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ABSTRACT

Many of biochemical paths and processes require some metal ions to occur. 
There are also known the negative effects of the presence of metal ions in the orga
nism. The both sides of metal ions interactions on the living organism require spe-
cific regulations and cannot be left without supervision and control of the orga
nism itself. One of the strategy to keep the control on metal ions are cystein-rich 
proteins that play crucial role in detoxication of metal ions that are dangerous for 
human organism as well as they help to maintain homeostasis of essential metal 
ions. Matallothioneins are one of the well known, but still not fully understood, cys-
teine-rich proteins. They are small proteins but may contain up to 30% of cysteine 
residues in the sequence, and what makes them very special from chemical point of 
view - all of the thiols present there are reduced [1]. This property makes these pro-
teins very tempting for coordination of various metal ions. The most efficient bind-
ing to metallothionein is observed for the ions belonging to a Group 11 and 12. Cu+, 
Zn2+ and Cd2+ represent these metal ions [2]. Besides of the lack of disulfide bridges, 
metallothioneins show also the absence or low amount of aromatic amino acid resi-
dues in the sequence [1]. Studies of the metallothioneins and their isoforms among 
different organisms show that the position of cysteine residues is very conservative 
[3]. Considering this aspect of metallothionein structure, some specific motifs of 
cysteine residues arrangement can be found in the sequence of these proteins. Most 
of the common polythiol motifs are CXC, CXXC, CXXXC, CC – where C is a cys-
teine residue and X is random α-amino acid residue (other than cysteine) [3–5]. 
The influence of the cysteine residues organization on the specificity of metal ions 
binding was intensively studied. The differences observed for specificity of metal 
ions binding by metallothioneins and selected polythiol motifs are reviewed in this 
paper – with strong emphasis on the effect of the cysteine residues topography. 

Keywords: metallothioneins, polythiol motifs, metal ions
Słowa kluczowe: metalotioneiny, motywy policysteinylowe, jony metali
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WYKAZ STOSOWANYCH SRÓTÓW

MT 	 – 	 metalotioneina
C 	 – 	 reszta cysteinylowa
X 	 – 	 dowolna reszta α-aminokwasu, inna niż cysteina
M 	 – 	 metal
-SH 	 – 	 grupa tiolowa
S-S 	 – 	 wiązanie disiarczkowe
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WPROWADZENIE

Oddziaływanie jonów metali na organizmy żywe jest zjawiskiem powszechnie 
znanym, a jego natura oraz konsekwencje pozytywne bądź negatywne leżą u pod-
staw chemii bionieorganicznej. Metale przejściowe, takie jak cynk i miedź, pier-
wiastki niezbędne, ale też toksyczne, np. kadm i nikiel, z dużym powinowactwem 
wiążą się do białek, które w swojej sekwencji zawierają reszty cysteinylowe. Białka te 
pojawiają się często na szlakach związanych z transportem tych jonów i dostarcza-
niem ich do odpowiedniego miejsca w organizmie, a co za tym idzie – ściśle regulują 
ich biodostępność. 

Jednymi z najlepiej poznanych białek zawierających w swojej sekwencji wiele 
reszt cysteinylowych, są metalotioneiny. Te niewielkie białka mogą zawierać nawet 
do 30% reszt tego aminokwasu. Kluczowy w przypadku metalotionein jest fakt, że 
wszystkie dostępne w cząsteczce reszty cysteinylowe standardowo są w stanie zredu-
kowanym, co w konsekwencji tworzy potencjalne miejsca wiązania się jonów metali 
do cząsteczek tych białek. Z tego względu metalotioneiny są silnie ekspresjonowane 
podczas narażenia organizmu na wysokie stężenia toksycznych jonów metali, do 
których można zaliczyć np. jony Cd2+, gdy niezbędne jest zatrzymanie ich swo-
bodnej ekspansji i detoksykacja organizmu. Ponadto znajdują się one na szlakach 
transportowych odpowiedzialnych za utrzymanie odpowiedniej homeostazy metali, 
które są niezbędne dla prawidłowego funkcjonowania organizmu. Do tej ostatniej 
grupy można zaliczyć właśnie jony Zn2+. 

1. METALOTIONEINY – BIAŁKA BOGATE W CYSTEINĘ

Z chemicznego punktu widzenia cysteina, jest aminokwasem, który w łańcuchu 
bocznym zawiera grupę tiolową -SH (Rys. 1). Przekłada się to na wiele możliwych 
zastosowań tego aminokwasu w organizmie. Dzięki obecności tej grupy, cysteina 
uczestniczy w biologicznych reakcjach redox mających za zadanie neutralizowanie 
wolnych rodników, mogących uszkadzać składniki komórek[6]. W wyniku tych 
reakcji, cysteina utlenia się, co oznacza utworzenie wiązania kowalencyjnego pomię-
dzy dwoma atomami siarki (S-S) z dwóch cząsteczek tego aminokwasu, nazywanym 
mostkiem disiarczkowym. 

Ponadto, atom siarki budujący tę grupę wykazuje wysokie powinowactwo pod 
względem chemicznym do wielu jonów metali. Dlatego też aminokwas ten pojawia 
się w sekwencji białek, których zadaniem jest wiązanie różnych lub specyficznych 
jonów metali [6].
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Rysunek 1. 	 Wzór strukturalny cysteiny
Figure 1. 	 The structure of cysteine

Metalotioneiny są przedstawicielami tego typu białek i, od momentu ich odkry-
cia w 1957 roku, stanowią interesujący i ciągle nie do końca zgłębiony przedmiot 
badań w chemii bionieorganicznej. Zostały one pierwszy raz wyizolowane z mate-
riału biologicznego w postaci związanej z jonami kadmu Cd2+ [7]. Od tamtego czasu 
naukowcy wyodrębnili wiele białek należących do tej rodziny, pochodzących z róż-
nych organizmów zwierzęcych i roślinnych [8]. Znane są także metalotioneiny syn-
tetyzowane przez komórki grzybów [9, 10] oraz bardzo podobne do metalotionein 
białka bakteryjne [11, 12]. Do tej pory określono ich sekwencje aminokwasowe, 
a także sposób wiązania jonów metali, i nadal znajdują się nowe postacie i izoformy 
metalotionein oraz w dalszym ciągu naukowcy starają się wyjaśnić ich rolę oraz 
mechanizm działania [8, 13].

1.1. FUNKCJE METALOTIONEIN

W wyniku wielowymiarowych badań nad metalotioneinami odkryto, że białka 
te nie posiadają jednej sprecyzowanej funkcji, jaką pełnią w organizmach żywych 
[14]. Najważniejsze z nich schematycznie zaprezentowano na Rysunku 2 i opisano 
poniżej. 
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Rysunek 2. 	 Diagram prezentujący najważniejsze funkcje metalotionein. W jaśniejszym polu znajdują się 
funkcje związane z bezpośrednim oddziaływaniem z jonami metali, natomiast w ciemniejszym 
polu zaznaczono pozostałe funkcje, wynikające z innego rodzaju działania tych białek

Figure 2. 	 Diagram showing the most important functions of metallothioneins. The brighter area – func-
tions directly related with MT-metal ions interactions; darker area – other functions basing on 
different mechanism.

Jak już wspomniano, jedna z najważniejszych funkcji metalotionein związana 
jest z metabolizmem i szeroko pojętą regulacją biodostępności metali. Białka te 
„opiekują się” enzymami i innymi białkami wymagającymi związania jonów metali 
do prawidłowego funkcjonowania, poprzez dostarczanie do nich odpowiedniego 
jonu. Metalotioneiny mogą działać również w odwrotnym kierunku i usuwając np. 
jony cynku z palców cynkowych czy czynników transkrypcyjnych powodując ich 
dezaktywację [15]. 

Poza tym białka te zaangażowane są w procesy neutralizacji wolnych rodni-
ków [16]. Jednakże wydajność działania antyoksydacyjnego metalotionein jest 
dużo niższa, w porównaniu z innymi naturalnymi antyoksydantami występującymi 
w  komórce, do których można zaliczyć np. glutation GSH [17]. Uczestniczą one 
również w odpowiedzi immunologicznej, gdzie ich podstawowym zadaniem jest 
dystrybuowanie jonów Zn2+ [18, 19]. Metalotioneiny odgrywają ważną rolę w pro-
cesach kancerogenezy i genotoksyczności, indukowanych działaniem promienio-
wania w zakresie UV oraz za sprawą takich metali, jak kadm, nikiel, ołów czy rtęć  
[19–21]. 

Ważnym aspektem działania, które przypisuje się metaliotioneinom, jest ich 
zdolność do hamowania apoptozy. Jest to istotne w przypadku utrzymania przy życiu 
zdrowej komórki, jednak nie jest to proces selektywny i pozwala również na prze-
trwanie komórek nowotworowych i umożliwienie ich dalszej proliferacji [21–23]. 
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1.2. STRUKTURA METALOTIONEIN I ODDZIAŁYWANIE Z JONAMI METALI.

Pod względem chemicznym metalotioneiny są małymi białkami, które charak-
teryzują się wysoką zawartością reszt cysteinylowych. Wszystkie reszty cysteinylowe 
w białku w stanie wolnym są w formie zredukowanej, z wolną grupą tiolową – nie-
uwikłaną w wiązania disiarczkowe[1]. Stanowi to kluczowy aspekt dla funkcji, jakie 
pełnią metalotioneiny. Dodatkową cechą struktury pierwszorzędowej tych białek 
jest bardzo niska zawartość lub brak reszt aminokwasów aromatycznych w sekwen-
cji [1]. 

U ludzi wyodrębniono cztery podstawowe izoformy metalotionein: MT-1, 
MT-2 (znajdujące się przede wszystkim, odpowiednio, w nerkach i wątrobie) oraz 
MT-3 i MT-4 – występujące w ośrodkowym układzie nerwowym [8]. 

Ogólnie białka te zbudowane są z pojedynczego łańcucha polipeptydowego, 
który w stanie wolnym, bez związanych jonów metali, nie posiada jednoznacznie 
uporządkowanej struktury trójwymiarowej. Dopiero związanie się do cząsteczki 
metalotioneiny jonów metali powoduje organizację struktury trzeciorzędowej. Poje-
dyncza cząsteczka białka wiąże najczęściej do 7 jonów metali dwuwartościowych 
(np. Cd2+, Zn2+) oraz do 12 jonów jednowartościowych (np. Cu+). MT-1 i  MT-2 
izolowane są w szczególności w postaci wiążącej jedynie jony Zn2+, z kolei MT-3 
i MT-4 wyizolowane z mózgu posiadają w strukturze zarówno jony Zn2+, jak i Cu+ 
[1]. Powinowactwo jonów metali do metalotionein zmienia się w szeregu: Zn2+< 
Pb2+ < Cd2+ < Cu+ < Hg2+ [15, 24]. Dlatego też toksyczne jony metali, jak Pb2+ i Cd2+, 
mogą swobodnie wypierać jony cynku z metalotionein [25, 26]. 

Chelatacja metali przez metalotioneiny związana jest z utworzeniem wiązań 
S–M o charakterze koordynacyjnym i wyodrębnieniem dwóch klasterów metalo-
-siarkowych, gdzie jony metalu skoordynowane są przez grupy tiolowe, pochodzące 
z łańcuchów bocznych reszt cysteinylowych w geometrii tertaedrycznej [1]. Klastery 
te przedstawione zostały schematycznie na Rysunku 3. Pierwszy klaster, znajdujący 
się w części N-końcowej białka, oznaczany jest symbolem β i tworzy się przez zwią-
zanie 3 jonów M2+. Z kolei klaster α wiąże 4 jony metalu M2+ i powstaje przy końcu 
C metalotioneiny [27]. 

W niektórych przypadkach, jak zaobserwowano dla MT-3, wysokie stężenie 
jonów Zn2+ może doprowadzić do związania przez białko dodatkowego jonu metalu, 
tworząc układ Zn8

2+-MT, co zaburza strukturę zaprezentowanych klasterów, jednak 
jest to zjawisko rzadko występujące i charakterystyczne dla tej izoformy [28].
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Rysunek 3. 	 Schematyczne przedstawienie klasterów metalosiarkowych powstałych w wyniku związania 
jonu M2+ przez cząsteczkę metalotioneiny. Klaster β powstaje poprzez związanie trzech jonów 
metali w N-końcowej części metalotioneiny, z kolei klaster α tworzą cztery jony metalu związane 
poprzez grupy tiolowe reszt cysteinylowych w części C-końcowej białka. Rysunek zaadaptowany 
z [24]

Figure 3. 	 Schematic representation of metal-sulphur clusters formed due to binding of M2+ ion to MT mol-
ecule. β cluster is created by binding of three metal ions in the N-terminal part of protein. The 
α cluster is formed by the binding of four metal ions in the C-terminal part of metalothionein. 
Adapted from [24] 

2. MOTYWY POLICYSTEINYLOWE

Ważnym aspektem struktury metalotionein jest powtarzalność położenia 
reszt cysteinylowych w sekwencji różnych izoform tych białek [3]. Można to zaob
serwować na przykładzie zestawienia sekwencji ludzkich metalotionein pokaza-
nego w  Tabeli 1, gdzie wyróżniono wszystkie reszty cysteinylowe znajdujące się 
w sekwencji. 

Tabela 1. 	 Zestawienie sekwencji ludzkich izoform metalotionein. Wyróżniono wszystkie reszty cysteiny-
lowe znajdujące się w sekwencjach białek. Źródło – baza uniprot

Table 1. 	 The compilation of sequences of human metalotioneins. All cysteine residues are in bold. Source 
– uniprot database 

MT Sekwencja

1 MDPN.CSCEAGGSCACAGSCKCKKCKCTSCKKSCCSCCPLGCAKCAQGCICKGAS.....EKCSCCA

2 MDPN.CSCAAGDSCTCAGSCKCKECKCTSCKKSCCSCCPVGCAKCAQGCICKGAS.....DKCSCCA

3 MDPETCPCPSGGSCTCADSCKCEGCKCTSCKKSCCSCCPAECEKCAKDCCKGGEAAEAEAEKCSCCQ

4 MDPRECVCMSGGICMCGDNCKCTTCNCKTYWKSCCPCCPPGCAKCARGCICKGGS.....DKCSCCP 
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Przyglądając się bliżej układowi reszt cysteinylowych zaprezentowanych 
w tabeli, można wyodrębnić pewne powtarzające się motywy w sekwencji, w które 
zaaranżowane są reszty tego aminokwasu. Jednym z najbardziej popularnych wśród 
motywów policysteinylowych, pochodzących z metalotionein, jest motyw CXC, 
gdzie dwie reszty cysteinylowe oddzielone są od siebie jedną dowolną resztą α 
aminokwasu, niebędącego cysteiną. Kolejne charakterystyczne dla metalotionein 
motywy to dublet reszt cysteinylowych (CC) oraz motyw CXXC [3–5]. Wszystkie te 
motywy zostały bardzo dobrze przebadane pod względem interakcji z jonami metali 
[29–32].

W sekwencjach metalotionein, które zostały wyizolowane z innych organi-
zmów, wyodrębniono nietypowe motywy policysteinylowe, do których zaliczyć 
można przede wszystkim motyw trypletu reszt cysteinylowych (CCC) [13].

2.1. ODDZIAŁYWANIE MOTYWÓW POLICYSTEINYLOWYCH Z JONAMI METALI

Rozmieszczenie reszt cysteinylowych znajdujących się w łańcuchu peptydu lub 
białka, takiego jak metalotioneina, ma bardzo duże znaczenie w modyfikowaniu siły 
wiązania jonu metalu. Wynika to przede wszystkim z geometrii tworzonych kom-
pleksów pomiędzy różnymi jonami metali a ligandami, które zawierają w sekwencji 
reszty cysteinylowe. W przypadku jonów dwuwartościowych (Zn2+, Cd2+), tworzone 
kompleksy wykazują symetrię tetraedryczną z możliwymi czteroma miejscami 
koordynacji wokół jonu centralnego. W przypadku jonów, takich jak Cu+ czy Ag+ 
z udziałem metalotionein czy peptydów policysteinylowych, mogą powstawać kom-
pleksy o symetrii trygonalnej i liniowej [6, 33, 34]. 

Ilość reszt cysteinylowych zaangażowanych w wiązanie danego jonu także jest 
parametrem kluczowym w tych oddziaływaniach. W odniesieniu do pojedynczego 
jonu metalu, im więcej reszt cysteinylowych wikła się w jego wiązanie, tym tworzone 
kompleksy są bardziej termodynamicznie stabilne [31]. Zależność ta pokazana jest 
na Rysunku 5, gdzie znajdują się wykresy kompetycyjne ilustrujące dystrybucję 
jonów cynku oraz kadmu pomiędzy trzy peptydy, różniące się ilością reszt cysteiny-
lowych w sekwencji. 
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Rysunek 4. 	 Wykresy kompetycyjne pokazujące w jaki sposób różna ilość reszt cysteinylowych w sekwencji 
peptydu wpływa na jego oddziaływanie z jonami metali – Cd2+ (A) oraz Zn2+ (B) [31]

Figure 4. 	 Competition plots, that show the influence of the number of cysteine residues in peptide chain on 
its interaction with metal ions – Cd2+ (A) and Zn2+ (B) [31] 

Peptyd, który zawiera cztery reszty cysteinylowe, wypełniające cztery dostępne 
miejsca w sferze koordynacyjnej metalu, zaaranżowane w motywy CXXC, wykazuje 
najsilniejsze powinowactwo do jonu metalu w grupie peptydów zaprezentowanych 
na Rysunku 4. 

Na parametry wiązania jonów metalu do peptydów, które zawierają motywy 
policysteinylowe pochodzące z sekwencji metalotionein, mogą wpływać (poza 
doborem samego motywu i ilością reszt cysteinylowych) także aspekty steryczne. 
Wykazano to podczas eksperymentu, w którym porównano ze sobą peptyd liniowy 
zawierający cztery reszty cysteinylowe oraz jego cykliczny analog (mający na celu 
imitować działanie nieustrukturyzowanej pętli białkowej) [32]. 

       

Rysunek 5. 	 Wykresy kompetycyjne obrazujące wpływ cyklizacji peptydu na jego oddziaływanie z jonami 
metali na przykładzie Cd2+ (A) i Zn2+ (B) [32]

Figure 5. 	 Competition plots showing the influence of cyclization of the peptide on its interaction with metal 
ions like Cd2+ (A) and Zn2+ (B) [32] 

Jak pokazano na Rysunku 5, w przypadku jonów Cd2+ oddziaływanie z cyklicz-
nym analogiem jest silniejsze w całym zakresie pH, jednak w przypadku jonów Zn2+ 
początkowo peptyd liniowy wykazuje słabsze powinowactwo do tego jonu jednak 
w wyższych wartościach pH tendencja się odwraca. Wynika to z zasadniczej róż-
nicy w rozmiarze obu tych jonów i, o ile Cd2+ jest wystarczająco dużym jonem, by 

A
B
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związać cztery grupy tiolowe w cyklicznym peptydzie, o tyle mniejszy jon Zn2+ nie 
ma takiej możliwości i utrudnia mu to sztywność zapętlonego łańcucha polipepty-
dowego[32].

Podsumowując, oddziaływanie jonów metali z białkami, takimi jak metalo-
tioneiny, niesie za sobą wiele różnorakich konsekwencji dla organizmów żywych 
– od regulacyjnych po ochronne. Przekładając te oddziaływania na wyselekcjono-
wane z tych białek motywy policysteinylowe, można w przybliżeniu odpowiedzieć 
na pytania związane z czysto chemiczną charakterystyką oddziaływania pomiędzy 
tymi ważnymi dla nas białkami, a równie istotnymi jonami metali.
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