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Úvod
Metalothioneiny (MT) patfií do skupiny intracelulárních, níz-
komolekulárních na cystein velmi bohat˘ch proteinÛ (obsah
Cys aÏ 30 % v molekule proteinu) o molekulové hmotnosti od
6–10 kDa (1). Díky své vysoké afinitû k tûÏk˘m kovÛm, napfi.
k zinku, mûdi nebo kadmiu, je jejich hlavní funkcí homeosta-
tická kontrola a detoxikace tûchto tûÏk˘ch kovÛ u v˘vojovû
rozdíln˘ch organismÛ. Objev MT je datován rokem 1957, kdy

Margoshes a Valee izolovali MT z koÀsk˘ch ledvin (2).
V molekule MT nejsou pfiítomny aromatické aminokyseliny
a 20 cysteinÛ se v primární sekvenci vyskytuje obvykle v tûch-
to repeticích: Cys-X-Cys, Cys-Cys-X-Cys-Cys, Cys-X-Cys-
Cys, kde X pfiedstavuje jinou aminokyselinu neÏ cystein. MT
se skládají ze dvou vazebn˘ch domén (α, β), které jsou sloÏe-
ny z cysteinov˘ch klastrÛ a kovalentní vazby atomÛ kovÛ se
úãastní sulfhydrylové zbytky cysteinÛ (Obr. 1). N-terminální
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Obr. 1. NMR dvou-dimenzionální struktura β-domény (nahofie) a α-domény (dole) MT-2 izolovaného z krysích jater. Teãkami vyznaãené oblasti
reprezentují atomy kadmia (A). Poãet (B) a procentické zastoupení (C) jednotliv˘ch aminokyselin v MT-2 proteinu (izolát z krysích jater). Pfievzato
a upraveno podle Kägi, Schäffer 1988.
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ãást peptidu je oznaãena jako β-doména, má tfii vazebná mís-
ta pro dvojmocné ionty a α-doména má schopnost vyvázat ãty-
fii dvojmocné ionty kovÛ. V pfiípadû jednomocn˘ch iontÛ kovÛ
je MT schopen vázat celkem 12 atomÛ (3). MT jsou rozdûle-
ny do tfiíd MT-I a MT-II s ohledem na jejich primární struktu-
ru a organismus, ze kterého byly izolovány (4). MT-I. tfiída
zahrnuje savãí metalothioneiny tvofiené 61 aÏ 68 aminokyse-
linami s molekulovou hmotností 6–7 kDa. Ve MT-II. tfiídû jsou
zafiazeny bakteriální MT, proteiny se vzdálenou podobností

k MT-I. tfiídû, které mají odli‰né rozmístûní Cys zbytkÛ v mole-
kule proteinu ve srovnání s MT-I. tfiídou (Obr. 2). 

Isoformy metalothioneinÛ a jejich exprese v lidské tkáni 
Lidské MT patfií do I. tfiídy metalothioneinÛ a jsou kódovány
rodinou genÛ vytváfiejících 10 isoforem. Vzniklé proteiny jsou
rozdûleny do ãtyfi skupin: MT-1, MT-2, MT-3 a MT-4. Je zná-
mo, Ïe MT-2A gen kóduje pouze jeden MT-2 protein, zatímco
MT-1 protein existuje ve více isoformách, respektive MT-1

Obr. 2. Klasifikace metalothioneinÛ a aminokyselinové sekvence u rÛzn˘ch organismÛ. Vysvûtlivky: a) tfiída MT-I, proteiny zafiazené do této tfiídy
byly determinovány u vy‰‰ích organismÛ, pfiedev‰ím u savcÛ; b) tfiída MT-II je strukturou podobná metalothioneinÛm tfiídy MT-I determinována u sav-
cÛ, ale i v kvasinkách a bakteriích; c) zkratky uvedené v závorkách jsou oznaãení pro specifické isoformy metalothioneinÛ; pfievzato z databáze Swiss-
Prot (ExPASy Molecular Biology Server, zdroj: http://www.expasy.ch).

Obr. 3. Schéma regulace MT genu bûhem zánûtlivé reakce organismu. Pfii zánûtu se zvy‰uje hladina cytokinÛ (IL-1: interleukin-1, TNF-α: tumor nec-
rosis factor-α a IL-6: interleukin-6) v aktivovan˘ch T-lymfocytech a makrofázích. Hladina glukokortikoidÛ se pfii stresu prostfiednictvím tûchto cyto-
kininÛ zvy‰uje pfies aktivovan˘ hypofyzální systém. Glukokortikoidy se v cytoplazmû váÏou na GRF (glucocorticoid receptor kompex) a ten pak akti-
vuje GRE (glucocorticoid responsive element). Zv˘‰ená hladina Zn iontÛ vazbou na MTF-1 (metal transkcription factor) v cytoplazmû naopak aktivuje
MRE (metal response element) (MRE) v promotorové oblasti MT genu. Pfii zánûtu se z proteinÛ akutní fáze uvolÀuje IL-6, kter˘ spou‰tí kaskádu fos-
forylace tyrosinov˘ch zbytkÛ STATs (signal transducer and activator of transcription) a následnû jeho vazbu na odpovídající promotorov˘ region MT
genu. Reaktivní kyslíkové radikály jsou schopny aktivace MT genu prostfiednictvím antioxidant response elementu (ARE). Kombinací tûchto regu-
laãních mechanismÛ se efektivnû zvy‰uje hladina MT v buÀkách jako odpovûì na stres a po‰kození buÀky. Pfievzato a upraveno podle Coyle, P. et al.
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protein vytváfií více subtypÛ kódovan˘ch sadou MT-1 genÛ
(MT-1A, MT-1B, MT-1E, MT-1F, MT-1G, MT-1X) (5). Rozdí-
ly v MT genech pravdûpodobnû souvisí s jejich rozdílnou funk-
cí v odli‰n˘ch podmínkách, ve kter˘ch se organismy vyvíjely
(1, 3). V organismu dospûl˘ch jedincÛ jsou nejvíce zastoupe-
ny dvû isoformy MT (MT-1a, MT-2a), které se exprimují ve
vût‰inû lidsk˘ch tkání, v mozkové tkáni je pfiítomna pouze iso-
forma MT-3 (nûkdy oznaãována jako rÛstov˘ inhibiãní faktor
- GIF) (6). V dlaÏdicovém epitelu je hojnû zastoupena isofor-
ma MT-4 (7).
MT-1 a MT-2 isoformy jsou obvykle exprimovány v lidském
organismu ve velmi mal˘ch koncentracích. Jejich exprese
v˘raznû stoupá pfii indukci mnoha exogenními a endogenními
faktory jako jsou UV záfiení, tûÏké kovy (Cd, Cu, Pt, Zn, Pb
aj.), stresové hormony, volné kyslíkové radikály a cytokiny
uvolÀující se z po‰kozené tkánû ãi xenobiotika (8). Moleku-
lární mechanismus exprese MT je prozatím znám velmi málo,
ale pravdûpodobnû se ho úãastní samotn˘ kov vazbou na spe-
cifick˘ transkripãní faktor, protein oznaãen˘ jako metal trans-
ription factor 1 (MTF-1) (9). Komplex kov-MTF-1 pak v jád-
fie nasedá na metal-responsive element (MRE) v promotorové
oblasti MT-genu a spou‰tí jeho transkripci. Na syntéze MT se
mohou podílet dal‰í regulaãní proteiny prostfiednictvím res-
ponsivních elementÛ jako je glucocorticoid response element
(GRE), interferon response element (IRE), signal transducer
and activator of transcription (STAT) nebo antioxidant res-
ponse element (ARE), dále vazebné receptory spojené s tvor-

Metoda a) Detekãní limit Vzorek
(ng/100 µl)

ELISA 0,2 lidská, krysí moã
Western blotting 10 ng proteinu vzorky MT-1, MT-2, MT-3
CZE-UV detekce 27,2 ovãí jaterní buÀky

HPLC-UV detekce 3,1 lidské jaterní buÀky
GPC-fluorimetrie 2 krysí tkáÀové buÀky

DPP 62 vzorky Cd, Zn-MT
AdTS-CPSA b) 0,16 krabí tkáÀ

Tab. 1. Porovnání analytick˘ch metod pro stanovení metalothioneinu.

Vysvûtlivky: ELISA: enzymová imunoanal˘za, CZE: kapilární zónová
elektroforéza, HPLC: vysokoúãinná kapalinová chromatografie, GPC:
gelová permeaãní chromatografie, DPP: diferenãní pulzní polarografie,
AdTS-CPSA: adsoptivní pfienosová technika kombinovaná s chronopo-
tenciometrickou rozpou‰tûcí anal˘zou za konstantního proudu. a) pfievzato
z práce: Dabrio, M. et al. b) pfievzato z práce: Kizek, R. et al.

bou druh˘ch poslÛ ãi aktivací bûÏn˘ch transkripãní faktorÛ
(Obr. 3) (10). Jednotlivé isoformy metalothioneinÛ se pak podí-
lejí na metabolismu detoxikace a homeostázy tûÏk˘ch kovÛ,
úãastní se ochrany organismu pfied vznikl˘mi voln˘mi kyslí-
kov˘mi radikály a podporují regeneraci po‰kozené tkánû (11).

Stanovení MT
Ke stanovení MT je vyuÏíváno ‰iroké spektrum metod che-
mické anal˘zy (12). Tyto metody pro studium MT lze rozdû-

Obr. 4. Schéma pro kvalitativní a kvantitativní anal˘zu MT aplikovatelnou pro diagnostiku nádorÛ.
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lit do nûkolika skupin, jak je ukázáno na obrázku 4. Nejãastû-
ji se pro stanovení MT vyuÏívá elektromigraãních metod: gelo-
vé a kapilární elektroforézy a dále pak chromatografick˘ch
metod. Elektrochemické metody jako je voltametrie zapojená
v diferenãním pulzním módu (DPV) nebo derivaãní chrono-
potenciometrie s konstantním proudem (CPSA) (13) umoÏÀují
studium vazby kovÛ do struktur MT (14). Pomocí CPSA
v kombinaci s technikou adsorptivního pfienosu (AdTS) lze
stanovovat koncentrace MT na úrovni femtomolÛ ve velmi
mal˘ch objemech (jednotky µl) vzorku (15-17) viz tab. 1. Imu-
nochemické metody (RIA a ELISA metody) jsou pfiesné a cit-
livé av‰ak nev˘hodou je obtíÏná pfiíprava protilátek. Detekã-
ní limit stanovení koncentrace MT tûmito metodami je
srovnateln˘ s CPSA technikou. V klinické praxi se celková
koncentrace MT detekuje nejãastûji imunohistochemicky
s pouÏitím monoklonální my‰í protilátky E9 (18).

Metalothioneinov˘ marker – interakce s léãivy
Základní molekulární charakteristiku o vztahu metalothione-
inu k rakovinû jsme nedávno publikovali v souhrnné práci (19).
Zv˘‰ené mnoÏství metalothioneinu v nádorov˘ch buÀkách
pravdûpodobnû souvisí s bunûãnou proliferací. Toto zji‰tûní

vede vûdce k v˘zkumu role lidsk˘ch MT v nádorech. Studuje
se zapojení MT do procesu karcenogeneze a spontánní muta-
geneze (20-22). V novûj‰ích v˘zkumech se posuzuje vztah
nadmûrné exprese MT a koncentrace protinádorov˘ch léãiv
obsahujících ve své molekule kov (23, 24). PÛsobení protiná-
dorového léãiva je v organismu velmi komplikované (Obr. 5).
V okamÏiku, kdy je organismu podaná cisplatina dochází
k interakci léãiva a DNA pacienta. Protinádorov˘ efekt cis-
platiny je dán jeho vazbou do DNA, ãímÏ dochází k zabránû-
ní replikace DNA. Vznikl˘ adukt DNA-cisplatina je rozpo-
znáván reparaãními mechanismy buÀky, které se tuto chybu
snaÏí opravit. V˘sledkem je pak opravená DNA. Naproti tomu
podávaná cisplatina mÛÏe pravdûpodobnû stimulovat vazbu
MTF-1 na MRE, ãímÏ se spustí transkripce MT genu a dochá-
zí k rychlému nárÛstu MT koncentrace v buÀkách. Exprimo-
van˘ MT zaãne okamÏitû vyvazovat cisplatinu pfiítomnou
v buÀkách. V˘sledkem je prudk˘ pokles koncentrace cisplati-
ny a její mnoÏství se stane biologicky velmi málo úãinné. Kom-
binace aktivní reparace DNA a zv˘‰ené exprese MT vede
k selhání klasické terapie (Obr. 5). Terapeutické fie‰ení je pfii
souãasn˘ch technologiích obtíÏné. Lze navrhnout strategii
zaloÏenou na genové terapii (Obr. 5) (25, 26). K dispozici jsou

Obr. 5. Pravdûpodobn˘ vznik rezistence nádorov˘ch bunûk k podávanému léãivu – cisplatinû. Protinádorov˘ efekt je dán blokováním replikace DNA
za vzniku aduktu DNA-cisplatina. Cisplatina pravdûpodobnû indukuje MTF-1, kter˘ vazbou na MRE spou‰tí expresi MT genu. Syntetizovan˘ MT
vyvazuje podávanou cisplatinu a jeho terapeutická koncentrace v˘raznû klesá. Léãebn˘ zásah vyuÏívá genové terapie zahrnující pfiímou degradaci MT
ãi vytvofiení protismyslné mRNA (antisense mRNAMT).
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pravdûpodobnû tfii cesty léãebného zásahu. Jednou z cest je
blokování syntézy MT s vyuÏitím antisense RNA (protismy-
slné RNA) (25). Tato molekula vytvofií s mRNAMT komplex,
kter˘ je z organismu velmi rychle odbouráván. V˘sledkem je,
Ïe nedojde ke zv˘‰ení koncentrace MT a cisplatina mÛÏe inten-
zivnûji pÛsobit na nádorové buÀky. Tento zpÛsob byl jiÏ expe-
rimentálnû ovûfiován (25). Podobná strategie je nezbytná pro
vyfiazení reparaãních mechanismÛ buÀky. Dal‰í moÏností je
pokusit se vznikl˘ protein degradovat specifickou proteázou
nebo se pokusit jej vyvazovat dal‰ím externû podávan˘m
kovem (25) (Obr. 5). 

Spojitost nadmûrné exprese s nádorov˘m onemocnûním –
metalothionein jako prognostick˘ marker
V posledních letech je studována zv˘‰ená exprese MT (ove-
rexprese) u rÛzn˘ch nádorÛ. Jedná se o expresi dvou isoforem
MT (konkrétnû MT-1a a MT-2a), které se detekují nejãastûji
imunohistochemicky E9 protilátkou. Zv˘‰ená exprese tûchto
MT isoforem je pfieváÏnû spojena s maligními nádory a je stu-
dována jako nov˘ prognostick˘ marker v progresi onemocnû-
ní, pfieÏití pacientÛ, korelací s histologick˘m typem nádoru
a nádorov˘m gradingem (27-30). Zv˘‰ená exprese MT je ini-
ciována s maligními nádory a typy nádorÛ s vy‰‰ím gradingem
u karcinomu prsu (27, 31), u koÏních karcinomÛ (32), hepato-
celulárního karcinomu (33), koÏních melanomÛ (34), cervi-
kálních karcinomÛ (35), akutní lymfoblastické leukémie (36),
karcinomÛ pankreatu (37) a je v˘znamnû spojena s progresí
a hor‰í prognózou nádorového onemocnûní. Naproti tomu bylo
zji‰tûno, Ïe zv˘‰ená exprese MT souvisí s typy nádorÛ s niÏ-
‰ím gradingem u karcinomu tlustého stfieva (38), karcinomu
moãového mûch˘fie (39) a fibroblastick˘ch koÏních nádorÛ
(40). Novûj‰í studie potvrdily korelaci mezi nadmûrnou expre-
sí MT a gradingem u karcinomu vajeãníku (41) a karcinomu
plic (23). U pacientÛ s primárním koÏním melanomem byla
Weinlichem statisticky potvrzena spojitost overexprese MT
s progresí onemocnûní a úmrtí pacientÛ na metastázy (34).
Weinlich tuto studii provádûl u 520 pacientÛ s primárním koÏ-

ním melanomem po dobu 5ti let. Zv˘‰ená MT-exprese byla
detekována u 156 pacientÛ z 520 (30 % z 520). Pacienti s ove-
rexpresí byli oznaãeni jako MT-positivní. Z vybraného sou-
boru 30 MT-pozitivních pacientÛ se zhor‰enou progresí one-
mocnûní spojenou s metastázami jich v prÛbûhu studie 24
zemfielo. Naopak u 364 pacientÛ, ktefií patfiili do MT-negativ-
ní skupiny bez overexprese MT (70 % z 520), bylo u vybrané
skupiny 30 pacientÛ se zhor‰enou progresí onemocnûní
a metastázami pozorováno 6 pfiípadÛ s letálním koncem.
Z tûchto v˘sledkÛ vypl˘vá, Ïe zv˘‰ená exprese MT by mohla
b˘t nov˘m prognostick˘m markerem v progresi onemocnûní
a pfieÏití pacientÛ u toho typu nádoru.

Závûr
V této práci jsme se snaÏili poukázat na v˘znamnost nadmûrné
exprese metalothioneinÛ v lidsk˘ch nádorech. Zv˘‰ená expre-
se MT je statisticky v˘znamná u maligních nádorÛ a nádorÛ
s vy‰‰ím gradingem. Sledování nadmûrné exprese MT v tûchto
nádorech by mohlo b˘t nov˘m prognostick˘m markerem pro-
grese nádorového onemocnûní. Vy‰etfiení pomocí MT-marke-
ru by tak mohlo identifikovat pacienty ohroÏené progresí malig-
ního onemocnûní, a tak pomoci zlep‰it kvalitu jejich Ïivota. 

Podûkování. Práce na tomto pfiíspûvku byla financována gran-
tem: FRV· 164/2004, GAâR 525/04/P132, IGA MZLU 3/2004.

Zkratky
MT – metalothionein
SH – sulfhydrylová skupina
GIF – rÛstov˘ inhibiãní 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 – diferenãní pulzní voltametrie
AdTS-CPSA – adsoptivní pfienosová technika kombinovaná s chronopo-
tenciometrickou rozpou‰tûcí anal˘zou za konstantního proudu
RIA – radioimunoanal˘za
ELISA – enzymová imunoanal˘za
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