METALOTHIONEIN JAKO PROGNOSTICKY MARKER NADOROVEHO
ONEMOCNENI
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Souhrn: Metalothionein (MT) je nizkomolekularni intracelularni protein, jehoZ primarni funkci je udrZzeni homeostazy t&z-
kych kovl v Zivych organismech. O molekularnich mechanismech exprese MT je zndmo velmi mélo. Regulace exprese se
pravdépodobné tcastni samotny kov vazbou na transkripcni faktor MTF-1. Syntéza lidského metalothioneinu (MT-1a, MT-
2a) miZe byt indukovéna vzristajici koncentraci t€Zkych kovil, hormoni, cytokint nebo xenobiotik. Nedavné vyzkumy uka-
zuji na vyznamny vztah koncentrace MT ke karcinogenezi, spontdnni mutagenezi a u¢innosti protinddorovych 1é¢iv. Overex-
prese metalothioneint je studovana jako novy prognosticky marker u fady malignich a gradingovanych nadort.
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Summary: Metallothionein is a low-molecular intracellular protein which can play animportant role in heavy metal homeostasis
in living organisms. Less is known about molecular mechanisms of MT expression. Metals probably participate in MT
expression by binding to transcriptional factor MTF-1. Expression of human metallothioneins (MT-1a, MT-2a) can be induced
by increasing amount of heavy metals, hormones, cytokines, and/or xenobiotics. Recent studies described the important
relationship between MT and carcinogenesis, spontaneous mutagenesis and anti-cancer drugs. Overexpression of metallo-

thioneins is studied as a new prognostic marker in a number of malignant and high grading tumors.
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Uvod

Metalothioneiny (MT) patfi do skupiny intraceluldrnich, niz-
komolekuldrnich na cystein velmi bohatych proteind (obsah
Cys aZ 30 % v molekule proteinu) o molekulové hmotnosti od
6-10 kDa (1). Diky své vysoké afinité k téZkym kovim, napt.
k zinku, médi nebo kadmiu, je jejich hlavni funkci homeosta-
tickd kontrola a detoxikace téchto tézkych kovii u vyvojové
rozdilnych organismi. Objev MT je datovan rokem 1957, kdy

Margoshes a Valee izolovali MT z koiiskych ledvin (2).
V molekule MT nejsou prfitomny aromatické aminokyseliny
a20 cysteind se v primdrni sekvenci vyskytuje obvykle v téch-
to repeticich: Cys-X-Cys, Cys-Cys-X-Cys-Cys, Cys-X-Cys-
Cys, kde X predstavuje jinou aminokyselinu neZ cystein. MT
se skladaji ze dvou vazebnych domén (o, B), které jsou sloZe-
ny z cysteinovych klastri a kovalentni vazby atomi kovil se
ucastni sulthydrylové zbytky cysteini (Obr. 1). N-terminalni

Obr. 1. NMR dvou-dimenzionalni struktura 3-domény (nahofe) a o-domény (dole) MT-2 izolovaného z krysich jater. Teckami vyznacené oblasti
reprezentuji atomy kadmia (A). Pocet (B) a procentické zastoupeni (C) jednotlivych aminokyselin v MT-2 proteinu (izolat z krysich jater). Prevzato

a upraveno podle Kdgi, Schdffer 1988.
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Obr. 2. Klasifikace metalothioneinti a aminokyselinové sekvence u rtiznych organismii. Vysvétlivky: a) tfida MT-I, proteiny zafazené do této tiidy
byly determinovany u vySSich organismi, pfedev§im u savci; b) tfida MT-II je strukturou podobnd metalothioneinim tfidy MT-I determinovéna u sav-
cl, ale i v kvasinkéch a bakteriich; c) zkratky uvedené v zavorkach jsou oznaceni pro specifické isoformy metalothioneint; prevzato z databdze Swiss-
Prot (ExPASy Molecular Biology Server, zdroj: http://www.expasy.ch).

1 20 40 60
TRIDAT ®  Clovék (MT-1a9) MDPNCSCATGGSCTCTGSCKCKECKCNSCKKSCCSCCPMSCAKCAQGCICKGASEKCSCCA
Kt (MT-1a) MDPNCSCPTGGSCTCAGSCKCKECRCTSCKKSCCSCCPGGCARCAQGCVCKGASDKCSCCA
Ovee (MT-1b) MDPNCSCPTSGESCSCAGSCTCKACRCPSCKKSCCSCCPVGCAKCAQGCVCKGASDKCSCCA
Pes (MT-1) MDPDCSCSTGGSCTCAGSCKCKECKCTSCKKSCCSCCPVGCAKCAQGCICKGASDKCSCCA
1 20 40 60
TRIDATI ¥ Prase (MT-2a) MDPNCSCAAGGSCTCAGSCKCKDCKCTSCKKSCCSCCPVGCAKCAQGCICKGASDKCSCCA

Kvasinka (E, protein) GNEGHECQCQCGSCKNNEQCQOKSCSCPTGCNSDDKCPCGNKSEETKKSCCSGK
Cyanobacterium

Candida glabrata (MT-2)

TSTTLVKCACEPCLCNVDPSKAIDRNGLYYCCEACADGHTGGSKGCGHTGCNC

PEQVNCQYDCHCSNCACENTCNCCAKPACACTNSASNECSCQTCKCQTCKC

Obr. 3. Schéma regulace MT genu béhem zanétlivé reakce organismu. Pfi zanétu se zvySuje hladina cytokinii (IL-1: interleukin-1, TNF-o.: tumor nec-
rosis factor-ov a IL-6: interleukin-6) v aktivovanych T-lymfocytech a makrofazich. Hladina glukokortikoidi se pfi stresu prostfednictvim téchto cyto-
kinint zvySuje pres aktivovany hypofyzalni systém. Glukokortikoidy se v cytoplazmé vdZou na GRF (glucocorticoid receptor kompex) a ten pak akti-
vuje GRE (glucocorticoid responsive element). ZvySend hladina Zn iontii vazbou na MTF-1 (metal transkcription factor) v cytoplazmé naopak aktivuje
MRE (metal response element) (MRE) v promotorové oblasti MT genu. Pfi zdnétu se z proteini akutni faze uvoliiuje IL-6, ktery spousti kaskddu fos-
forylace tyrosinovych zbytkli STATSs (signal transducer and activator of transcription) a nasledné jeho vazbu na odpovidajici promotorovy region MT
genu. Reaktivni kyslikové radikdly jsou schopny aktivace MT genu prostfednictvim antioxidant response elementu (ARE). Kombinaci téchto regu-
la¢nich mechanismu se efektivné zvySuje hladina MT v buiikach jako odpovéd na stres a poSkozeni butiky. Prevzato a upraveno podle Coyle, P. et al.
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¢ast peptidu je oznacena jako -doména, ma tfi vazebna mis-
tapro dvojmocné ionty a o.-doména méa schopnost vyvazat ¢ty-
fi dvojmocné ionty kovi. V pfipad€ jednomocnych ionti kovi
je MT schopen vazat celkem 12 atomil (3). MT jsou rozd¢le-
ny do t¥id MT-I a MT-II s ohledem na jejich primarni struktu-
ru a organismus, ze kterého byly izolovéany (4). MT-1. tfida
zahrnuje sav¢i metalothioneiny tvofené 61 aZ 68 aminokyse-
linami s molekulovou hmotnosti 6-7 kDa. Ve MT-II. tfidé jsou
zatazeny bakteridlni MT, proteiny se vzdilenou podobnosti

kMT-I. tfid&, které maji odliSné rozmisténi Cys zbytkl v mole-
kule proteinu ve srovnani s MT-I. tfidou (Obr. 2).

Isoformy metalothioneinti a jejich exprese v lidské tkani
Lidské MT patii do I. tfidy metalothionein1 a jsou kodovany
rodinou gent vytvéfejicich 10 isoforem. Vzniklé proteiny jsou
rozdéleny do ¢ty skupin: MT-1, MT-2, MT-3 a MT-4. Je zna-
mo, Ze MT-2A gen kéduje pouze jeden MT-2 protein, zatimco
MT-1 protein existuje ve vice isoformach, respektive MT-1
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protein vytvéii vice subtypii kédovanych sadou MT-1 gent
(MT-1A,MT-1B, MT-1E, MT-1F, MT-1G, MT-1X) (5). Rozdi-
ly v MT genech pravdépodobné souvisi s jejich rozdilnou funk-
ci v odli$nych podminkdach, ve kterych se organismy vyvijely
(1, 3). V organismu dospélych jedinct jsou nejvice zastoupe-
ny dvé isoformy MT (MT-1a, MT-2a), které se exprimuji ve
vétsing lidskych tkani, v mozkové tkani je pfitomna pouze iso-
forma MT-3 (nékdy oznacovana jako rstovy inhibi¢ni faktor
- GIF) (6). V dlaZdicovém epitelu je hojné zastoupena isofor-
ma MT-4 (7).

MT-1 a MT-2 isoformy jsou obvykle exprimovany v lidském
organismu ve velmi malych koncentracich. Jejich exprese
vyrazné stoupd pfi indukci mnoha exogennimi a endogennimi
faktory jako jsou UV zéfeni, tézké kovy (Cd, Cu, Pt, Zn, Pb
aj.), stresové hormony, volné kyslikové radikaly a cytokiny
uvolnujici se z poSkozené tkan€ ¢i xenobiotika (8). Moleku-
larni mechanismus exprese MT je prozatim zndm velmi mélo,
ale pravdépodobné se ho ucastni samotny kov vazbou na spe-
cificky transkrip¢ni faktor, protein oznaceny jako metal trans-
ription factor 1 (MTF-1) (9). Komplex kov-MTF-1 pak v jad-
fe nased4 na metal-responsive element (MRE) v promotorové
oblasti MT-genu a spousti jeho transkripci. Na syntéze MT se
mohou podilet dalsi regulacni proteiny prostiednictvim res-
ponsivnich elementi jako je glucocorticoid response element
(GRE), interferon response element (IRE), signal transducer
and activator of transcription (STAT) nebo antioxidant res-
ponse element (ARE), dile vazebné receptory spojené s tvor-

Tab. 1. Porovnani analytickych metod pro stanoveni metalothioneinu.

Metoda @ Detekéni limit Vzorek
(ng/100 pl)

ELISA 0,2 lidska, krysi mo¢
Western blotting 10 ng proteinu | vzorky MT-1, MT-2, MT-3
CZE-UV detekce 27,2 ov¢ jaterni buiiky

HPLC-UV detekce 3,1 lidské jaterni buiiky

GPC-fluorimetrie 2 krysi tkariové buriky

DPP 62 vzorky Cd, Zn-MT
AdTS-CPSA P 0,16 krabi tkan

Vysvétlivky: ELISA: enzymova imunoanalyza, CZE: kapildrni zonova
elektroforéza, HPLC: vysokoucinna kapalinova chromatografie, GPC:
gelova permeacni chromatografie, DPP: diferen¢ni pulzni polarografie,
AdTS-CPSA: adsoptivni pfenosova technika kombinovana s chronopo-
tenciometrickou rozpoustéci analyzou za konstantniho proudu. a) pfevzato
z prace: Dabrio, M. et al. b) ptevzato z prace: Kizek, R. et al.

bou druhych poslii ¢i aktivaci béZnych transkripcni faktori
(Obr. 3) (10). Jednotlivé isoformy metalothioneint se pak podi-
leji na metabolismu detoxikace a homeostazy t€zkych kovd,
Ucastni se ochrany organismu pfed vzniklymi volnymi kysli-
kovymi radikély a podporuji regeneraci poSkozené tkané (11).

Stanoveni MT
Ke stanoveni MT je vyuZivano Siroké spektrum metod che-
mické analyzy (12). Tyto metody pro studium MT Ize rozdé-

Obr. 4. Schéma pro kvalitativni a kvantitativni analyzu MT aplikovatelnou pro diagnostiku nadora.
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Obr. 5. Pravdépodobny vznik rezistence nadorovych bunék k poddvanému lé¢ivu — cisplating. Protinddorovy efekt je d4dn blokovanim replikace DNA
za vzniku aduktu DNA-cisplatina. Cisplatina pravdépodobné indukuje MTF-1, ktery vazbou na MRE spousti expresi MT genu. Syntetizovany MT
vyvazuje podavanou cisplatinu a jeho terapeutickd koncentrace vyrazné klesa. Lécebny zasah vyuZiva genové terapie zahrnujici pfimou degradaci MT
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lit do nékolika skupin, jak je ukdzano na obrazku 4. Nejcasté-
jisepro stanoveni MT vyuZivé elektromigracnich metod: gelo-
vé a kapildrni elektroforézy a dale pak chromatografickych
metod. Elektrochemické metody jako je voltametrie zapojend
v diferen¢nim pulznim médu (DPV) nebo derivaéni chrono-
potenciometrie s konstantnim proudem (CPSA) (13) umoZiiuji
studium vazby kovl do struktur MT (14). Pomoci CPSA
v kombinaci s technikou adsorptivniho pfenosu (AdTS) Ize
stanovovat koncentrace MT na tirovni femtomold ve velmi
malych objemech (jednotky ul) vzorku (15-17) viz tab. 1. Imu-
nochemické metody (RIA a ELISA metody) jsou piesné a cit-
livé av8ak nevyhodou je obtiZna ptiprava protilatek. Detekc-
ni limit stanoveni koncentrace MT témito metodami je
srovnatelny s CPSA technikou. V klinické praxi se celkova
koncentrace MT detekuje nejCastéji imunohistochemicky
s pouZitim monoklonalni mysi protilatky E9 (18).

Metalothioneinovy marker — interakce s 1éCivy

Zakladni molekularni charakteristiku o vztahu metalothione-
inu k rakovin€ jsme ned4avno publikovali v souhrnné préci (19).
ZvySené mnoZstvi metalothioneinu v nadorovych buiikich
pravdépodobné souvisi s buné¢nou proliferaci. Toto zjiSténi

vede védce k vyzkumu role lidskych MT v nadorech. Studuje
se zapojeni MT do procesu karcenogeneze a spontdnni muta-
geneze (20-22). V novéjsich vyzkumech se posuzuje vztah
nadmérné exprese MT a koncentrace protinddorovych 1é¢iv
obsahujicich ve své molekule kov (23, 24). Pisobeni protind-
dorového léCiva je v organismu velmi komplikované (Obr. 5).
V okamziku, kdy je organismu podana cisplatina dochézi
k interakci lé¢iva a DNA pacienta. Protinddorovy efekt cis-
platiny je dan jeho vazbou do DNA, ¢imZ dochdzi k zabrané-
ni replikace DNA. Vznikly adukt DNA-cisplatina je rozpo-
znavéan reparacnimi mechanismy buiiky, které se tuto chybu
snazi opravit. Vysledkem je pak opravend DNA. Naproti tomu
podavana cisplatina miZe pravdépodobné stimulovat vazbu
MTF-1 na MRE, ¢imZ se spusti transkripce MT genu a docha-
zi k rychlému nartistu MT koncentrace v buikdch. Exprimo-
vany MT zacne okamZit€ vyvazovat cisplatinu pfitomnou
v buiikéch. Vysledkem je prudky pokles koncentrace cisplati-
ny ajeji mnoZstvi se stane biologicky velmi mélo i¢inné. Kom-
binace aktivni reparace DNA a zvySené exprese MT vede
k selhani klasické terapie (Obr. 5). Terapeutické feSeni je pfi
souCasnych technologiich obtizné. Lze navrhnout strategii
zaloZenou na genové terapii (Obr. 5) (25, 26). K dispozici jsou
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pravdépodobné tfi cesty 1écebného zdsahu. Jednou z cest je
blokovéni syntézy MT s vyuZitim antisense RNA (protismy-
slné RNA) (25). Tato molekula vytvoii s mRNAMT komplex,
ktery je z organismu velmi rychle odbouravén. Vysledkem je,
Ze nedojde ke zvySeni koncentrace MT a cisplatina miZe inten-
zivnéji ptsobit na nddorové butiky. Tento zplisob byl jiZ expe-
rimentdlné ovéfovan (25). Podobn4 strategie je nezbytna pro
vyfazeni reparanich mechanismu butiky. Dal$i moZnosti je
pokusit se vznikly protein degradovat specifickou protedzou
nebo se pokusit jej vyvazovat dal§im externé poddvanym
kovem (25) (Obr. 5).

Spojitost nadmérné exprese s nadorovym onemocnénim —
metalothionein jako prognosticky marker

V poslednich letech je studovana zvySena exprese MT (ove-
rexprese) u rdznych nadori. Jedna se o expresi dvou isoforem
MT (konkrétné MT-1a a MT-2a), které se detekuji nejCastéji
imunohistochemicky E9 protilatkou. ZvySena exprese téchto
MT isoforem je prevaZzné spojena s malignimi nddory a je stu-
dovana jako novy prognosticky marker v progresi onemocné-
ni, preziti pacientt, korelaci s histologickym typem nadoru
anadorovym gradingem (27-30). ZvySena exprese MT je ini-
ciovédna s malignimi nddory a typy nadora s vy$§im gradingem
u karcinomu prsu (27, 31), u koZnich karcinomil (32), hepato-
celularniho karcinomu (33), koZnich melanomi (34), cervi-
kalnich karcinomi (35), akutni lymfoblastické leukémie (36),
karcinomu pankreatu (37) a je vyznamné spojena s progresi
ahor$i prognézou nddorového onemocnéni. Naproti tomu bylo
zjiSténo, Ze zvySend exprese MT souvisi s typy nddort s niz-
$im gradingem u karcinomu tlustého stieva (38), karcinomu
mocového méchyfe (39) a fibroblastickych koZnich nadorii
(40). Nové;jsi studie potvrdily korelaci mezi nadmérnou expre-
si MT a gradingem u karcinomu vajecniku (41) a karcinomu
plic (23). U pacientll s primarnim koZnim melanomem byla
Weinlichem statisticky potvrzena spojitost overexprese MT
s progresi onemocnéni a umrti pacienti na metastazy (34).
Weinlich tuto studii provadél u 520 pacienti s primarnim koz-

nim melanomem po dobu 5ti let. ZvySend MT-exprese byla
detekovéna u 156 pacientl z 520 (30 % z 520). Pacienti s ove-
rexpresi byli oznaceni jako MT-positivni. Z vybraného sou-
boru 30 MT-pozitivnich pacientl se zhor§enou progresi one-
mocnéni spojenou s metastdzami jich v pribéhu studie 24
zemfelo. Naopak u 364 pacientu, ktef{ patfili do MT-negativ-
ni skupiny bez overexprese MT (70 % z 520), bylo u vybrané
skupiny 30 pacientli se zhorSenou progresi onemocnéni
a metastdzami pozorovano 6 pfipadd s letdlnim koncem.
Z téchto vysledku vyplyvé, Ze zvySend exprese MT by mohla
byt novym prognostickym markerem v progresi onemocnéni
a preziti pacientd u toho typu nadoru.

Zavér

V této praci jsme se snaZzili poukdzat na vyznamnost nadmérné
exprese metalothioneint v lidskych nddorech. ZvySend expre-
se MT je statisticky vyznamnd u malignich nadorti a nddort
s vy$8im gradingem. Sledovani nadmérné exprese MT v té€chto
nidorech by mohlo byt novym prognostickym markerem pro-
grese nddorového onemocnéni. VySetfeni pomoci MT-marke-
ru by tak mohlo identifikovat pacienty ohroZené progresi malig-
niho onemocnéni, a tak pomoci zlepsit kvalitu jejich Zivota.

Podékovdni. Prdce na tomto p¥ispévku byla financovdna gran-
tem: FRVS 164/2004, GACR 525/04/P132, IGA MZLU 3/2004.

Zkratky

MT - metalothionein

SH — sulthydrylové skupina

GIF - ristovy inhibi¢ni faktor

MTF-1 — metal transcription faktor

MRE - metal responsive element

GRE - glucocorticoid response element

STAT - signal transducer and activator of tanscription

ARE — antioxidant response element

DPV - diferen¢ni pulzni voltametrie

AdTS-CPSA — adsoptivni pfenosovd technika kombinovand s chronopo-
tenciometrickou rozpoustéci analyzou za konstantniho proudu
RIA - radioimunoanalyza

ELISA - enzymova imunoanalyza
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