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Bacterial metallothioneins

Abstract: Heavy metals are found in all living organisms where, as indispensable microelements (e.g. zinc, iron, copper), are involved in
endless metabolic processes. However, living organisms are also at a risk of exposure to highly toxic metals, including cadmium or lead,
which do not play any physiological role. Among multiple mechanisms associated with the maintenance of micronutrient homeostasis and
detoxification of unwanted metals, there is a family of low-molecular-weight, cysteine-rich proteins, able to chelate multiple metal ions i.e.
the metallothioneins (MTs). They are widely distributed among Eucaryota, however, they have also been found in some limited Procaryota,
including cyanobacteria, pseudomonads and mycobacteria. These bacterial MTs differ in terms of primary structure, the number and
type of metal ions they bind, as well as with regard to their physiological functions. The expression of bacterial MTs is regulated by metals
via metalosensors. MTs from cyanobacteria seem to be involved in zinc homeostasis, while in Pseudomonas they are linked to cadmium
detoxification. In Mycobacterium, MTs bind copper ions and may play a pivotal role in the virulence of these bacteria. The presence of
MTs in other groups of bacteria remains questionable. Problems with identification of new bacterial MTs are mainly associated with low
level of homology between MT amino acid sequences of different bacterial groups. Further research is needed to evaluate the physiological
functions of metallothioneins in Procaryota.

1. Introduction. 2. The history of discoveries of bacterial metallothioneins. 3. Structure and metal-binding properties of bacterial MTs.
4. Functions of bacterial metallothioneins. 5. Regulation of metallothionein gene expression. 6. Presence of metallothioneins in bacteria.
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1. Wstep

Metale cigzkie, pierwiastki o gestosci wigkszej niz
5 g/cm’, powszechnie wystepuja w komoérkach wszyst-
kich zywych organizméw i byly jednym z istotnych
czynnikéw determinujacych rozwoj zycia na Ziemi
[9]. Wérdd nich cynk, miedz, zelazo, nikiel czy kobalt
sa mikroelementami niezbednymi do prawidlowego
przebiegu wszystkich proceséw zyciowych. Metale te
s3 niezbednymi skfadnikami licznych metaloprotein
i tym samym pelnig istotne funkcje strukturalne, kata-
lityczne oraz zwigzane z wytwarzaniem energii w pro-
cesach transportu elektronéw. Biorg bezposredni udziat
w najwazniejszych procesach biochemicznych jak foto-
synteza, oddychanie wewnatrzkomoérkowe, replikacja
DNA czy ekspresja gendw [24, 45]. Inne metale, takie
jak: kadm, rte¢ czy otéw wedlug wspodlczesnej wiedzy
nie pelnig zadnych fizjologicznych funkcji, sa silnie
toksyczne nawet w mikromolowych stezeniach [21].
W tym kontekscie niezwykle interesujacy jest fakt, iz
u okrzemki morskiej Thalassiosira weissflogii kofakto-
rem anhydrazy weglanowej, enzymu biorgcego udziat

w procesie fotosyntezy, jest nie cynk, a kadm [32]. Jak
dotad jest to jedyny przypadek, w ktérym wykazano
udzial tego rodzaju metalu w metabolizmie komérko-
wym. Wszystkie organizmy zywe wyksztalcily szereg
mechanizméw umozliwiajgcych utrzymanie odpowied-
niego poziomu mikroelementéw (pierwiastkow $lado-
wych), gdyz w zbyt wysokich stezeniach staja si¢ one
toksyczne, a granica pomiedzy ich niedoborem a nad-
miarem jest waska. Ponadto konieczne s3 mechanizmy
umozliwiajgce obrong przed metalami niepelnigcymi
tizjologicznych funkcji oraz mechanizmy stuzace do
rozrézniania jonéw metali ciezkich [12, 60].

U mikroorganizmdéw mozna wyr6znic sze$¢ podsta-
wowych rodzajéow mechanizméw odpowiedzialnych za
utrzymanie homeostazy metali ciezkich w komérkach:
(i) zmniejszenie przepuszczalnosci $ciany lub blony
komoérkowej dla metali, (ii) aktywne wypompowywa-
nie jonéw z komorki, (iii) wewnatrzkomorkowa sekwe-
stracja poprzez biatka wigzace metale, (iv) wydzielanie
przez komorki substancji obnizajacych biodostepnosé
metali, (v) enzymatyczne przeksztalcenie metalu do
formy mniej toksycznej oraz (vi) adaptacje komorek do
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obecnosci toksycznych metali zwykle poprzez zmniej-
szenie wrazliwo$ci komponentéw komorki na metale
[2]. NiezwyKkle istotne jest, ze posiadane przez bakterie
systemy utrzymania homeostazy mikroelementow czy
mechanizmy obronne przed toksycznym dzialaniem
jonéw metali cigzkich wyrdzniajg si¢ niemal catkowitg
specyficznoscig w stosunku do metalu [53].

W komorkach eukariotycznych waznym elementem
metabolizmu metali sg niewielkie (>10kDa), bogate
w reszty cysteinowe bialka — metalotioneiny (metallo-
thioneins — MT). Reszty cysteinowe, ktdre mogg sta-
nowi¢ nawet 30% wszystkich aminokwasow, poprzez
swoje grupy tiolowe (-SH), wiaza rézne metale cigzkie
(zaréwno mikroelementy, jak i metale niefizjologiczne).
Biatka te wystepuja u roélin i zwierzat, a takze nizszych
Eucaryota, jak grzyby i glony [10, 13, 20, 29]. Metalotio-
neiny pierwotnie podzielono na trzy klasy. Do klasy I
nalezaly gléwnie zwierzece MT charakteryzujace sig
wystepowaniem 20 reszt cysteinowych rownomiernie
rozmieszczonych w calym fancuchu aminokwasowym
oraz brakiem aminokwaséw aromatycznych. Klase II
stanowily gtéwnie MT roélinne, o mniejszej liczbie
cystein zgrupowanych w domenach N- i C-koncowej
oraz posiadajace aminokwasy aromatyczne. Natomiast
do Kklasy III nalezaly syntetyzowane enzymatycznie
fitochelatyny u roélin i kladystyny u grzybow [34,
48]. Wzrastajaca w kolejnych latach liczba odkrytych
MT spowodowala, ze podziat ten byl niewystarcza-
jacy. Nadrodzina metalotionein na podstawie ukladu
i ilosci reszt cysteinowych zostala podzielona na 15 ro-
dzin, a jedna z nich stanowi rodzina MT bakteryjnych
[1]. Liczne badania potwierdzaja, ze fizjologiczne
funkcje MT u Eucaryota nie s3 ograniczone do metali
ciezkich. Metalotioneiny u czlowieka pelnig istotna
role w regulacji homeostazy cynku, reguluja jego dys-
trybucje poprzez magazynowanie, uwalnianie oraz
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przekazywanie go do transporteréw. MT wigza cynk
znacznie wydajniej niz inne metaloproteiny. Dla przy-
ktadu w ludzkich hepatocytach metalotioneiny wigza
nawet 5-10% calkowitego cynku [38]. Jednakze bio-
synteza ludzkich MT jest indukowana takze przez
hormony np. glukokortykoidy, wzmozony wysitek
fizyczny, mutageny, promieniowanie X i jonizujace,
cytokiny oraz zwigzki o wlasciwoséciach utleniajacych
[54, 59]. Metalotioneiny u Eucaryota s3 zaangazowane
w obrone komorek przed stresem oksydacyjnym, regu-
lacje niektdrych procesow rozwojowych, takze w pro-
cesy nowotworzenia i apoptozy oraz s3 niezbedne dla
prawidtowego funkcjonowania o$rodkowego ukfadu
nerwowego [46, 47]. Mimo, ze pierwsza MT zwierzeca
zostala wyizolowana niemal 60 lat temu [39], a roslinna
niemal 30 lat temu [31] ich fizjologiczne funkcje pozo-
staja nie w pelni wyjasnione.

2. Historia odkry¢ metalotionein u bakterii

Metalotioneiny bakteryjne pozostaja najslabiej po-
znang grupa metalotionein. Schemat podsumowujacy
historie odkry¢ bakteryjnych metalotionein przedsta-
wiono na rysunku 1. Pierwsza wyizolowang MT bakte-
ryjng bylo bialko z morskiej bakterii Synechococcus sp.
RRIMP N1 [42]. Pozyskane biatko charakteryzowata
sie znaczng zawarto$cig cystein, a jego ekspresja byla
indukowana przez kadm. Ze wzgledu na zbyt malg ilos¢
uzyskanego bialka poznanie sekwencji tej MT nie byto
jednak mozliwe. Kilka lat pozniej z bakterii glebowej
Pseudomonas putida, pozyskanej z osaddéw $ciekowych,
wyizolowano trzy niewielkie bialka, ktére podobnie jak
poprzednio charakteryzowaly sie znaczng liczbg cystein
ijonow metali. Bialka te nazwano ,,pseudo-tioneinami’,
ale ponownie nie udalo si¢ poznac ich sekwencji 25,
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Rys. 1. Historia odkry¢ bakteryjnych metalotionein przedstawiona na osi czasu

Powyzej osi przedstawiono te gatunki bakterii, u ktérych metalotioneiny zidentyfikowano poprzez izolacje biatka z komorki
(ramka oznacza, ze poznana zostala sekwencja aminokwasowa wyizolowanej MT). Ponizej osi gatunki baterii,
u ktérych metalotioneiny odkryto na podstawie analizy sekwencji genomu.
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26]. W roku 1988 wyizolowano kolejne bialko zaliczone
do rodziny metalotionein ze stodkowodnej cyjanobak-
terii Synechococcus TX-20 (Synechococcus PCC 7924).
W tym przypadku oznaczono niemal pelng sekwencje
tego biatka i wykazano, ze pomig¢dzy nim a MT euka-
riotycznymi istnieje bardzo niskie podobienstwo ogra-
niczajace si¢ do duzej zawartosci reszt cysteinowych
i motywow, w ktorych sg one zgrupowane — Cys-X-Cys,
Cys-X-X-Cys oraz Cys-Cys gdzie X oznacza dowolny
aminokwas [44]. Wraz z rozwojem biologii molekular-
nej udalo si¢ zidentyfikowa¢ kolejne MT bakteryjne na
podstawie analizy sekwencji genomowego DNA: Syne-
chococcus PCC 6301 [23], Theromosynechococcus vulca-
nus [52], jednakze biatka kodowane przez odnalezione
geny nie zostaly scharakteryzowane. Blindauer i wsp. [4]
zidentyfikowali w genomach Pseudomonas aeruginosa,
P, putida i Anabaena PCC 7120 ortologi metalotioneiny
z Synechococcus PCC 7924. Na podstawie zidentyfiko-
wanych sekwencji poprzez heterologiczng ekspresje
w komorkach Escherichia coli pozyskano biatka i pod-
dano je analizie biochemicznej. Ostatnia opisang jak
dotad MT bakteryjna jest zidentyfikowana w Mycobac-
terium tuberculosis (pratek gruzlicy) metalotioneina
nazwana MymT (mycobacterial metallothionein) [22].
Pierwsze metalotioneiny bakteryjne zostaly wyizo-
lowane z cyjanobakterii Synechococcus, dlatego zostaty
nazwane SmtA. Odkrycie homologicznych biatek
u Pseudomonas spowodowalo zmiang¢ nazwy na BmtA
(bacterial metallothionein) dla calej rodziny prokario-
tycznych MT, a SmtA i PmtA odpowiednio dla MT
Synechococcus i Pseudomonas [5]. MymT z Mycobacte-
rium charakteryzowala si¢ jednak znacznie odmienng
sekwencja od poznanych wczesniej bakteryjnych meta-
lotionein, dlatego zaproponowano oddzielenie dla nich
kolejnej grupy w rodzinie tych bakteryjnych biafek.
Analiza sekwencji calych genomoéw bakteryjnych ujaw-
nila istnienie bialek zawierajacych nowy typ domeny
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palca cynkowego — GatA. Bialka te, mimo homologii
czesci sekwencji do BmtA oraz podobnego sposobu
wigzania jonéw metali cigzkich nie s3 metalotioneinami
i zostaty wydzielone jako osobna rodzina prokariotycz-
nych bialek [4, 7].

3. Budowa i sposob wigzania jondéw metali ciezkich
przez bakteryjne MT

Metalotioneiny wiazg jednowartosciowe jony z gru-
py 11 i dwuwarto$ciowe jony z grupy 12 uktadu okre-
sowego pierwiastkow. Struktura przestrzenna MT jest
zdeterminowana przez jony metali i tylko w obecno-
$ci wlasciwego metalu biatka te przyjmujg prawidtowa
konformacje przestrzenna. Jony dwuwartosciowe sa
wigzane w konformacji tetraedrycznej, co oznacza, ze
jeden jon jest wigzany przez cztery reszty cysteinowe.
Natomiast jony jednowartosciowe sg wigzane przez
dwie lub trzy cysteiny. Cysteiny wigzace metale moga
wigza¢ rownoczesnie dwa jony (tzw. cysteiny faczace)
lub tylko jeden jon metalu — cysteiny terminalne. Naj-
lepiej poznano strukture przestrzenng MT ssaczych,
w ktdrych stwierdzono wystepowanie dwoch oddziel-
nych domen wigzacych metale: domeny [ wiazace
3 jony dwuwarto$ciowe przez 9 reszt cysteinowych oraz
domeny a, ktéra poprzez 11 cystein wigze 4 jony [55].

Sekwencje aminokwasowe metalotionein bakteryj-
nych wykazujg najwigksze zréznicowanie sposréd po-
znanych dotad rodzin metalotionein. Sposéb wigza-
nia jonéw metali cigzkich zalezy od ilosci i uktadu
reszt cysteinowych, a zatem poszczegélne bakteryjne
MT moga znacznie rdzni¢ si¢ od siebie iloscig i ro-
dzajem wigzanych jonéw. Najlepiej poznang BmtA
jest SmtA z Synechococcus PCC 7942, ktéra zawiera
56 aminokwasow, w tym 9 reszt cysteinowych. Ponadto
w sekwencji aminokwasowej tej MT stwierdzono obec-
nos¢ 3 reszt histydynowych (Rys. 2A), z ktérych dwie sa
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Rys. 2. Sekwencje aminokwasowe bakteryjnych metalotionein

Poréwnano sekwencje metalotionein reprezentujacych dwie grupy: (A) BmtA (SmtA Synecococcus PCC 7942 oraz PmtA Pseudomonas putida), (B) MymT
Mycobacterium tuberculosis oraz (C) poréwnanie sekwencji aminokwasowych metalotionein bakteryjnych SmtA, PmtA i MymT. Gwiazdkami oznaczono
identyczne aminokwasy, kolorem jasnoszarym oznaczono reszty cysteinowe, natomiast kolorem ciemnoszarym - reszty histydynowe.
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bezposrednio zaangazowane w wigzanie metali poprzez
swoj pierscien imidazolowy [3]. Cecha charaktery-
styczng, jak sadzono poczatkowo, wszystkich metalo-
tionein jest brak aminokwasdw aromatycznych, w tym
histydyn. Jednakze odkrycie MT u roslin, a nastepnie
u bakterii pokazato, ze brak aminokwaséw aroma-
tycznych jest cechg charakterystyczng tylko metalo-
tionein kregowcéw. Ponadto w przypadku roslinnych
MT wykazano, ze histydyny odgrywaja znaczaca role
nie tylko w wigzaniu metali, ale takze w rozrdznianiu
pomiedzy kadmem i cynkiem [33]. PmtA zbudowane
s3 z ponad 70 aminokwasow, posiadaja 10 reszt cyste-
inowych i zmienna liczbe reszt histydynowych - od jed-
nej do maksymalnie trzech (Rys.2A). Nalezy jednak
zauwazy, ze ilos¢ i uklad reszt aminokwasowych wia-
zacych jony metali, zwlaszcza histydyn, jest znacznie
mniej konserwowany ewolucyjnie u réznych gatunkow
Pseudomonas niz w przypadku SmtA u réznych gatun-
koéw cyjanobakterii [7]. Poréwnanie sekwencji SmtA
i PmtA (Rys. 2A) pokazuje, ze mimo znacznych réznic
w sktadzie aminokwasowym poréwnywanych metalo-
tionein uklad i ilo$¢ reszt wiazacych metale, zwlaszcza
cystein, jest wysoce konserwowany.

Analiza biochemiczna tych metalotionein z wyko-
rzystaniem spektroskopii mas, analizy elementarnej
oraz magnetycznego rezonansu jagdrowego wykazala,
ze MT Synechococcus PCC 7942 wigze 4 jony cynku
(lub kadmu) w klastrze - Zn Cys His, [3, 4, 14].

Na rysunku 3 przedstawiono schemat wigzania
4 jonéw Zn** przez SmtA. Ponadto wykazano, ze SmtA
charakteryzuje si¢ niespotykang wsréd MT z innych
organizméw cechg - jeden ze zwigzanych atomdw
cynku nie podlega wymianie na dostarczany z zewnatrz

Rys. 3. Schemat wigzania jonéw cynku (Zn) przez SmtA
z Synecococcus PCC 7942
Aminokwasy wigzgce jony metalu oznaczono: C - cysteina, H - histy-
dyna, a stojaca przy literze cyfra/liczba oznacza kolejnos¢ tego aminokwasu
w lanicuchu aminokwasowym, za [4, 7] (zmodyfikowane).
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kadm, podczas gdy typowo wigzania MT-jony metali sa
labilne i wymiana z jonéw zwigzanych z metalotioneing
na te dostarczane z zewngtrz zachodzi w czasie kilku
sekund. Ta kinetyczna bierno$¢ jednego z jonow zwia-
zanego z SmtA jest prawdopodobnie spowodowana
przez zaslonigcie go przez aminokwasy lub pozostate
jony metali [7]. SmtA jest takze zdolne do wigzania
innych jonow metali w tym miedzi czy rteci [51].

MT z Pseudomonas wydaja si¢ by¢ mniej stabilne,
bardziej podatne na utlenianie i agregacje niz te z Syne-
chococcus. Co wigcej substytucja His49 SmtA przez
Asp44 w PmtA (Rys. 2A) powoduje, ze wiagza one tylko
trzy jony cynku lub kadmu i wszystkie zwigzane jony
fatwo podlegaja wymianie na inne jony metali dostar-
czane z zewnatrz [4, 5]. W literaturze nie ma natomiast
doniesien opisujacych strukture przestrzenna jakiejkol-
wiek metalotioneiny z Pseudomonas.

MymT jest najmniejsza jak dotad poznang prokario-
tyczng metalotioneing, posiada 53 aminokwasy, w tym
7 reszt cysteinowych i dwie histydynowe (Rys.2B).
W przeciwienstwie do wyzej opisanych metalotionein,
MymT wykazuje wigksze powinowactwo do miedzi
niz do cynku czy kadmu. Wykazano, ze biatko to moze
wigza¢ od 4 do 6-7 jonéw Cu?*, natomiast najbardziej
stabilng konformacje wydaje si¢ mie¢ forma z 5 jonami
miedzi [22]. Poréwnanie sekwencji aminokwasowych
SmtA, PmtA i MymT (Rys.2C) pokazuje, ze mimo
bardzo niskiego stopnia homologii pomiedzy MymT
a BmtA obserwuje si¢ podobienstwo motywow zawie-
rajacych reszty cysteinowe.

4. Funkcje metalotionein bakteryjnych

Wizystkie wyizolowane w latach 80. ubieglego wieku
MT bakteryjne, a wigc z Synechococcus RRIMP N1,
TX-20 czy P, putida pochodzity z bakterii zaadaptowa-
nych do zycia w srodowisku zawierajagcym znaczne ste-
zenia kadmu [25, 42, 44]. SmtA pojawialo si¢ w komor-
kach bakteryjnych tylko w odpowiedzi na obecnosci
kadmu i cynku, ale nie na obecno$ci miedzi [43]. Jed-
nakze poziom transkryptéw genu smtA Synecococcus
PCC 7924 wzrastal w obecnosci wielu jonéw metali:
Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ni, Pb czy Zn. Ponadto gen repor-
terowy lacZ umieszczony pod kontrola promotora genu
smtA ulegal ekspresji indukowanej przez rézne metale,
jednakze najsilniejszym induktorem byl cynk. Mutanty
Synechococcus pozbawione genu smtA sa wyraznie nad-
wrazliwe na cynk, podczas gdy na kadm tylko w nie-
wielkim stopniu [58]. Nadekspresja smtA w komorkach
E. coli prowadzi natomiast do zwigkszonej akumulacji
cynku i miedzi, ale nie kadmu [51]. Co ciekawe, zwiek-
szong liczbe kopii genu smtA obserwowano w szcze-
pach Synechococcus PCC 6301 charakteryzujacych sie
zwiekszong tolerancjg na kadm [23]. Przedstawione
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wyniki sugeruja, Ze SmtA u cyjanobakterii jest zaan-
gazowane w utrzymanie homeostazy cynku, jednakze
nie mozna wykluczy¢ ich roli réwniez w detoksyfikacji
kadmu [7]. Znacznie mniej wiadomo na temat fizjolo-
gicznych funkcji MT u Pseudomonas. Poziom PmtA
u P putida i P. aeruginosa wzrastal w obecnosci kadmu
i miedzi [16], a u P, aeruginosa takze w odpowiedzi na
olow [41] co moze sugerowal udzial metalotionein
Pseudomonas w obronie komorek przed toksycznym
dziataniem metali ciezkich.

Odmienna budowa MymT i specyficzno$¢ w sto-
sunku do wigzanych metali odzwierciedla zupelnie
inne fizjologiczne funkcje MT u mykobakterii. Biatko
to zostalo odkryte w czasie poszukiwania, ktdre geny
M. tuberculosis nadaja jej oporno$¢ na jeden z testowa-
nych lekow przeciwgruzliczych. Ekspresja genu mymT
jest indukowana przez rozne metale cigzkie, ale jej
najsilniejszym induktorem jest miedz. Ponadto wzrost
poziomu mRNA obserwowano w odpowiedzi na stres
oksydacyjny, reaktywne formy azotu czy uszkodze-
nie $ciany komdrkowej bakterii. Mutanty pozbawione
genu mymT sa bardziej wrazliwe na miedz, ale nie na
inne metale ciezkie [22].

Pratki gruzlicy wieksza czes¢ cyklu zyciowego bytuja
w fagosomach makrofagdw, w ktorych w odpowiedzi
na zakazenie bakteryjne dochodzi do nagromadzenia
sie jondw miedzi. Sposéb toksycznego dziatania tych
jonéw na M. tuberculosis pozostaje niejasny, mozliwe
jest dziatanie bezposrednie lub posrednie na przyktad
poprzez generowanie toksycznych ilosci reaktywnych
form tlenu. Wirulencja M. tuberculosis jest zwigzana
z opornoscig na miedz i posiada ona przynajmniej trzy
niezalezne szlaki umozliwiajace obrong przed toksycz-
nym dzialaniem tego pierwiastka: (i) aktywne wypom-
powywanie jonéw miedzi poza komorke, (ii) oksydazy
multimiedziowe oraz (iii) biatka chelatujace miedz
w cytoplazmie, w tym metalotioneiny. Wspoldzialanie
tych mechanizméw wydaje sie by¢ niezbedne w osigg-
nieciu pelnej zjadliwosci przez pratki gruzlicy [15,
50]. Operon mymT wchodzi w sktad regulonu zwigza-
nego z opornoscig komoérek na miedz kontrolowanego
przez represor RicR, ktéry ponadto reguluje ekspresje
wielu innych genéw obecnych tylko w patogennych
szczepach Mycobacterium. Sugeruje to, ze metalotio-
neina MymT moze mie¢ bezposredni zwiazek z wiru-
lencja tej bakterii [18]. Potwierdza to réwniez analiza
dostepnych sekwencji genomdéw mykobakterii, ktora
wykazata brak genéw kodujacych MymT u szczepow
mniej lub calkowicie niewirulentnych [7]. Jednakze,
mutanty M. tuberculosis pozbawione mymT nie s3
mniej zjadliwe dla myszy niz szczepy dzikie [22]. Jest
wysoce prawdopodobne, ze calkowita utrata wirulencji
jest mozliwa tylko kiedy bakteria zostanie pozbawiona
wszystkich mechanizméw zaangazowanych w deto-
ksyfikacje miedzi [18].
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BmtA i MymT rdznig si¢ znacznie nie tylko sekwen-
Cja, ale takze wydaja sie petni¢ bardzo odmienne fizjo-
logiczne funkcje zwigzane bezposrednio z adaptacja
komorek bakteryjnych do specyficznych nisz $rodo-
wiskowych jakie zajmuja. Metalotioneiny bakteryjne
sa stabo konserwowane ewolucyjnie, a tym samym jest
bardzo prawdopodobne, ze ich fizjologiczne funkcje sg
bardzo rézne w poszczegdlnych grupach bakterii [6].

5. Regulacja ekspresji bakteryjnych metalotionein

Szacuje sie, Ze okoto 1/3 wszystkich bialek wymaga
do swojej aktywnosci jondw metali. W toku ewolucji
pojawila si¢ specyficzno$¢ biatko-metal, oznaczajaca,
ze tylko w obecnosci konkretnego metalu dane biatko
moze prawidtowo funkcjonowaé. Aktualne pozostaje
pytanie w jaki sposob poszczegolne biatka rozrézniajg
jony metali i s3 zdolne do preferencyjnego wychwy-
tywania wlasciwego jonu. Jest to niezwykle istotne
zagadnienie zwlaszcza, ze poszczegolne metale zaku-
mulowane sa w komorkach bakteryjnych w bardzo rdz-
nych ilosciach, a ponadto niektére metale fatwiej niz
inne wiaza sie z biatkami zgodnie z tzw. serig Irvinga-
-Williamsa. Zgodnie z nig najmniejsza stabilnoscig
charakteryzuja si¢ kompleksy biatek z jonami Mn** czy
Fe?**, wigksza z Cu** i Zn*, natomiast najsilniej biatka
wiaza jony Cu', Fe** oraz toksycznych metali jak kadm
czy rte¢ [60]. Jednym z mechanizméw zapewniajagcym
wigzanie odpowiednich metali przez odpowiednie
bialka jest ograniczanie ilosci wolnych jonéw metali
w komorce. Badania potwierdzaja, ze to nie metale
cigzkie rywalizuja ze sobg o wigzanie z biatkiem, ale
to biatka miedzy sobg rywalizujg o konkretny metal.
Ponadto, komorki posiadajg liczne czynniki transkryp-
cyjne zalezne od jondéw metali, ktore reguluja ekspre-
sje bialek zaangazowanych w metabolizm komérkowy
metali ciezkich. Czynniki te nazywane metalosenso-
rami (metaloregulatorami) kontrolujg ekspresje genow
kodujacych biatka odpowiedzialne za pobieranie, maga-
zynowanie lub wypompowywanie jonéw [19]. Zwigza-
nie metalu przez metalosensor powoduje zmiany w jego
konformacji, ktore umozliwiajg interakcje z DNA i tym
samym aktywacje ekspresji genu przez niego regulo-
wanego (aktywatory transkrypcji) lub przeciwnie, po
zwigzaniu metalu metalosensor staje si¢ nieaktywny
i transkrypcja genu przez niego kontrolowanego zostaje
zahamowana (represor transkrypcji). W komorkach
bakteryjnych zidentyfikowano siedem gléwnych rodzin
metaloregulatorow, ktorych nazwy pochodza od pierw-
szych zidentyfikowanych przedstawicieli: ArsR/SmtB,
MerR, CsoR/RenF, CopY, Fur, DtxR, NikR [37]. Do
rodziny ArsR/SmtB zalicza sie represory transkrypcji
regulowane przez rozne jedno- i dwuwartosciowe jony
metali cigzkich, ktore pochodza od wspdlnego przodka,
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Rys. 4. Operony, ktore podlegaja kontroli transkrypcyjnej biatek represorowych z rodziny ArsR/SmtB

Na schemacie podano réwniez od jakiego metalu zalezy dany represor oraz ekspresja jakich bialek jest przez niego regulowana [8],
zmodyfikowane.

G

smtB smtA

smtB smtA

Rys. 5. Schemat przedstawiajacy mechanizm regulacji operonu smt przez bialko SmtB w zaleznosci od st¢zenia jondw Zn**
w komorce bakteryjnej

ale w wyniku ewolucji uzyskaly odmienng specytficz-
nos¢ w stosunku do metali (Rys. 4). ArsR jest zaleznym
od arsenu/antymonu represorem operonu ars wyste-
pujacego np. u E. coli. SmtB jest natomiast zaleznym
od cynku represorem transkrypcji genu metalotionein
smtA u Synechococcus [8, 11].

Gen kodujacy SmtA u Synechococcus jest oddzielony
od genu smtB przez region pelnigcy funkcje promotora-
-operatora diugosci okoto 100 pz. Mutanty pozbawione
genu smtB cechuja sie wysoka ekspresja smtA nawet
przy braku cynku co potwierdza, ze SmtB jest zaleznym
od cynku represorem transkrypcji genu smtA [28, 40].

W obrebie sekwencji oddzielajacej geny operonu smt
wystepuja cztery miejsca, w ktorych moze dochodzi¢
do interakcji SmtB z DNA. Przy niskim st¢zeniu SmtB
wigze sie jako monomer do jednego z dwoch miejsc
(S1iS2) polozonych bezposrednio po 5 stronie genu
smtA. Kiedy stezenie tego biatka w komdrce wzrasta
powstaja dimery, ktore wiaza si¢ rownoczesnie do obu
tych miejsc [17] i dopiero wéwczas dochodzi do zaha-
mowania transkrypcji smtA [57] (Rys.5). Wigzanie
SmtB do dwdch pozostatych miejsc (S3 i S4) w DNA
zachodzi tylko przy bardzo wysokich stezeniach tego
biatka. Cynk hamuje dimeryzacj¢ tego biatka [17] lub



METALOTIONEINY BAKTERYJNE

zmienia jego konformacje przestrzenng, a tym samym
uniemozliwia jego interakcje z DNA i aktywuje ekspre-
sje smtA [49]. Zwiazanie wolnych jonéw cynku przez
SmtA umozliwia ponowne interakcje monomerow
SmtB i wyciszenie ekspresji smtA. SmtB jest takze regu-
latorem wtasnej transkrypcji prawdopodobnie poprzez
wigzanie si¢ z miejscami S3 i S4. Ponadto jest mozliwe,
ze istnieje dodatkowy mechanizm kontroli transkryp-
cji smtA, gdyz nawet przy braku SmtB obserwowano
wzrost ekspresji metalotioneiny smtA w odpowiedzi
na metale ciezkie [6].

U Synechocystis PCC 6803, w genomie ktorej nie
znaleziono sekwencji kodujacej biatko homologiczne
do SmtA, wystepuje operon zia (Rys. 4). W skiad ope-
ronu wchodza, podobnie jak w przypadku operonu
smt, gen kodujacy biatko represorowe ZiaR bedacy
ortologiem SmtB oraz gen kodujacy pompe ZiaA
odpowiedzialng za aktywne usuwanie jonéw cynku
z cytoplazmy do przestrzeni periplazmatycznej [56].
U innej stodkowodnej cyjanobakterii Oscillatoria bre-
vis stwierdzono obecnos¢ zaréwno metalotioneiny, jak
i pompy homologicznej do ZiaA - Bxal. Ekspresja obu
genow jest indukowana przez jony metali ciezkich, a ich
nadekspresja w E. coli daje zwiekszong opornos¢ trans-
genicznych bakterii na cynk i kadm. Wydaje sig, ze Bxal
odpowiada za szybka odpowiedz komorki na metale,
podczas gdy SmtA raczej za utrzymanie dtugotrwalej
homeostazy [36]. Ekspresja obu tych genow jest regu-
lowana przez metalosensor nalezacy do rodziny ArsA/
SmtB - BxmR [35]. Potwierdza to, ze nawet u blisko
spokrewnionych mikroorganizméw mogg istniec¢ bar-
dzo zréznicowane mechanizmy utrzymywania home-
ostazy metali [6]. Bialka homologiczne do SmtB ziden-
tyfikowano réwniez u gatunkéw bardziej odlegtych
ewolucyjnie np. Staphylococcus aureus. Bialko CzrA
odpowiada za regulacje operonu czrAB odpowiedzial-
nego za transport cynku przez btone komérkowa [30].

Za kontrole ekspresji mymT u M. tuberculosis od-
powiada represor RicR nalezacy, do innej niz SmtB,
rodziny metalosensoréw CsoR/RcnF. Represor ten kon-
troluje regulon skladajacy sie z 5 operondw zwigzanych
z homeostazg miedzi. U M. tuberculosis wystepuje tez
inny czynnik transkrypcyjny zalezny od miedzi — CsoR,
a powody wystepowania dwdch represordéw transkryp-
cji z tej samej rodziny pozostaja niejasne [27]. Przy
wysokim stezeniu miedzi RicR nie wigze si¢ z DNA
i tym samym nastepuje indukcja ekspresji mymT [18].

6. Obecnos$¢ metalotionein u bakterii

Analiza dotychczasowych doniesien dotyczacych
metalotionein bakteryjnych mogtaby sktoni¢ do stwier-
dzenia, ze biatka te nie sa szeroko rozpowszechnione
u bakterii. Jednakze odkrycie MymT sugeruje raczej,
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ze sekwencje bakteryjnych metalotionein nie sg ewo-
lucyjnie konserwowane, a brak homologii pomiedzy
metalotioneinami réznych grup bakterii moze powodo-
wac problemy z odnajdowaniem gendéw je kodujacych
w nowo sekwencjonowanych genomach. Poza niskim
stopniem podobienstwa takze niewielkie rozmiary
i niska zlozonos¢ MT moga by¢ przyczyna pomijania
ich sekwencji kodujacych w czasie automatycznych
analiz rozrastajacych sie¢ baz danych bakteryjnych
sekwencji DNA. Wiele gatunkoéw bakterii zawiera wie-
cej niz jedng kopie genu metalotioneiny w genomie,
a u niektorych wystepuja dodatkowe kopie tego genu
zlokalizowane takze w plazmidzie [7].

W wyniku przeszukana bazy sekwencji aminokwa-
sowych zdeponowanych w bazie NCBI (www.ncbi.
nlm.nih.gov/protein) za pomoca hasta: ,metallothio-
nein bacteria” otrzymuje si¢ w sumie 4848 wyniki
(maj 2016). Interesujacy jest fakt, ze metalotioneiny
s3 w ten sposob znajdowane takze u innych bakterii
niz dotychczas w tym u Proteobacteria czy Actinobac-
teria. Jednakze analiza otrzymanych trafien ujawnia,
ze wiele z nich jest falszywych. Skrot SmtA jest mylony
z tym oznaczajacym metylotransferaze (MT) zalezng od
S-adenozylo-L-metioniny (SAM), a tym samym zna-
komita cze$¢ otrzymanych trafien mimo, ze opisanych
jako metalotioneina SmtA zawiera sekwencje metylo-
transferazy a nie metalotioneiny. Ponadto, w wielu
przypadkach otrzymana sekwencja nie spetnia w pelni
wymagan stawianych metalotioneinom np. wystepuja
tylko 4 reszty cysteinowe. Podobnie jest w przypadku
innych dostepnych baz danych np. bazy UniProt (www.
uniprot.org) zawierajacych sekwencje aminokwasowe.
Tego rodzaju analiza baz danych nie daje odpowiedzi
na pytanie o powszechno$¢ metalotionein u bakterii.
Jednakze przeszukanie baz danych z wykorzystaniem
znanych sekwencji nukleotydowych lub aminokwaso-
wych metalotionein bakteryjnych réwniez nie da nam
pelnego obrazu dystrybucji tych bialek u bakterii ze
wzgledu na mozliwy brak homologii pomiedzy zna-
nymi MT a tymi, ktére moga pozostawa¢ nieodkryte.

Zasadne tez jest pytanie, dlaczego u bakterii poja-
wily si¢ metalotioneiny skoro u tych organizméw za
utrzymanie odpowiedniego poziomu jonéw metali
ciezkich w komorce odpowiadajg przede wszystkim
transportery aktywnie usuwajace te jony poza komorke.
By¢ moze funkcje metalotionein u bakterii to co$ wie-
cej niz utrzymanie homeostazy mikroelementow czy
detoksyfikacja toksycznych metali. W przypadku Syne-
chococcus metalotioneiny mogg pelnic role rezerwuaru
cynku na wypadek jego braku w $rodowisku. Nato-
miast u M. tuberculosis istnienie wielu $ciezek obrony
przed toksycznym stezeniem miedzi wystepujacym
w makrofagach moze sugerowa¢ bardziej ztozone fizjo-
logiczne funkcje MymT, niz tylko chelatacja toksycz-
nych jonéw miedzi [7].
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7. Podsumowanie

Utrzymanie odpowiedniego stezenia metali ciezkich
u wszystkich zywych organizméw obejmuje szereg pro-
cesOw pozwalajacych na $ciste kontrolowanie stezenia
mikroelementéw i obrone przed toksycznymi metalami.
Metalotioneiny to bialka bogate w reszty cysteinowe,
powszechne u Eucaryota, ale wystepujace takze u nie-
ktorych Procaryota. Sg chelatorami jondw metali cigz-
kich i petnig bardzo wazng role zaréwno w homeostazie
mikroelementow jak i detoksyfikacji metali niepetnig-
cych fizjologicznych funkcji. U bakterii jak dotad meta-
lotioneiny zostaly zidentyfikowane tylko u cyjnaobakte-
rii, bakterii z rodzaju Pseudomanas oraz mykobakterii.
Zidentyfikowane MT bakteryjne rdéznig si¢ budowa,
rodzajem wigzanych jondéw metali cigzkich i prawdo-
podobnie pelnig odmienne fizjologiczne funkcje.

Metalotioneiny bakteryjne stanowia bardzo intere-
sujacg rodzing bakteryjnych bialek, pozostaja jednak
stabo scharakteryzowane. Ze wzgledu na niski stopien
homologii sekwencji aminokwasowej pomiedzy MT
bakterii identyfikacja nowych cztonkéw tej rodziny bia-
tek jest utrudniona. Konieczne sg dalsze badania, ktdre
pozwola stwierdzi¢ czy MT sg powszechnymi biatkami
u bakterii oraz umozliwia pelne poznanie ich budowy,
sposobu wigzania jondw, a przede wszystkim fizjolo-
gicznych funkcji. Wraz z rozwojem badan i z zasto-
sowaniem nowoczesnych technik, istnieje nadzieja,
ze mozliwe bedzie jeszcze dokladniejsze poznanie ich
mechanizmu dzialania i ustaleniu petnionych przez
nie funkgji oraz wyizolowanie kolejnych metalotionein
z mikroorganizmow.

W przysztosci wiedza ta moze miec¢ znaczacy wplyw
m. in. na poznanie mechanizméw wigzania i regulacji
jonéw pierwiastkow $ladowych przez bakterie pato-
genne, a tym samym mozliwo$¢ pozyskiwania nowych
terapeutykow oraz rozwdj technik bioremediacji wod,
gleby czy osaddéw z metali cigzkich. Dzigki poznaniu
petnionych przez te bialka funkcji, mozliwe bedzie
wykorzystanie ich w przemysle biotechnologicznym,
a wraz z postepem nauk biologicznych i kolejnym
odkryciom, mozliwe bedzie zastosowanie MT na szer-
szg skale w medycynie.
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