku kodujici sekvence genu MT1A. Na tomto misté se mize vyskytovat nukleotid
A, nebo G. SNP c. 80A,/C oznacuje polymorfni misto, které zahrnuje bazi nachazejici se na
80. pozici od zacatku kodujici sekvence genu MTTA. Na tomto misté se muzZe vyskytovat

nukleotid A, nebo C.

Jednonukleotidovy polymorfizmus

(SNP)-5A/G v MT2A

Polymorfizmus -5A/G lezi v promoto-
rové oblasti genu MT2A 5 nukleotidu pred
pocitkem transkripce (obr. 4). Nachazi se
v regula¢nim useku DNA zvaném MRE
(metal responsive element), na ktery se za
normdalnich okolnosti vaze transkripcni
faktor MTF-1. Pokud se vSak v sekvenci
vyskytuje G misto A, MTF-1 se nemiize
navazat a mira transkripce MT2A se snizu-
je.

Kita a kol. zjistili, Ze promotorovy poly-
morfizmus -5A/G v MT2A snizuje indukci
exprese MT2A vyvolanou kadmiem,
z ¢ehoz lze usuzovat na vyssi citlivost
jedinct s rizikovou alelou G k toxickym
uc¢inktim kadmia (23). Toto bylo potvrzeno

studii Kyaaltiho a kol. v roce 2010, kdy
byla nalezen vyssi obsah kadmia v ledvi-
nach nositel alely G tohoto polymorfiz-
mu (pramérné hodnoty byly 87 ng/g tkd-
né u nositell genotypu AA, 151 ug/g
u genotypu AG a 153 pg/g u genotypu
GG) (20). Kritickd hladina kadmia je
200 pg na gram tkané, prekrocenti této hra-
nice mize vyvolat dysfunkcei ledvin (28).

U nositelt alely G byly téz nalezeny
vyS§§i hladiny kadmia (primérné hodnoty
pro genotyp AA-1,6 ppb (parts of cadmi-
um per billion) genotyp AG a GG-2.2 ppb)
a olova (primérné hodnoty pro genotyp
AA-30,1 ppb, genotyp AG a GG-33,7 ppb)
a niz8i hladiny zinku (pramérné hodnoty
pro genotyp AA-1,0 ppb, genotyp AG
a GG-0,8 ppb) v krvi studovanych subjek-
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transkripce signal

Obr. 4: Umisténi polymorfizmd v genu MT2A.

SNP -5A/G oznacuje polymorfni misto v promotorove oblasti genu MT2A, které zahrnuje bazi

nachazejici se & nukleotidd pred pocatkem transkripce. SNP -209A /G oznacuje polymorfni

misto v promotorove oblasti genu MT2A, které zahrnuje bazi nachazejici se 209 nukleotidt
pred pocatkem transkripce. SNP +838 C,/G oznacuje polymorfni misto v 3° nepireklédané
oblasti, ktere se nachazi v misté vzdalenem 838 nukleotidd od zacatku transkripce.

ti (21). Naopak pri analyze té€zkych kovi
v placenté rodicek, obsahovaly vice kad-
mia placenty nositelek genotypu AA (37).
SNP -5A/G v MT2A by se mohl v budouc-
nu stat slibnym ukazatelem rizika vzniku
chorob spojenych s expozici kadmia.

Recentni studie t¢7 uvadéji souvislost
mezi polymorfizmem -5A/G v promoto-
ru MT2A a dlouhovékosti v turecké popu-
laci (3).

Jednonukleotidovy polymorfizmus

(SNP) +838 C/G v MT2A

Polymorfizmus +838 C/G v 3'nepfe-
kladané oblasti genu MT2A (viz obr. 4) byl
asociovan s vyskytem aterosklerdzy,
nedostatkem zinku a médi a vyssi hladinou
prozanétlivych cytokint. Ve vsech téchto
pripadech byli znevyhodnéni nositelé
genotypu GG. Genotyp GG tohoto poly-
morfizmu byl téZ asociovin s Castéjsim
vznikem nekalcifikovanych plaka v karo-
tidach (10).

Jednonukleotidovy polymorfizmus

(SNP) -209 A/G v MT2A

Polymorfizmus -209 A/G lezi v pro-
motorové oblasti genu MT2A 209 nukleo-
tida pred pocdtkem transkripce (viz obr.
4). Tento polymorfizmus byl asociovin
s chronickym zanétem (vysoké plazmatic-
ké hladiny IL-6), hyperglykemii, se zvy-
Senou hladinou glykovaného hemoglobi-
nu a nedostatkem zinku. Nositelé
genotypu AA méli téz zvySené riziko vzni-
ku diabetes mellitus 1. typu v asociaci
s ateroskler6zou  (p=0.0015  odds
ratio=2.617) a jejimi komplikacemi jako
je ischemicka kardiomyopatie (p=0.0050
odds ratio=12.6) (9).

Zaver

Metalothioneiny hraji vyznamnou roli
pii transportu a hospodareni s kovy. Maji
rovnéz nezastupitelnou dlohu pii detoxi-
kaci organizmu vystavenc¢ho ptsobeni t&7-
kych kovii v toxickych koncentracich.
Mira exprese metalothioneini a jejich
schopnost vazat kovy miize byt mimo jiné
naruSena zménami na trovni DNA. Nékte-
ré jednonukleotidové polymorfizmy jiz
byly asociovany s predispozicemi k riiz-
nym chorobam a rychlej$imu starnuti, coz
potvrzuje klicovou tlohu metalothioneint
pii ochrané organizmu a moznost vyuZiti
téchto polymorfizmu jako ukazateli rizika
pro nositele rizikovych genotypi. Nad-
mérna exprese MT muZe vSak vést
k ochrané bunck, které by za spravnych
okolnosti mély podlehnout apoptéze. Ten-
to mechanizmus miazeme sledovat u mno-
ha typt nadorii. ZvySend exprese MT
muZe byt tedy cennym markerem pro véas-
nou diagnostiku nadorovych onemocnéni.
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