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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Tesmina (Testis-specific metallothionein-like protein - biatko podobne do metalotionein swoiste
dla jader) po raz pierwszy opisano w spermatocytach podczas podzialu mejotycznego w jadrach
myszy. Ekspresja tesminy byta réwniez stwierdzana w komérkach somatycznych réznych narzadéw.
Oprécz sugerowanej funkgji regulacji podziatu mejotycznego komérek germinalnych, dzieki dome-
nom bogatym w cysteine, tesmina moze wigza¢ jony metali ciezkich. Biatko to petni réwniez funkcje
koaktywatora jadrowego receptora mineralokortykosteroidéw, przez co moze wptywad na ekspresje
wielu innych genéw. Tesmina moze potencjalnie petnic role réwniez w stanach chorobowych, takich
jak: przewlekta obturacyjna choroba pluc, osteoporoza, encefalopatia AIDS, a takze w chorobach
nowotworowych, takich jak: ostra biataczka limfoblastyczna, rak stercza czy niedrobnokomérkowy
rak pluc. Doniesienia na temat wielokierunkowej roli tesminy w réznych procesach chorobowych
sugeruja, iz moze to by¢ wazny kierunek dalszych badan.
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Summary

Tesmin (Testis-specific metallothionein-like protein) was for the first time observed during
meiotic division of spermatocytes in mouse testis. Expression of tesmin was also found in
somatic cells of various organs. It is suggested that tesmin regulates the meiotic division of
germ cells while the cysteine-rich domains in tesmin structure allow to bind heavy metal
ions. In addition, this protein acts as a co-activator of the nuclear mineralocorticoid recep-
tor, which may affect the expression of many other genes. Tesmin could also potentially play
a role in human disease such as: chronic obstructive pulmonary disease, osteoporosis, AIDS
encephalopathy, as well as neoplasms: acute lymphoblastic leukemia, prostate cancer or non-
small cell lung cancer. The role of this protein in various pathological processes suggests that
tesmin could be an interesting direction for further research.
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WSTEP

Biatka mogace wigzaé jony metali ciezkich sg wazna
dla przezycia komérek grupa molekut. Ich zdolno$¢ do
zapobiegania skutkom stresu oksydacyjnego, wywoty-
wanego duzym stezeniem metali ciezkich, takich jak:
cynk, kadm czy otéw promuje przezycie komdrek, co
jest zjawiskiem pozytywnym [2]. Niestety mechanizmy
te sg zachowane, a nawet nasilone réwniez w stanach
patologicznych, takich jak m.in. choroby nowotworowe,
a biatka odpowiedzialne za metabolizm metali ciezkich,
wystepujace w komdrkach nowotworowych w nadmia-
rze, wplywaja na ich przezycie, zmniejszajac skutecznos¢
chemioterapii czy radioterapii (dziatajacych cytotok-
sycznie w zwigzku z wytwarzaniem wolnych rodni-
kéw) [3]. Biatka takie, takze przez wigzanie sie z jonami
cynku, moga posrednio regulowaé aktywno$¢ czynnikéw
transkrypcyjnych zaleznych od tego metalu (np. zawie-
rajacych domene ,,palcéw cynkowych”) i w ten sposdb
regulowa’ ekspresje genéw lub aktywnos$é enzyméw,
wymagajacych w swoim centrum aktywnym obecnosci
kofaktora w postaci jonéw cynku [8]. Biatkami majgcymi
takie zdolno$ci jest rodzina biatek o nazwie metalotio-
neiny (MTs, metallothioneins), a takze tesmina (tesmin,
testis-specific metallothionein-like protein) - stosun-
kowo niedawno odkryte ,,biatko podobne do metalotio-
nein” (MTL5, metallothionein-like 5 protein) [18].

STRUKTURA, PODOBIENSTWO | ROZNICE Z RODZINA
METALOTIONEIN

Tesmina jest biatkiem wystepujacym konserwatywnie
u wszystkich eukariotéw. U cztowieka jest kodowane
przez gen w loci 11q13.3 i sktada sie z 9 egzondéw [19].
Region ten koduje biatko zbudowane z 508 amino-
kwaséw o masie czasteczkowej okoto 55 kDa - wyka-
zujgce gtéwng aktywno$¢ biologiczng. Jako produkty
alternatywnego sktadania (splicing) zidentyfikowano
ponadto dwie krétsze izoformy, réznigce sie C-kon-
cem od najdtuzszej izoformy (dtugo$ci 306 aminokwa-
séw o masie 32,3 kDa oraz dlugosci 251 aminokwaséw
o masie 26,73 kDa), jednak nie przypisuje sie im obec-
nie zadnej istotnej funkgcji [22]. Wéréd domen buduja-
cych to biatko, na uwage zastuguja dwie domeny bogate
w cysteine zawierajgce trzy kopie sekwencji cysteina-
-X-cysteina (tesmin/TSO1-like CXC domain, tesmin/

TSO1-like cystein-rich domain), ktérych reszty sul-
thydrylowe pozwalajg tesminie na przytaczanie jonéw
metali ciezkich, a takze na przylgczanie sie do DNA (Ryc.
1). Domeny te s3g umiejscowione miedzy aminokwasami
305-331 oraz 365-406 w sekwencji peptydu tesminy [22].
Obecno$é reszt cysteinowych dato podstawe do zalicza-
nia tesminy do rodziny metalotionein (MTs) - biatek
o funkcji wigzania jonéw metali ciezkich. Mimo podo-
biefistw miedzy MTs a tesmina, wystepuja réwniez mie-
dzy nimi wyraZne réznice (Tabela 1). MTs sg biatkami
o niskiej masie czasteczkowej, natomiast tesmina cha-
rakteryzuje sie prawie dziesieciokrotnie wiekszg masg
czgsteczkowa. Geny obu bialek wystepuja w innych loci,
majg réwniez rézna liczbe egzondw. W przeciwieristwie
do MTs w strukturze tesminy mozna stwierdzi¢ obec-
no$é aminokwaséw aromatycznych [3, 5, 19]. R4zni te
biatka réwniez obecno$¢ w przypadku MTs regionéw
promotorowych: kasety TATA oraz regionéw promo-
torowych zaleznych od obecnosci jonédw metali [19].
Réznice te sa podstawa raczej do wylaczenia tesminy
zrodziny MTs, mimo ich funkcjonalnego podobienistwa.
Jednak podobnie jak metalotioneiny - tesmina réwniez
nie wykazuje aktywnosci enzymatyczne;j.

FUNKCJE TESMINY

Wystepowanie tesminy stwierdzono w wielu gatunkach
ro$lin oraz komdrkach zwierzecych. Po raz pierwszy
zostata opisana w tkance jader myszy w 8 dniu rozwoju
postnatalnego i byta zwigzana z wej$ciem komérek ger-
minalnych w fazy podziatu mejotycznego [18]. Potwier-
dzaja to inni autorzy, ktérzy zanotowali pojawianie sie
ekspresji tesminy w profazie I podziatu mejotycznego,
podczas podziatéw meskich i zetiskich komérek ger-
minalnych szczuréw [14]. Dlatego wysunieto hipoteze
o mozliwym wykorzystywaniu tesminy jako markera
réznicujacych sie komérek germinalnych. Co wie-
cej, biatko to wystepuje gtéwnie w cytoplazmie sper-
matocytéw i przemieszcza sie do jadra komérkowego
w fazach G2 i M podziatu mejotycznego, co moze §wiad-
czy¢ o roli tesminy w regulacji ekspresji innych genéw
odpowiedzialnych za proces spermatogenezy [11, 19].
Natomiast brak wystepowania ekspresji tesminy w zor-
ganizowanych chromosomach w czasie podziatu mejo-
tycznego moze $wiadczyé o tym, iz biatko to nie jest
trwale zwigzane z chromatyna [19].

763



® Postepy Hig Med Dosw (online), 2019; tom 73: 762-767

Ryc. 1. Model struktury trzeciorzedowej tesminy (A). W sekwencji tesminy mozna wyrdzni¢ dwa regiony o niskiej ztozonosci (LCR, low complexity regions)
miedzy 2-14 oraz 85-96 aminokwasami (zaznaczone na ryc. kolorem rézowym), natomiast miedzy 305-331 oraz 365-406 aminokwasami znajduja sie domeny CXC

zawierajace motywy bogate w cysteine (B) [17, 20]

Podwyzszona, jadrowa ekspresja tesminy moze by¢
réwniez odpowiedzig na stres zwigzany z obecno-
$cia wysokich stezen jonéw metali ciezkich. W bada-
niach in vitro zaobserwowano pojawienie sie ekspresji
tesminy po doswiadczalnym stymulowaniu hodowli
komérek COS-1 (linia fibroblastéw pozyskanych z nerki
malpy z gatunku kotawiec jasnonogi) za pomoca
chlorku kadmu, a takze chlorku cynku [11]. Obser-
wacje potwierdzono w eksperymencie in vivo metoda
immunohistochemiczng oraz immunofluorescen-
cyjna, stwierdzajac umiejscowienie ekspresji tesminy
w jadrach myszy, ktérym wczeéniej podawano dozylnie
roztwdr kadmu [11]. Zmiana umiejscowienia tesminy
z cytoplazmatycznej na jadrowa pod wptywem roz-
tworu jonédw kadmu korelowata z pojawieniem sie cech
apoptozy w komérkach jader myszy [11]. Podobne
zjawisko odnotowane u szczurdéw, u ktérych réwniez

Tabela 1. Podobieristwa i réznice miedzy tesming i metalotioneinami

wzrastala ekspresja tesminy zaréwno w cytoplazmie,
jakijadrze komérkowym spermatogonii pod wptywem
suplementacji cynku [10].

Inni autorzy zaobserwowali ekspresje genu MTL5 (kodu-
jacego tesmine) na poziomie mRNA w jadrach oraz jaj-
nikach mysich embrionéw. Zaobserwowano ja réwniez
w: nerkach, mézgu, watrobie oraz sercu mysich embrio-
ndw, a takze dojrzatej tkance miesniowej serca. Moze to
$wiadczy¢ o tym, ze biatko to nie jest swoiste wyltacznie
dla komérek germinalnych [14, 16].

Uwaza sie réwniez, ze tesmina moze by¢ koaktywato-
rem jadrowego receptora mineralokortykosteroidéw,
ktéry jest czynnikiem transkrypcyjnym zaleznym od
obecnosci ligandéw - aldosteronu, kortyzolu oraz deok-
sykortykosteronu [16]. Ekspresja receptora mineralo-

Cechy Tesmina Metalotioneiny
Liczba znanych izoform |-V
Masa czasteczki 27;32i55kDa 6-7 kDa
Locus genu 11q13.3 16q13
Liczba egzonéw 3
Aminokwasy aromatyczne obecne nieobecne
Region promotora wyspy (pG zalezny od obecnosci jonéw metali, kaseta TATA
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kortykosteroidéw jest potwierdzona przede wszystkim
w komérkach nabtonkowych, jednak wystepuje réw-
niez w innych tkankach - m.in. uktadu rozrodczego [12].
Obecno$¢ tesminy wptywa na odpowiedz biologiczna
potaczenia aldosteronu oraz deoksykortykosteronu
z receptorem mineralokortykosteroidéw. Jednak takiej
wtlasciwo$ci tesminy nie stwierdzono w przypadku
kortyzolu, ktéry fizjologicznie ma réwniez niewielka
aktywno$¢ mineralokortykosteroidowa i powinowac-
two do receptora mineralokortykosteroidéw [16]. Obec-
nos¢ tesminy mogtaby ttumaczy¢ poérednie, wybidrcze
wzmacnianie biologicznego dziatania aldosteronu przez
regulacje ekspresji genéw efektorowych po potaczeniu
sie aldosteronu ze swoim receptorem. Taka aktywnos$¢
tesminy moze $wiadczy¢ o jej znacznie wazniejszej roli
(niezwigzanej wylgcznie z podzialami mejotycznymi),
przez jej wplyw na aktywno$é czynnikéw transkryp-
cyjnych i ekspresje innych genéw. Obserwowana przy
nadmiarze jonéw cynku nadekspresja tesminy i jej
translokacja do jadra komdrkowego, w pojawiajacych
sie doniesieniach na temat wplywu zaburzen home-
ostazy cynku na aktywno$¢ receptora mineralokorty-
skoreoidéw (m.in. w niewydolnosci serca), mogtaby by¢
istotng hipoteza ttumaczgcg wspdlna role cynku i aldo-
steronu w réznych procesach patologicznych [16, 21].

TESMINA W PATOGENEZIE CHOROB CZEOWIEKA

W dojrzatym organizmie cztowieka ekspresja tesminy
poza gonadami wystepuje $§ladowo. Obecne sg jednak
pojedyncze doniesienia na temat potencjalnej roli MTL5
oraz tesminy w réznych stanach patologicznych.

Tesmina moze wptywaé na rozwédj objawédw neurolo-
gicznych, bedacych nastepstwem infekcji ludzkim wiru-
sem nabytego niedoboru odpornosci typu 1 (HIV-1,
human immunodeficiency virus type 1). W badaniach
in vitro przeprowadzonych na linii komdérkowej astro-
cytéw inkubowanych z zewnatrzkomérkowym bial-
kiem R wirusa HIV-1 (Vpr, viral protein R) wykazano
spadek ekspresji mRNA cze$ci gendéw odpowiedzial-
nych za odpowiedZ komérkowa na stres oksydacyjny
- m.in. MTL5 [4]. Autorzy sugeruja, ze moze to zmniej-
szaé potencjal proliferacyjny astrocytéw podczas wire-
mii HIV oraz wptywa¢ na zaburzenia funkcji neuronéw
o$rodkowego uktadu nerwowego, az do rozwoju zespotu
otepiennego - tzw. encefalopatii AIDS (AIDS, acquired
immunodeficiency syndrome) [4].

Locus genu MTL5 znajduje sie w obszarze ludzkiego
genomu na chromosomie 11q, w ktérym wystepuje kilka
tzw. polimorfizméw pojedynczego nukleotydu (SNP,
single nucleotide polimorphism). Z powodu mutacji
punktowych, bedacych istota SNP, w genie MTL5 moga
powstawac allele kodujace warianty tesminy réznigce
sie pojedynczym aminokwasem w swojej strukturze. Od
niedawna przedmiotem metaanaliz staja sie bazy danych
z okre$lonym petlnym genomem réznych grup pacjen-
téw. Dotad w takich badaniach asocjacyjnych catego
genomu (GWAS, genome wide association study) opisano

kilka stanéw patologicznych $cile zwigzanych z SNP
i rzadkimi wariantami alleléw genéw zakodowanych na
chromosomie 11q (tym samym, na ktérym lezy MTL5).

Obecno$¢ tzw. ,,rzadszego allelu” (MAF, minor allele fre-
quency) MTL5, wigzala sie z wiekszym ryzykiem zacho-
rowalno$ci na niektére choroby (Tabela 2) [1, 9, 13, 15].
I tak w przypadku przewlektej obturacyjnej choroby ptuc
(POChP) wytypowano rzadki allel MTL5 rs146043252,
wywolujacy mutacje zmiany sensu i zamiane amino-
kwasu cysteiny na arginine w pozycji 397 w sekwen-
cji aminokwasowej biatka. Allel ten wystepuje czesciej
w grupie pacjentéw, ktérzy choruja na POChP [13]. Nie-
stety nie wykonano eksperymentéw in vivo potwier-
dzajacych te obserwacje. Podobnie, badania wykonane
wéréd kobiet po menopauzie wykazaly, ze ekspresja
genu MTL5 w limfocytach B istotnie réznita sie w gru-
pie pacjentek z obnizong i prawidlowa masg kostna,
okreslang parametrem gestos$ci mineralnej ko$ci bada-
nym metoda densytometryczng (BMD, bone mineral
denstisity) [9]. Bylo to zwigzane z obecno$cig wariantu
chromosomu 11 z allelem rs3736228, wplywajgcego
poérednio na ekspresje MTL5. Wariant rs3736228 koduje
gen LRP5 kodujgcy biatko zwigzane z receptorem lipo-
protein o matej gestosci 5 (LRP5, low-density lipoprotein
receptor-related protein 5), o locus 11q13.2, bezpo$red-
nio sgsiadujacy z MTL5 (o locus 11q13.3) [9].

Allel MTL5 oznaczony numerem rs12365708, wystepu-
jacy u matki, moze sie wigzaé z umiarkowanie zwiek-
szonym ryzykiem zachorowania na ostra biataczke
limfoblastyczna u jej dzieci (ALL, acute limphoblastic
leukemia) [1]. Ten allel MTL5 koduje biatko, w ktérym
wystepuje mutacja zmiany sensu (powodujaca zamiane
cysteiny na arginine w pozycji 223 sekwencji polipep-
tydowej biatka) i wptywa na upo$ledzenie funkcji biatka
tesminy. O udziale tesminy w patogenezie ostrej bia-
taczki limfoblastycznej moze $wiadczy¢ to, ze w kilku
liniach komérkowych biataczek wykrywano ekspresje
genéw zwiazanych z receptorem mineralokortykostero-
idowym oraz btonowym kanatem sodowym - charakte-
rystycznych wytgcznie dla komérek nabtonkowych [1].
Tesmina, bedgc modyfikatorem ekspresji genéw akty-
wowanych przez potaczenie aldosteronu z recepto-
rem mineralokortykosteroidéw mogtaby mieé réwniez
wplyw na rozwdj ALL [1].

Po przeanalizowaniu ekspresji mRNA w badaniach
populacyjnych przeprowadzonych u ponad 73 000 mez-
czyzn (badania: PHS, Physicians’ Health Study oraz
HPFS, Health Professionals Follow-up Study) wykazano
natomiast, ze obecno$é allelu rs10896449 MTL5 (nie-
zmieniajgca sekwencji aminokwaséw) jest zwigzana ze
zwiekszonym ryzykiem wystapienia raka gruczotu kro-
kowego [15]. Badania fragmentéw guza nowotworowego
oraz bliskiej prawidlowej tkanki stercza u pacjentéw
z allelem rs10896449 wykazaty, ze ekspresja mRNA MTL5
byta istotnie nizsza zaréwno w raku jak i tkance nieno-
wotworowej stercza w porédwnaniu z grupg pacjentéw
z innymi allelami MTL5 [15].
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Tabela 2. Zwiazek miedzy polimorfizmem pojedynczego nukleotydu w obrebie genu MTL5 a chorobami z nimi zwiazanymi

Czestosc allelu na podstawie badan

SNP populacyjnych Mutacja Aminokwasy Jednostka chorobowa
15146043252 0,00-0,00134 mutacj:Gzcn;iggyé sensu: cysteina>argi9n7ina W pozydji POCHP
1512365708 0,047-0,107 mutacj;leTn;igg senstt: cysteina>argzi2n3ina W pozyg ostra biataczka b-komdrkowa
rs10896449 0,412-0,497 mutaca niewywofujaca - rak gruczotu krokowego

Zmiany w genomie

Przeprowadzone dotychczas badania wtasne wykazujace
nadekspresje biatka tesminy w chorobie nowotworowej
przeprowadzono w grupie 121 0séb z niedrobnokomér-
kowym rakiem ptuc (NSCLC, non small cell lung can-
cer), wykorzystujac fragmenty guzéw nowotworowych
pozyskanych w czasie zabiegdéw chirurgicznej resek-
cji zmian [6]. Wykazano zwiekszona ekspresje tesminy
w komérkach nowotworowych NSCLC w poréwnaniu
z tkankg ptuc niezmieniong nowotworowo z marginesu
ciecia chirurgicznego, sugerujac role tego biatka w pro-
cesie kancerogenezy tego raka (Ryc. 2) [6]. Oprécz tego
analiza ekspresji tesminy oznaczonej metoda immuno-
histochemiczna dodatnio korelowata z ekspresjg mar-
kera proliferacyjnego Ki-67, wskazujac na udzial tesminy
w regulacji procesu proliferacji komérek NSCLC [6].
Analiza przezy¢ wykazata natomiast, ze pacjenci z wyz-
sza ekspresja tesminy zyja krécej od pacjentéw z niska
ekspresja tego biatka. Obserwacja ta koresponduje
z analizami przezycia pacjentéw z réznymi typami nowo-
twordw za pomocg programu Kaplan Meier-plotter [7],
ktéra wykazata, iz przypadki NSCLC, w ktérych wyste-
puje wysoka ekspresja mRNA MTL5, charakteryzuja sie
istotnie krétszym czasem przezycia - zwlaszcza w gru-
pach o nizszym stopniu zaawansowania (w stopniu zto-
§liwosci G1 oraz stadium klinicznego zaawansowania I).
Moze to by¢ przestankg do prowadzenia dalszych badat
nad ekspresja tesminy w tym nowotworze, zwlaszcza ze

badania przeprowadzone na przypadkach NSCLC wyka-
zaly juz podwyzszona ekspresje biatek z rodziny metalo-
tionein w komérkach tego nowotworu [23]. Udziat biatek
z rodziny MTs i tesminy w metabolizmie jonéw metali
ciezkich, opornoéci na standardowa chemioterapie (np.
cisplatyna) oraz mozliwa rola w ochronie przed stresem
oksydacyjnym, moze znacznie uzupetni¢ badania nad
chemioopornoscig komérek NSCLC. Jednak potencjalny
udziat tesminy w regulacji procesu proliferacji komérek
raka ptuc sprawia, ze badania nad tym biatkiem wydaja
sie coraz bardziej zasadne.

PODSUMOWANIE

Udziat tesminy w procesie réznicowania i podziatu
mejotycznego komérek germinalnych, metabolizmie
jonéw metali ciezkich (gtéwnie kadmu i cynku), odpo-
wiedzi na stres oksydacyjny oraz ekspresja tego biatka
w innych tkankach niz germinalne, moze sugerowa¢ jej
wazniejsze znaczenie w organizmie cztowieka. Zwiazek
polimorfizméw pojedynczego nukleotydu genu MTL5
(wptywajacych na aktywno$é lub aktywno$¢é ekspre-
sji tesminy) z niektérymi stanami chorobowymi czto-
wieka, a takze badania wtasne wykazujace nadekspresje
tesminy w NSCLC i jej zwigzek z proliferacja komérek
raka, zachecaja do coraz intensywniejszych, wielokie-
runkowych badani nad tym biatkiem.

Ryc. 2. Analiza ekspresji tesminy metoda immunohistochemiczna. Niska ekspresja tesminy w tkance ptucnej niezmienionej nowotworowo (A).
W niedrobnokomdrkowym raku ptuc ekspresja tesminy byta wyraznie wigksza i wystepowata w jadrze komérkowym i cytoplazmie (B) lub wytacznie w cytoplazmie
komérek nowotworowych w stopniu stabo nasilonym (C) oraz silnym (D) (powiekszenie 200)
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