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Streszczenie: Metalotioneiny (MT) to bogate w cysteing biatka ekspresjonowane powszechnie w or-
ganizmach ssakow. Funkcje, jakie pelniag w komorkach, sa zwigzane przede wszystkim ze zdolno$cia
wigzania i wymieniania jonéw metali. Wyrdznia si¢ cztery gtéwne izoformy metalotionein: MT-I, MT-
II, MT-III i MT-IV. Metalotioneiny sa zaangazowane w wiele procesow zachodzacych w komorkach,
migdzy innymi biorg udziat w proliferacji i r6znicowaniu komorek, reguluja cykl komérkowy, od-
powiadajg za utrzymanie homeostazy jonowej oraz peknig funkcj¢ antyoksydantow. Ostatnie badania
wykazaly, ze MT sg rOwniez zwigzane z angiogeneza, czyli procesem powstania nowych naczyn kr-
wionosnych z juz istniejacych. Angiogeneza jest wieloetapowym procesem, regulowanym przez wiele
czynnikow angiogennych oraz jest kluczowym elementem w mechanizmie gojenia si¢ ran i regener-
acji tkanek. Ponadto, angiogeneza zachodzi rowniez w trakcie wzrostu guzow nowotworowych i jest
Scisle zwigzana z ich progresja. Wykazano, ze MT reguluja podziaty komorek srédbtonka w trakcie
angiogenezy oraz wplywaja na ekspresj¢ czynnikdw pro-angiogennych. Istotna jest relacja pomigdzy
MT a czynnikiem transkrypcyjnym indukowanym hipoksja (HIF-1), ktory bezposrednio reguluje
ekspresj¢ waznego czynnika angiogennego — $rodblonkowego czynnika wzrostu (VEGF). Metalo-
tioneiny aktywuja takze szlak sygnatowy zwiazany z kinaza Akt, ktory stabilizuje HIF-1a oraz wpty-
wa na ekspresje wielu genow zwiazanych z procesem angiogenezy. Celem tej pracy jest przedstaw-
ienie dotychczasowej wiedzy na temat roli MT w angiogenezie, ze szczegdlnym uwzglednieniem ich
znaczenia w procesie angiogenezy nowotworowe;j.

Stowa kluczowe: metalotioneiny, angiogeneza, czynnik transkrypcyjny HIF-1a

Summary: Metallothioneins (MT) are rich in cysteines residues and ubiquitously expressed proteins
in mammalian tissues. Due to their ability to bind and exchange different metal ions MT play an
important role in an organism. There are four main isoforms of MT in human: MT-I, MT-1I, MT-1I1
and MT-IV. Metallothioneins take part in cell proliferation and differentiation. They are involved in
metal ions homeostasis and scavenging of free radicals. Recently, the role of MT during angiogenesis
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was investigated. Angiogenesis involves forming new blood vessels from existing ones. It takes place
in case of wound healing and tissues regeneration. Angiogenesis comprises of few stages and it is
regulated by many angiogenic factors. Angiogenesis is also connected with pathological conditions
and occurs during tumor progression. Metallothioneins were discovered to play an important role in
physiological and pathological angiogenesis. These proteins control the cell cycle of endothelial cells
and stimulate expression of many pro-angiogenic factors. There is an important relation between MT
and hypoxia inducible factor (HIF-1), that directly regulates expression of vascular endothelial growth
factor (VEGF), that is an essential angiogenic factor. Metallothioneins activate signaling pathway of
kinase Akt, that is involved in regulation of HIF-1a and expression of many genes connected with
angiogenesis. The aim of this review is to present the role of MT in physiological angiogenesis and
tumor angiogenesis.

Key words.: metallothioneins, angiogenesis, transcription factor HIF-1a

WSTEP

METALOTIONEINY

Metalotioneiny (MT) to rodzina niskoczasteczkowych biatek powszechnie wy-
stepujacych w organizmach ssakow. Wyrdznia si¢ cztery glowne izoformy: MT-I,
MT-II, MT-III i MT-1V. Metalotioneiny-I/Il sg ekspresjonowane praktycznie we
wszystkich komoérkach ssakéw, przy czym ich najwyzszy poziom jest obserwowa-
ny w watrobie. Pozostate dwie izoformy wystepuja tylko w wybranych tkankach.
Metalotioneina-III jest syntetyzowana w centralnym uktadzie nerwowym, gtownie
w neuronach glutaminergicznych, jak rowniez w komorkach trzustki, nerki, jelita
oraz gruczotu piersiowego, za§ MT-IV w komoérkach nabtonka wielowarstwowego
ptaskiego [10]. Geny kodujace biatka z rodziny MT sg zlokalizowane na chromoso-
mie 16. Poza genami MT-II, MT-11I i MT-1V znajduje si¢ tam takze 11 genéw kodu-
jacych subizoformy MT-1 (MT-IA, -B, -E, -F, -G, -H, -1, -], -K, -L, -X) [5, 10]. Me-
talotioneiny zbudowane sg z 61-68 aminokwasow, z czego okoto 30% reszt stanowi
cysteina. Z kolei w ich sktadzie aminokwasowym nie znajdziemy aminokwasow
aromatycznych ani histydyny [5, 24]. Struktura przestrzenna MT wynika przede
wszystkim z obecnosci wielu reszt sulthydrylowych cystein, dzieki ktorym cza-
steczka moze wigza¢ jony metali. Metalotioneiny sktadaja si¢ z dwoch odregbnych
domen (o i B) oraz krotkiego, elastycznego odcinka tgczacego zawierajacego reszty
lizyny. Zwigzane z resztami cysteinowymi jony metali s3 niezbedne do zachowa-
nia odpowiedniej struktury i stabilno$ci czasteczek MT. Metalotioneina z wolnymi
grupami sulthydrylowymi bardzo szybko ulega degradacji. Struktura przestrzenna
izoform MT-I/II jest niemal identyczna. R6znig si¢ one jedynie stopniem elastycz-
nosci domeny [ [5, 24]. W przypadku MT-III/IV pojawiaja si¢ roznice w sekwencji
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aminokwasowej w stosunku do MT-I/I1, ale ogdlny schemat budowy przestrzennej
jest zachowany [35]. Ekspresja MT moze by¢ stymulowana wieloma czynnikami,
m.in. jonami metali, cytokinami, glukokortykoidami, stresem oksydacyjnym oraz
hipoksja. W obregbie promotora genow MT-I/II znaleziono specyficzne sekwencje
regulatorowe odpowiadajace za indukowang ekspresje MT [10, 35].

Rola, jakg MT pelnig w komorce, jest $cisle zwigzana z mozliwoscig wigzania
1 wymiany jonow roznych metali, w tym jonéw niezbgdnych dla komoérki (Zn, Cu),
jak i toksycznych (Cd, Hg). Metalotioneiny biorg udziat w utrzymaniu homeostazy
jonowej, transporcie jonéw metali oraz detoksykacji jonéw metali cigzkich. Jedna
z ich wazniejszych funkcji jest regulowanie poziomu cynku w komorce, ktory jest
niezbedny w wielu procesach komérkowych [5, 24]. Metalotioneiny petnig rolg do-
noru jonéw cynku, dostarczaja go metaloenzymom, czynnikom transkrypcyjnym
1 innym funkcjonalnym biatkom, przez co posrednio moga regulowac procesy pro-
liferacji komorek [2, 24]. Wiadomo réwniez, ze w czasie podzialow komorki, MT
sa intensywnie transportowane z cytoplazmy do jadra komoérkowego [23]. Meta-
lotioneiny oddziatujac z wolnymi rodnikami (w tym reaktywnymi formami tlenu-
RFT), chronig komorki przed stresem oksydacyjnym, zapobiegajac uszkodzeniom
ich struktur oraz DNA [24]. Zdolnoé¢ do dezaktywacji RFT, jak rowniez hamowa-
nie uwalniania cytochromu ¢ z mitochondriéw oraz wplyw na regulacj¢ aktywnosci
supresorowego biatka p53, sktadaja si¢ na anty-apoptyczne wiasciwosci MT [24,
26]. Metalotioneiny sg rowniez zaangazowane w regeneracje¢ tkanek, m.in. wptywa-
ja na syntez¢ czynnikéw o charakterze przeciwzapalnym oraz czynnikow wzrostu
[8, 24].

Metalotioneiny obok innych swoich dzialan biora réwniez udzial w procesie
karcinogenezy. W wielu typach nowotwordéw wykazano nadekspresje MT, zwig-
zang ze wzmozong progresja choroby i gorszymi rokowaniami. Wykazano m.in.,
ze dla niektoérych nowotworow wysoki poziom MT w guzie wigzat si¢ z wicksza
czgstoscig przerzutow [5, 26, 32]. Wiasciwosci MT sprawiaja, ze ich wzmozona
ekspresja moze by¢ zar6wno czynnikiem sprzyjajacym rozwojowi nowotworu, jak
1 zapobiegajacym nowotworzeniu w poczatkowym stadium rozwoju guza. Nie moz-
na zatem jednoznacznie okresli¢, czy MT maja charakter biatek supresorowych czy
onkogennych (tab. 1). Zmieniona ekspresja MT w komoérkach guza moze by¢ takze
wynikiem szeregu innych zmian zwiagzanych z transformacja nowotworowa [26].

Wzrost ekspresji MT w nowotworach moze by¢ zwigzany z udziatem tych bia-
tek w procesach proliferacji, roznicowania oraz apoptozy komorek guza. Szybkie
tempo podziatow komorek nowotworowych zwigksza zapotrzebowanie na jony
cynku, ktére sg niezbednym kofaktorem wielu czynnikéw transkrypcyjnych i enzy-
moéw, a MT spetniaja role donora tych jondw. Metalotioneiny zlokalizowane w ja-
drze komdrkowym chronig DNA przed dziataniem wolnych rodnikow, co prawdo-
podobnie lezy u podstaw oporno$ci guza na radio- i chemioterapi¢. Ponadto, MT
hamujg takze apoptoze komorek nowotworowych [3, 31].
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TABELA 1. Rola MT w procesie karcinogenezy wg [26]
TABLE 1. The role of MT in carcinogenesis [26]

MT JAKO BIALKA ONKOGENNE MT JAKO BIALKA SUPRESOROWE
Hamowanie aktywnosci transkrypcyjnej p53 Zmiatanie wolnych rodnikow
Stymulacja angiogenezy nowotworowej Dezaktywacja dziatania metali cigzkich
Przeciwdziatanie apoptozie poprzez indukcje Ochrona przed uszkodzeniem DNA wywotanym
ekspresji anty-apoptycznych onkogenow promieniowaniem

(bcl-2, c-myc) oraz hamowanie ekspresji
pro-apoptycznych biatek (kaspaza-1, kaspaza-3)
i uwalniania cytochromu ¢ z mitochondrium

Stymulacja ekspresji czynnikow wzrostu: VEGEF, |Stymulacja wydzielania cytokin przeciwzapal-
FGF, NT, TGFa nych, np. IL-10

Hamowanie wydzielania cytokin prozapalnych:
TNF o, IL-1p3, IL-6

ANGIOGENEZA

Angiogeneza to proces powstawania nowych naczyn krwionosnych na bazie
juz istniejacych, przy czym szczegdlne znaczenie ma on w zyciu pozaplodowym.
Jest istotnym elementem rozwoju i wzrostu nowych tkanek, gojenia si¢ ran, a tak-
ze cyklu menstruacyjnego kobiety [39]. Angiogeneza jest takze zwigzana z wie-
loma schorzeniami. Choroby, w ktérych obserwowany jest nasilony proces an-
giogenezy to m.in. reumatoidalne zapalenie stawow i astma [21]. Z kolei choroba
niedokrwienna serca oraz choroba wrzodowa, to schorzenia zwigzane z obnizong
intensywnoscig angiogenezy [13]. Proces angiogenezy jest wieloetapowy i regulo-
wany przez wiele réznorodnych czynnikdéw o charakterze pro-i anty-angiogennym.
Jednym z istotniejszych bodzcow stymulujacych angiogeneze jest hipoksja, ktora
moze pojawic si¢ w czasie wzrostu 1 rozwoju tkanki, gdy dotychczasowa ilo$¢ tlenu
staje si¢ niewystarczajaca. Rowniez w przypadku powstawania guzow nowotworo-
wych, to hipoksja indukuje tworzenie nowych naczyn krwiono$nych w warunkach
kiedy masa 1 objetos¢ guza przekrocza okreslong wielko$¢ [13]. Gdy guz osiagnie
objeto$¢ 1-2 mm?, jego dalszy wzrost jest ograniczony iloscig tlenu, jaka dociera
na drodze dyfuzji do intensywnie dzielacych sie komorek. Aktywnos¢ prolifera-
cji komoérek nowotworowych pozostaje wowczas w rownowadze z aktywnoscia
procesOw apoptozy i nekrozy. Jesli jednak dojdzie do zachwiania réwnowagi po-
miedzy czynnikami pro- i anty-angiogennymi na korzys¢ tych pierwszych, moze to
skutkowa¢ formowaniem nowych naczyn krwionosnych. W efekcie umozliwia to
dostarczenie odpowiedniej ilosci tlenu i substancji odzywczych komorkom guza,
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co promuje jego dalszy rozwoj, a takze utatwia proces przerzutowania [6]. Etapy
angiogenezy nowotworowej sg bardzo podobne do tych zachodzacych w czasie an-
giogenezy fizjologicznej. W pierwszym etapie dochodzi do rozluznienia potaczen
migdzy komoérkami $rodbtonka, co skutkuje wzrostem jego przepuszczalnosci.
W obrgbie macierzy pozakomoérkowej zaczyna gromadzi¢ si¢ wiele biatek, wydzie-
lanych zaréwno przez komorki srodbtonka, jak iinne komorki, ktore przechodza
przez $ciany rozszczelnionych naczyn krwiono$nych. Sg to miedzy innymi meta-
loproteinazy, ktore odpowiadaja za degradacje btony podstawnej oraz elementow
macierzy, umozliwiajac nastepnie migracje komorek §rodbtonka [39]. Mechanizm
migracji jest oparty na tworzeniu wypustek (filopodiow) w komorkach $rodblon-
ka, umozliwiajacych, na zasadzie chemotaksji, przemieszczanie si¢ ich w strong
wzrastajacego stezenia czynnikow pro-angiogennych. Na tym etapie istotne jest
oddziatywanie integryn, zlokalizowanych na powierzchni komoérek, z elementami
macierzy. Nastepnie dochodzi do proliferacji komoérek $rddbtonka, co w efekcie
sprzyja formowaniu si¢ duzych agregatow komorkowych, ksztattem przypomina-
jacych tuby. W procesie tubulogenezy w obrebie agregatow powstaja pinocytarne
wodniczki, ktore zlewajac si¢ ze soba tworza swiatto naczynia [30]. Ostatni etap
angiogenezy to ,,dojrzewanie” i stabilizacja nowo powstatych naczyn. Wtedy zo-
staje odtworzona blona podstawna i potagczenia migdzykomorkowe, jak réwniez re-
krutowane sg pericyty [39]. Jednym z najistotniejszych szlakow sygnalowych zaan-
gazowanych w proces angiogenezy, to szlak kinazy 3-fosfatydyloinozytolu/kinazy
Akt (PI3K/Akt), zwigzany z odpowiedzig komorki na dziatanie wielu czynnikow
angiogennych. Kinaza Akt pelni wiele waznych funkcji w czasie angiogenezy, m.in.
zapobiega apoptozie w komorkach $rodbtonka, bierze udziat w ich migracji, stabili-
zacji nowych naczyn krwionos$nych, a takze stymuluje uwalnianie tlenku azotu oraz
srodblonkowego czynnika wzrostu (VEGF) [11]. Kazdy etap procesu powstawania
nowego naczynia krwionosnego jest regulowany przez wiele czynnikow. Do naj-
wazniejszych czynnikoéw pro-angiogennych nalezg m.in. VEGF, czynnik wzrostu
fibroblastow (FGF) czy transformujacy czynnik wzrostu  (TGFp) [13]. Wsréd in-
hibitorow angiogenezy znajduja si¢ interferony, interleukiny, tkankowe inhibitory
metaloproteinaz (TIMPs) oraz fragmenty biatek powstate w wyniku proteolitycz-
nego ciecia sktadnikoéw macierzy [9]. Powyzsze czynniki pro- i anty-angiogenne sa
zaangazowane zaro6wno w proces fizjologicznej, jak i nowotworowej angiogenezy.
Zasadnicza roznica migdzy powyzszymi procesami lezy w mechanizmie indukcji
i budowie nowych naczyn. W przypadku guzéw nowotworowych, bodzcem inicju-
jacym angiogeneze jest trwata mutacja w obrebie komorek nowotworowych pro-
wadzaca do zmiany ich fenotypu na angiogenny, czyli tak zwane przejscie angio-
genne (ang. angiogenic switch). Nowotworowe naczynia krwiono$ne maja czesto
chaotyczny przebieg i zwigkszona przepuszczalnosé, gdyz ich btona podstawna nie
jest do konca odtwarzana, a komorki srodbtonka nie przylegaja $cisle do siebie.
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ROLA METALOTIONEIN W ANGIOGENEZIE FIZJOLOGICZNEJ

Badania przeprowadzane na przestrzeni ostatnich lat udowodnity, ze MT pelnia
istotng funkcje w procesie angiogenezy. Wykazano ekspresje MT-1 in vivo w ko-
morkach $rodbtonka naczyn krwiono$nych w trakcie angiogenezy. Skutkiem zaha-
mowania ekspresji MT-I byto ostabienie migracji i proliferacji komorek srodbtonka
oraz formowania nowych naczyn [20]. Inaktywacja genu MT-I/I] u myszy skutko-
wata wydluzonym czasem gojenia si¢ ran, co zwigzane byto z zaburzonym proce-
sem angiogenezy [27]. Z kolei nadekspresja MT-I/II spowodowata przyspieszone
gojenie si¢ ran i obnizong odpowiedz zapalng [8]. Biorgc pod uwage wlasciwosci
MT mozemy probowac okresli¢, jakiego rodzaju funkcje pelnig one w procesie an-
giogenezy. Po pierwsze MT zwigzane sg z regulacja cyklu komorkowego w komor-
kach srodbtonka naczyn, regulujac w ten sposob ich proliferacje, co jest istotnym
etapem procesu angiogenezy. Po drugie, MT ekspresjonowane w réznych komor-
kach, nie tylko w komodrkach §rodbtonka, ale takze w komorkach miesni gtadkich,
makrofagach oraz komoérkach glejowych, wplywaja na syntezg czynnikow pro-
1 anty-angiogennych, w wyniku czego moga modulowa¢ wiasciwosci tych komorek
zwigzane z procesem angiogenezy [8, 38].

Metalotioneiny ulegaja translokacji do jadra komorkowego w czasie podzia-
tow komorki [23]. Spelniaja w jadrze rolg donora jonéw cynku — moga je prze-
kazywa¢ bezposrednio czynnikom transkrypcyjnym, przede wszystkim zawiera-
jacym domenge palca cynkowego. Sa to miedzy innymi czynnik Spl, TFIIA oraz
receptory estrogenowe. MT dostarczaja jonow cynku rowniez enzymom zaan-
gazowanym w napraw¢ DNA. Wykazano takze, ze MT moga wptywa¢ na cykl
komoérkowy poprzez aktywacje cykliny D [2]. Ich rolg w jadrze jest takze dezak-
tywacja wolnych rodnikéw, ktore moga by¢ generowane w czasie hipoksji i pro-
wadzg do uszkodzen DNA oraz innych elementéw komorki, istotnych w czasie
podzialow [33].

Wzrost ekspresji MT jest zwigzany z nadekspresja innych czynnikéw zaan-
gazowanych w proces angiogenezy. Dotychczasowe badania skupiaty si¢ przede
wszystkim na relacji miedzy MT a czynnikiem transkrypcyjnym indukowanym hi-
poksja (HIF-1), ktory jest glownym regulatorem VEGF, najwazniejszego czynnika
pro-angiogennego. Czynnik HIF-1 to heterodimer sktadajacy si¢ z dwoch podjed-
nostek: HIF-1a i HIF-1P. Stezenie podjednostki HIF-1p utrzymuje si¢ na statym
poziomie w komorce, podczas gdy stezenie podjednostki HIF-1a jest regulowa-
ne przez poziom tlenu w komorce. W normalnym warunkach HIF-1a jest szybko
degradowany na drodze poliubikwitynacji w proteasomie. W przypadku hipoksji
jest stabilizowany, tworzy kompleks z HIF-1B i w jadrze komérkowym indukuje
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ekspresje okreslonych genow, zwigzanych z odpowiedzia komorki na hipoksje,
jak rowniez bioracych udziat w procesie angiogenezy. Czynnik HIF-1a moze by¢
rowniez stabilizowany przy normalnym dostepie tlenu na drodze aktywacji $cie-
zek sygnatowych PI3K/Akt oraz kinazy ERK (ang. Extracellular signal-Regulated
Kinase) [16]. Wykazano, ze hipoksja stymuluje ekspresje MT-1/11, ktore nastepnie
stabilizujg czynnik HIF-lo. Wzmozona ekspresja MT-1II wraz z podwyzszonym
poziomem czynnika HIF-1a byta obserwowana w komorkach tkanki tluszczowe;j
pod wptywem hipoksji [36]. Podobnie w nerce, w warunkach hipoksji, zaobserwo-
wano wzrost ekspresji MT skorelowany ze wzrostem poziomu HIF-1a. Poniewaz
jednoczesnie nie wykazano wzrostu poziomu ekspresji mRNA HIF-1a, stwierdzo-
no, ze MT mogg wptywac przede wszystkim na stabilizacj¢ biatka HIF-1a, nie za$
na jego ekspresj¢ na poziomie transkrypcji [17]. Wykazano takze, ze w przypadku
hiperglikemii w migs$niu sercowym MT stabilizujg czynnik HIF-1a, ktéry stymulu-
je ekspresje VEGF. Hiperglikemia przyczynia si¢ do akumulacji wolnych rodnikow
w komorkach migsnia sercowego, co powoduje destabilizacje czynnika HIF-1a.
Przeprowadzono badania, podczas ktorych w kardiomiocytach in vitro indukowano
hipoksje, a nastepnie poddawano je dziataniu wysokiego stezenia glukozy.

Jedynie w komorkach nadekspresjonujacych MT-I poziom VEGF nie zmieniat
si¢ w warunkach hiperglikemii. Mechanizm stabilizacji HIF-1o moze by¢ oparty na
antyoksydacyjnych wtasciwosciach MT, ktére zmiataja wolne rodniki [7]. W ten
sposob MT sprzyjaja utrzymaniu srodowiska redukujacego w komorce, ktore z ko-
lei sprzyja stabilizacji czynnika HIF-la [34]. Kolejne badania przeprowadzone
in vivo z wykorzystaniem transgenicznych myszy wykazaty, ze nadekspresja MT
zwicksza poziom mRNA czynnika HIF-1a w sercach myszy w warunkach hipergli-
kemii. Ponadto MT stymuluja transport czynnika HIF-1a do jadra komorkowego,
ktory w przypadku komorek niewykazujacych nadekspresji MT jest znaczaco ha-
mowany w wyniku hiperglikemii. Sugeruje to, iz MT moga wplywac na aktywacje
HIF-1a takze poprzez zwigkszanie jego transportu do jadra, gdzie tworzy on aktyw-
ny heterodimer z podjednostka HIF-1p [37]. W przypadku komorek nerki oraz ko-
morek $rodbtonka centralnego uktadu nerwowego (CUN) wykazano, ze MT moga
stabilizowa¢ HIF-1a aktywujac szlaki sygnatowe PI3K/Akt i kinazy ERK. Sa one
zwigzane z regulacja procesu translacji mRNA HIF-1a. Do inicjacji tego procesu
niezbedne jest oddzialywanie jednego z czynnikow translacyjnych (ang. eukariotic
translation initiation factor 4E1, elF4E1) z koncem 5’ mRNA. Inicjacj¢ translacji
moze jednak hamowa¢ kompleks biatek o nazwie 4E-BP1 (ang. 4F Binding Protein
1), ktory wiaze si¢ z czynnikiem translacyjnym elF4E1 i hamuje jego aktywno$c¢.
Kinaza ERK oraz kinaza mTOR szlaku PI3K/Akt mogg poprzez fosforylacj¢ repre-
sora 4E-BP1 blokowa¢ jego oddzialywanie z czynnikiem translacyjnym elF4EI,
tym samym umozliwiajac inicjacje translacji mRNA czynnika HIF-1a. Ponadto, ki-
naza mTOR moze aktywowac¢ kinaze¢ rybosomalng S6 (S6K), ktorej rola jest fosfo-
rylacja czynnika elF4E1, co dodatkowo promuje inicjacje translacji HIF-1a (ryc.1).
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RYCINA 1. Wptyw MT na stabilizacje HIF-1a [40].

Dwa szlaki sygnatowe w komorce, ktore moga by¢ stymulowane przez MT, to szlak kinazy ERK
(inaczej zwanej kinaza MAP — ang. Mitogen Activated Protein) oraz szlak PI3K/Akt. Z pierwszym
szlakiem zwigzana jest mata monomeryczna GTPaza — Ras. Aktywowane przez wymian¢ GDP na
GTP biatko Ras przekazuje sygnat dalej pobudzajac kinazg serynowo-treoninowa MEK. Kinaza MEK
(ang. ERK activator Kinase) fosforyluje kinaz¢ ERK. Poza fosforylowaniem represora 4E-BP1, kinaza
ERK moze takze aktywowac kinazg MNK, ktora fosforyluje czynnik translacyjny eIF4E1. Receptory
kinazy tyrozynowej (RTK) sa pobudzane przez czynniki wzrostu. Kinaza PI3 przeksztatca fosfaty-
dyloinozytolo-4,5-bifosforan (PIP2) w blonie w fosfatydyloinozytolo-3,4,5-trifosforan (PIP3). PIP3
jest zwiazany z aktywacja kinazy Akt, ktora z kolei fosforyluje kinazg mTOR. Fosforylacja represora
4E-BP1 przez kinaz¢ mTOR zmniejsza jego powinowactwo do czynnika el[F4E1. Kinaza mTOR moze
rowniez fosforylowaé kinazg rybosomalng S6 (S6K) [16, 14, 18, 19].

FIGURE 1. MT can stabilize HIF-1a [own modification 40].

There are two signaling pathways that can be activated by MT: ERK pathway and PI3K/Akt pathway.
Ras- small monomeric GTPase- is involved in ERK pathway. It is activated by GDP-GTP exchange
and next activates MEK kinase. MEK kinase (ERK activator kinase) activates by phosphorylation
ERK kinase. ERK kinase phosphorylates 4E-BP1 as well as MNK kinases, that stimulates translation
factor eIF4E1. Receptor tyrosine kinases (RTK) are activated by growth factors. PI3 kinase transforms
PIP2 on the membrane to PIP3. PIP3 is connected with stimulation of Akt kinase, that in turn phos-
phorylates mTOR kinase. Phosphorylation of protein repressor 4E-BP1 by mTOR kinases inhibits its
activity. mTOR kinase can also activate ribosomal protein S6 kinase (S6K) [16, 14, 18]

W komorkach $rodblonka moézgu MT-III indukuje fosforylacje kinazy ERK
oraz kinazy Akt, aktywujac oba szlaki sygnatowe [15]. W przypadku komorek
nerki wykazano, ze MT-I/II aktywuje kinaz¢ mTOR, niezaleznie od $ciezki PI3K/
Akt oraz moze takze aktywowac kinaze ERK, ktora z kolei pobudza kinazg mTOR,
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w ten sposob aktywujac szlak PI3K/Akt na jego dalszym etapie [17]. Zatem MT
aktywujac powyzsze szlaki sygnalowe wplywaja na stabilizacje czynnika HIF-1a
w komorce poprzez pobudzanie procesu translacji jego mRNA.

Kinaza Akt petni istotng funkcj¢ w procesie angiogenezy, przekazujac sygnaty za-
lezne od dziatania réznych cytokin i czynnikow pro-angiogennych, przede wszystkim
VEGF ale takze bFGF, HGF (czynnik wzrostu hepatocytow), Ang-1 (angiopoetyna-1)
oraz IGF (insulinopodobny czynnik wzrostu) [ 11, 14]. Zatem metalotioneiny, aktywu-
jac szlak PI3K/Akt, mogg przyczyniac si¢ nie tylko do stabilizacji HIF-1a, ale réwniez
do wzmozonej ekspresji innych czynnikdw zaangazowanych w proces angiogenezy.

ROLA METALOTIONEIN W ANGIOGENEZIE NOWOTWOROWEJ

Ekspresja MT w komoérkach nowotworowych oraz w mikrosrodowisku guza,
a takze wiedza o ich wiasciwosciach iroli w procesie angiogenezy fizjologiczne;j
sugeruja, ze biatka te moga mie¢ znaczacy wplyw na przebieg nowotworowej an-
giogenezy. Indukowanie tworzenia naczyn w obrgbie nowotworu jest jedng z cech,
ktore pozwalajg zaklasyfikowaé¢ MT jako czynniki onkogenne. Unaczynienie guza
jest bowiem konieczne do jego wzrostu oraz progresji.

Czynnik transkrypcyjny HIF-1 jest zwigzany z ekspresja wielu gendw, ktore
zaangazowane sa w procesy karcinogenezy oraz przerzutowania. Podwyzszony po-
ziom HIF-1a wigze si¢ czesto z gorszymi rokowaniami dla pacjenta oraz zwiek-
szong oporno$cia na terapie przeciwnowotworowe. Czynnik HIF-la jest §cisle
zwigzany z procesami powstawania nowych naczyn krwionosnych w obrebie guza,
podobnie jak MT [29]. Zaleznosci obserwowane pomi¢dzy MT a czynnikiem HI-
F-1a w tkankach prawidtowych sugeruja, ze podobny zwigzek moze wystgpowaé
w komorkach nowotworowych. Zmieniona ekspresja MT, charakteryzujaca guzy
nowotworowe, moze by¢ zwigzana ze zwigkszonym poziomem czynnika HIF-1a
w komorkach nowotworowych. Zwigzek pomigdzy ekspresja MT a poziomem HIF
-1o moze by¢ zatem kluczowym mechanizmem, w jaki MT reguluja proces angio-
genezy nowotworowej. Metalotioneiny stabilizuja HIF-1a, przez co zwigksza sig¢
jego aktywnos$¢ transkrypcyjna [17]. Ponadto wykazano, ze HIF-1a moze stymulo-
wac ekspresje MT w komorkach nowotworowych. Czynnik HIF-1a prawdopodob-
nie petni funkcj¢ koaktywatora i oddziatuje z podstawowym czynnikiem transkryp-
cyjnym genow MT zaleznym od jonow metali (ang. Metal Transciption Factor,
MTF) w warunkach hipoksji [4, 22]. By¢ moze jest to mechanizm oparty o dodatnie
sprzgzenie zwrotne, kiedy to MT stabilizuja czynnik HIF-1a, ktory z kolei aktywuje
w jadrze komdrkowym ekspresje MT. Ostatnie badania wykazaly jednak, ze zalez-
no$ci pomiedzy MT a czynnikiem HIF-1a moga by¢ specyficzne dla réznych tka-
nek. Dodatnie sprzgzenie miedzy ekspresja powyzszych biatek zaobserwowano dla
nerki i kardiomiocytow, ale w przypadku komorek nabtonka jelita wykazano od-
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wrotng korelacje [4, 7, 17]. Czynnik HIF-1a, stabilizowany w warunkach hipoksji,
prowadzit do obnizenia poziomu MT w komorkach nabtonka jelita. Z kolei nadeks-
presja MT ostabiata stabilizacje czynnika HIF-1a [18]. By¢ moze ujemne sprze-
zenie zwrotne migdzy MT a czynnikiem HIF-1a w komoérkach nablonka jelit jest
zwigzane z obnizong ekspresja MT obserwowana w przypadku raka jelita grubego
[26]. Zdecydowang wigkszo$¢ nowotworéw cechuje podwyzszony poziom MT,
jednak w przypadku niektorych guzéw ekspresja MT jest obnizona. Poza rakiem
jelita grubego sa to takze nowotwory centralnego uktadu nerwowego, watroby, rak
zotadka oraz tarczycy [5, 26]. Co istotne, w obu przypadkach zaréwno zwigkszona,
jak i zmniejszona ekspresja MT jest czesto zwigzana z gorszymi rokowaniami oraz
mniejsza skuteczno$cia chemio- i radioterapii. Wyniki badan dotyczacych zalezno-
sci miedzy MT a HIF-1a sugerujg, ze moga by¢ one specyficzne dla danych tkanek
1 by¢ moze stad wynikajg réznice w ekspresji MT w nowotworach rozwijajacych
si¢ w obrebie konkretnych narzadow.

W przypadku komorek raka ptaskonablonkowego jamy ustnej wykazano do-
datnig korelacj¢ pomiedzy ekspresja kinazy Akt i MT [28]. W wielu nowotworach
obserwowana jest nadekspresja kinazy Akt i nasilona aktywnos¢ szlakow sygna-
lowych, w ktorych bierze ona udziat [18]. Ma to istotne znaczenie dla procesu an-
giogenezy nowotworowej, gdyz podobnie jak w czasie fizjologicznej angiogenezy,
kinaza Akt odgrywa wazna role w inicjacji i przebiegu calego procesu powstawania
nowych naczyn krwionosnych [11, 14]. Wykazano, ze kinaza Akt pobudza synteze
VEGF w komoérkach nowotworowych. Czynnik VEGF jest nastgpnie wydzielany
poza komorke i moze aktywowac kinaze Akt zarowno w sgsiednich komorkach no-
wotworowych, jak i w komorkach $rodbtonka. Aktywowana kinaza Akt pobudza
ekspresje kolejnych czynnikdéw pro-angiogennych oraz wptywa na migracje komo-
rek srodblonka [14]. Wykazano, ze kinaza Akt moze hamowac synteze E-kadheryn,
biatek odpowiedzialnych za przyleganie do siebie komorek srodbtonka, jak rowniez
stymulowac¢ ekspresj¢ metaloproteinaz macierzy [18]. Opisane wczesniej doswiad-
czenia potwierdzaja, ze w okreslonych tkankach MT aktywuja kinaze Akt, mTOR
1 ERK. Wiadomo takze, ze kinazy mTOR/ERK moga bra¢ udziat w aktywacji kina-
zy Akt. Z kolei kinaza Akt jest $ci§le zwiazana z regulacjg procesu angiogenezy. Za-
obserwowany zwiagzek migedzy wzmozong ekspresja MT w komorkach nowotworo-
wych i zwigkszong aktywnoscia kinazy Akt moze sugerowaé, ze MT maja istotny
udziat w regulacji Akt i rbwniez w ten sposoéb moga indukowac proces angiogenezy
nowotworowej. Rola MT w procesie angiogenezy nowotworowej nie ogranicza si¢
wylacznie do aktywowania szlaku kinazy Akt i posrednio w ten sposob do stymu-
lowania ekspresji okreslonych czynnikow wzrostu. Metalotioneiny moga réwniez
pobudza¢ ekspresje metaloproteinaz [14]. W przypadku komoérek raka gruczohlu
piersiowego zaobserwowano, ze nadekspresja izoformy MT-IIA stymuluje ekspre-
sje metaloproteinazy 9 macierzy (MMP-9). Bierze ona udziat w degradacji blony
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podstawnej, co jest koniecznym etapem w procesie tworzenia nowych naczyn krwio-
nos$nych w otoczeniu guza [25]. Ponadto MT wplywaja takze na ekspresje czynnika
transkrypcyjnego c-myc [26]. Biatko to reguluje przebieg cyklu komorkowego, pro-
cesy roznicowania i apoptozy oraz kontroluje ekspresj¢ zwigzanego z angiogeneza
VEGEF oraz integryn, ktore odpowiadaja za adhezje komorek i ich zdolnos¢ do migra-
cji, co jest istotne w czasie angiogenezy. Wykazano ponadto, ze zahamowanie eks-
presji MT-I/II pociagga za soba spadek ekspresji czynnika c-myc w komorkach guza
prostaty i jajnikow [26]

PODSUMOWANIE

Angiogeneza jest kluczowym procesem w czasie gojenia si¢ ran i rozwoju wie-
lu choréb, w tym choroby nowotworowej. W latach 70’ chirurg J. Folkman wysunat
jako pierwszy hipotezg, ze zahamowanie formowania nowej sieci naczyn krwiono-
$nych moze zatrzymac rozwoj guza, a nawet doprowadzi¢ do jego regresji. Od tego
czasu wiele badan skupito si¢ na doglebnym poznaniu procesu angiogenezy i wy-
korzystaniu zdobytej wiedzy w terapii anty-nowotworowej [6]. Zastosowanie le-
kow dziatajacych jako inhibitory czynnikdéw pro-angiogennych jest obecnie czgsta
forma terapii wspomagajacej chemio- i/lub radioterapi¢ [6]. Jednak ostatnie badania
wykazaly rowniez, ze stosowanie lekow anty-angiogennych moze przyczyniac¢ si¢
do progresji nowotworowej [25]. Odkrycie roli, jaka petnia metalotioneiny zarowno
w procesie angiogenezy fizjologicznej, jak i nowotworowej stwarza szans¢ opra-
cowanie nowych terapii. Metalotioneiny stymulujg angiogenezg przede wszystkim
dziatajac jako donory jonéw cynku w czasie podzialdéw komorek §rodblonka oraz
poprzez aktywacje szlakow sygnatowych zwigzanych z kinazg Akt, ktéora wptywa
na stabilizacje czynnika HIF-1a i ekspresje wielu czynnikow angiogennych. Wiado-
mo rowniez, ze nadekspresja MT zapewnia zwigkszong oporno$¢ komoérek nowo-
tworowych na dziatanie cytostatykow i promieniowania jonizujacego, m.in. dzieki
swoim wlasciwos$ciom antyoksydacyjnym [26]. Ograniczenie lub wrgcz zahamo-
wanie syntezy MT w komoérkach okreslonych nowotworow mogloby przyniesé
wieksza skutecznos¢ radio- i chemioterapii oraz by¢ moze zahamowanie procesu
angiogenezy, ktory sprzyja progresji guza i przerzutowaniu. Istotne jest jednak, aby
znalez¢ taka metode¢ obnizenia ekspresji MT w komorkach nowotworowych, by
jednoczesnie utrzymacé stezenie MT na odpowiednim poziomie w tkankach wokot
guza oraz innych tkankach prawidtowych. W przypadku niektérych nowotworow
zaobserwowano bowiem prawie 15-krotnie wigksza ekspresj¢ MT w tkankach wo-
kot nowotworu, niz w komorkach samego guza [12]. Prawdopodobnie jest to zwig-
zane z obronng odpowiedzig organizmu wobec rozwijajacego si¢ nowotworu [26].
Idealnym rozwigzaniem bytoby zatem znalezienie sposobu na selektywng regula-
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cje ekspresji MT — obnizong w komoérkach guza, a nie zmieniong lub zwigkszona
w sasiednich tkankach, co chronitoby je przed skutkami ubocznymi chemio- i ra-
dioterapii. Jak dotad jedyna zaproponowang metoda byto wykorzystanie bizmu-
tu, ktory indukowat ekspresje MT-I/II tylko w tkankach nienowotworowych, nie
wplywajac w ogole na poziom MT w komorkach guza [24]. Jednak wykorzystanie
wiedzy o roli MT w procesie angiogenezy w terapii anty-nowotworowej wciaz
wymaga wielu badan, ktére pozwolityby na doglebne poznanie mechanizméw
dziatania MT w komorce w czasie angiogenezy.
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