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ABSTRAKT

HRTANKOVA, Dasa: Mechanizmy pdsobenia Zeleza v neurodegenerativnych
procesoch buniek. [Bakalarska praca]. Univerzita Kons$tantina Filozofa v Nitre. Fakulta
prirodnych vied. Skolitel: doc. RNDr. Klaudia Jomova, PhD. Bakalar uéitel'skych
predmetov bioldgia - chémia. Nitra : FPV, 2010. 52 s.

Praca je zamerand na spracovanie prehladu poznatkov o metabolizme Zeleza,
ktory je jednou z najdolezitejsich stcasti fungovania 'udského organizmu. Ide o zlozity
proces s mnohymi riadiacimi drahami, ktoré citlivo a efektivne reguluji prijem Zeleza
na zaklade aktudlnych potrieb organizmu. Pocas zivota sa kazdy organizmus vyvija, a
tak sa menia i1 jeho poziadavky na mnozZstvo zeleza. Molekularno-genetické
mechanizmy st dokonale koordinované a akakol'vek porucha jednotlivych zloziek, ¢i uz
vplyvom ochorenia alebo prostredia, vedie k naruSeniu rovnovahy zeleza v organizme.
Bolo dokézané, Ze Zelezo (spolu s med’ou) je zahrnuté v poSkodeni nervovych buniek
pri mnohych neurodegenerativnych ochoreniach, hlavne Alzheimerova choroba,
Parkinsonova choroba a Huntingtonova choroba. U pacientov s neurodegenerativnymi
ochoreniami bola dokézand kumuldcia kovov (Fe, Cu) v nervovych bunkach, co
potvrdzuje ich ulohu pri danych ochoreniach. Za urcitych podmienok su tieto kovy
najsilneSie pro-oxidanty participujlice V produkcii reaktivny foriem kyslika (ROS,
Reactive Oxygen Species), ktoré spdsobuji oxidaéné poskodenie biomolekul

(proteinov, DNA a lipidov), ¢o vedie k Strukturdlnym a funkénym zmenam.

Kracové slova: Metabolizmus Zeleza. Absorbcia. Volné radikaly. Oxidacny stres.

Neurodegenerativne ochorenia.



ABSTRACT

HRTANKOVA, Dasa: Mechanisms of iron functioning in neurodegenerative
cell processes. [Bachelor Thesis]. Constantine the Philosopher University in Nitra.
Faculty of Natural Sciences. Supervisor: doc. RNDr. Klaudia Jomova, PhD.
Bachelordegree program Teaching, Department of Biology - Chemistry. Nitra : FNS,
2010. 52 s.

Thesis is focused on a review of knowledge about the metabolism of iron, which
is a key element in the functioning of the human body. It is a complex process with
many control pathways that sensitively and effectively regulate intake of iron based on
actual body needs. During the life every organism develops and so the requirements for
the amount of iron change too. Molecular-genetic mechanisms are perfectly coordinated
and any failure of the individual elements either due to disease or environment leads to
disruption of the iron balance in organism. It has been evidenced that iron (together
with copper) is involved in neuronal damage in many neurodegenerative disorders
mainly Alzheirmer disease, Parkinson disease, as well as Huntington disease. It has
been observed that patients with neurodegenerative diseases accumulates metals (Fe,
Cu) in their nervous system confirming the role of these metals in the respective
diseases. Under certain conditions, metals are the most potent pro-oxidant participating
in production of the Reactive Oxygen Species that cause oxidize damage to proteins,

DNA and lipids leading to structural and functional alternations.

Keywords: Iron metabolism. Absorption. Free radicals. Oxidative stress.

Neurodegenerative diseases.
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Uvod

Zelezo je esencialny prvok atakmer vietky bunky v organizme vyuZivaji tento
prvok ako kofaktor pre fundamentalne biochemické aktivity, akymi st napriklad
transport kyslika, energeticky metabolizmus bunky asyntéza DNA. Zelezo sa
v bunkach vyskytuje najcastejSie v dvoch oxida¢nych stupiioch ako Fe(II) a Fe(lll).
Velmi Siroké vyuzitie Zeleza v biochemickych procesoch je vdaka flexibilnej
koordina¢nej chémii aredoxnej reaktivite Zzeleza, ktora umoziiuje jeho vidzbu
S proteinmi, vdzbu s kyslikom, prenos elektronov alebo katalytické pdsobenie
Vv reakciach.

Napriek vyznamnému postaveniu Zeleza v metabolizme buniek, tento prvok je aj
potencialne toxicky, nakol'ko pri aerobnych podmienkach katalyzuje tvorbu reaktivnych
foriem kyslika (ROS, reactive oxygen species) a tvorbu vysoko reaktivnych radikalov
(napriklad hydroxylovy radikal) cez Fentonovu reakciu.

Porusenie bunkovej redoxnej rovnovahy vyzaduje len katalytické mnozstvo tohto
kovu. Oxida¢ny stres je asociovany s poSkodenim biomolekul, hlavne proteinov,
nukleovych kyselin a lipidov, ¢o vedie k poSkodeniu lipidovych membran, tkaniv
a vzniku roéznych ochoreni. V poslednom obdobi je velkd pozornost’ venovana hlavne
ucasti zeleza (spolu s med’ou) na vzniku neurodegenerativnych chordb, hlavne
Alzheimerovej, Parkinsonovej a Huntingtonovej choroby. Tieto ochorenia su
celosvetovo rozsirené a predstavuju zavazné poskodenie nervovych buniek.

S ohl’'adom na velky biologicky vyznam na jednej strane a potencialnej toxicite
na strane druhej, musi byt prijem zeleza do buniek a jeho celkovy obsah v organizme
precizne riadeny. A tak si organizmus vyvinul prisne regulovany mechanizmus prijmu,
transportu a skladovania Zeleza, na ktorom sa podiel'aji mnohé vysoko S$pecializované
proteiny. Ich loha a vyznam boli odhalené na zaklade in vitro experimentov. Medzi
najvyznamnejSie objavy za posledné obdobie patri objasnenie Ulohy hepcidinu ako
humoralneho faktora kontrolujiceho homeostazu Zeleza.

V nasej praci sa zameriavame na proteiny, ktoré udrzuji homeostdzu Zeleza
v Zivych organizmoch, na mechanizmus vzniku radikdlov za Ucasti Zeleza (tvorba
ROS), tlohu antioxidacnej obrany, ako aj principy vzniku neurodegenerativnych

ochoreni.
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1 Ciele prace

Ciel'om prace je spracovanie prehl'adu vysledkov vedeckych stadii z domacich
a zahrani¢nych literarnych zdrojov tykajacich sa tlohy transportnych, zasobnych a
regulacnych proteinov pri udrziavani homeostdzy zeleza v zivych organizmoch a
dosledky jej porusenia. V praci je diskutovany mechanizmus ucasti zeleza na

oxida¢nom poskodeni biomolekul a suvislost’ s neurodegenerativnymi ochoreniami.

Konkrétne spracované oblasti:

1. KTucové proteiny bunkovej homeostazy zeleza, absorpcie, transportu
a uskladnenia Zeleza v Zivych organizmoch.

2. Regulaéné mechanizmy homeostazy zeleza — IRP (iron regulatory proteins),
hepcidin.

3. Zelezom indukovany oxida¢ny stres.

4. Antioxidac¢né enzymy.

5. Zelezo v neurodegenerativnych ochoreniach

12



2 Biologicky vyznam a fyziologické funkcie Zeleza v organizme

Mineraly, ktoré sa sice vyskytujia v malych mnozstvach, ale zastdvajii vyznamné
funkcie, sa nazyvaju mikromineraly alebo stopové prvky. Medzi ne patri 15 prvkov:
zelezo, zinok, med’, mangan, chrom, jod, selén, fluor, kremik, germanium, kobalt,
molybdén, vanad, bér anikel (Zachar, D., 2004). Zelezo je nevyhnutnym prvkom
s vyznamnou ulohou v zivych organizmoch. Znadme je predovSetkym pre svoju ucast
Vv biologickych systémoch ako kofaktor potrebny pre bunkové enzymatické reakcie
podporujuce normdlnu fyziolodgiu a slizi ako vdzbové miesto pre molekulovy kyslik
v hemoglobine. Toxikologicky zaujem o Zelezo pochadza z jeho ucasti na oxido —
redukénych reakciach, reakcidch s molekulovym kyslikom a tcasti na tvorbe ROS
(reaktivnych foriem kyslika). ROS maji silny oxidacny potencial a mechanizmus
vzniku vyjadruje Haber-Weissova reakcia. Fentonova chémia tvorby hydroxylového
radikalu (-OH) za ucasti zeleza poskytuje vSeobecne prijimany chemicky zaklad na
vysvetlenie Spustiania biochemickych zmien spojenych s toxicitou Zeleza. Vel'mi dobre
su zdokumentované patologické stavy (vratné a nevratné) suvisiace s nadbytkom Zeleza
v tkanivach pri l'udskych ochoreniach zndmych ako hemochromatoza. Patologické
ukladanie Zeleza v cielovych organoch riesi toxikoldgia a je to problém verejného
zdravia, hoci na druhej strane je vo svete vicsi problém — deficiencia zeleza. Stavy
kolizii hladiny Zzeleza v organizme sa mdzu objavit' u l'udi ako doésledok rozlicnych
portich metabolizmu (Beutler et al., 2003). V stvislosti s poruchami metabolizmu zeleza

je v poslednych 2 — 3 desatrociach pozornost’ venovana nasledovnym trom oblastiam:

» bunkové a molekularne mechanizmy v reguldcii vstrebavania zeleza, jeho
transport a uskladnenia, nazyvané metabolizmus Zeleza,

» patofyziologické mechanizmy chronickej toxicity pretazenia zelezom,

» l'udska molekularna geneticka baza, diagnostika a klinické riadenie chordb

z nadbytku Zeleza.

Zelezo je nevyhnutné nielen pre Zzivot vyssich organizmov, ale je aj zakladnou
existenénou  podmienkou  pre  mikroorganizmy. V pripade  patogénnych
mikroorganizmov ma regulacia pritomnosti vol'ného zeleza v plazme kl'a¢ovi ulohu pri
prekonavani infekcie. Organizmus disponuje proti bakteridlnym patogénom mnohymi

obrannymi mechanizmami. Jednym z najdolezZitejSich mechanizmov obrany je

13



mechanizmus tzv. ,,uzamknutia Zeleza.“ Ludské telo méa zlozity mechanizmus na

dlhodobu kontrolu volI'ného zeleza v sére, ktory vSak pocas infekcie kratkodobo znizuje

koncentraciu tohto prvku, ¢im zabraniuje rozmnozovaniu patogénov. Medzi dané

mechanizmy zarad’ujeme (tab. 1):

YV V V V V V

zeleza,

» uvolnenie hemopexinu a haptoglobinu z pecene.

vézbu na transferin — prenasac zeleza,

vdzbu na feritin — protein uskladnujuci zelezo v tkanivach a sére,
vdzbu na laktoferin — protein pritomny vo vyluc¢koch sliznic,

zniZenie vstrebdvania z tenkého ¢reva pocas infekcie az o 80%,
uvol'nenie neutrofilov s produkciou apolaktoferinu v lozisku infekcie,

syntéza oxidu dusného makrofagmi kvoli naruseniu bakteridlneho metabolizmu

TabuPka 1 Prehl'ad niektorych plazmatickych bielkovin a ich vlastnosti (Trojan et al., 2003)

Bielkovina Priemerna Molekulova Funkcie
koncetracia (g/l) hmotnost’

Albumin 42 69 000 transport mastnych kyselin,
bilirubinu, sekundarny
nosic pre hem, tyrozin,

kortizol, zdsobny protein
Feritin 6,1.10° 450 000 uskladiiuje zelezo
v tkanivach a sére
Haptoglobin 04-18 85 000 viaze hemoglobin uvolneny
(az-globulin) pri intravaskularnom
rozpade erytrocytov
Hemopexin 0,7 57 000 viaZe hem z hemoglobinu
(B1-globulin)
Transferin 2,9 77000 transport Fe
(B1-globulin)
Transkobalamin 94.10°® 60 000 transport vitaminu B,
Protein viazuci 0,055 308 000 transport Ba, Sr, Ni

kovy(a-globulin)
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Napriek vsetkym tymto mechanizmom st mikroorganizmy schopné ziskavat’ zelezo od
hostitel'a uz pri nizkych koncentraciach alebo z viazanych tazko dostupnych foriem.

Zelezo ziskavaju viacerymi spdsobmi z:

vol'nych i6nov krvnej plazmy,
volnych i6nov zvnutra buniek (chlamydie, protozoa),
rozkladu ¢ervenych krviniek (hemolyza, hemolytické streptokoky),

rozkladu hemoglobinu a asimilaciou hemu,

YV V V VYV V

extrakcie viazaného zeleza z feritinu prostrednictvom sideroféorov na povrchu

baktérii.

Chemické funkcie Zeleza:

prechodny kov pre bunkovu a tkanivovu zivotaschopnost’ organizmov,
prenos kyslika — hemoglobinom v krvi, myoglobinom v tkanivach,
tvorba akumula¢nych komplexov v peéeni a pankrease,

redoxny katalyzator v r6znych reakcidch,

zlozka enzymov (katalaza, peroxidaza, cytochrém),

YV V. V V V VY

detoxikécia vol'nych kyslikovych radikalov.
Biologické funkcie Zeleza:

podpora normalneho vyvoja plodu a deti,
kladny vplyv na kozu a vlasy,
predchddza chudokrvnosti,

podiel’a sa na tvorbe energie,

podporuje dusevnu ¢innost’, zniZuje unavu a chrani pred dusevnymi chorobami,

vV V.V V V VY

zabezpec€uje normalnu ¢innost’ organizmu, najméd mozgu, svalov, §titnej Zl'azy

a organov imunitného systému.

ZlG¢eniny s obsahom zeleza v organizme (tab. 2):

» hemoproteiny: hemoglobin, myoglobin, cytochromy, enzymy,

» transferin (p — globulin plazmy),

15



laktoferin, laktotransferin v exogénnych sekrétoch bunky (mlieko, slzy,
pankreaticka Stava) a endogénnych sekrétoch bunky (leukocyty),

feritin (zasobny protein Zeleza v bunkach),

hemosiderin (nerozpustna forma intracelularneho zeleza),

enzymy obsahujuce Zelezo: katalaza, peroxidaza, ribonukleidreduktaza,
jantarova dehydrogenaza, cytochromoxidéza a iné,

chelatové komplexy zeleza: s citratmi, nukleotidmi, aminokyselinami,

sacharidmi a inymi.

Tabul’ka 2 Distribticia Zeleza v organizme (Hrtankova, 2012)

Prenasace Zeleza MnoZstvo

v mg
Hemoglobin 2100
Myoglobin 300
Feritin, hemosiderin 1000
Transferin 3
Retikuloendotelovy 600
systém
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3 Homeostaza Zeleza v Zivom organizme

Homeostaza Zeleza je metabolizmus Zeleza, ktory v organizme predstavuje
uzavrety systém, kde je védcSina Zeleza reutilizovand a mensSie straty su dopliiované

Z vonkajsich zdrojov (Trojan et al., 2003).

3.1 Absorbcia zeleza

Nepritomnost' kontrolného regulaéného mechanizmu pre vylu¢ovanie zeleza
z tela poukazuje na zasadny vyznam ulohy vstrebdvania zeleza zo stravy v regulacii
homeostazy zeleza v organizme. Medidn prijmu Zeleza bol Néarodnou akadémiou
potravin a radou pre vyzivu stanoveny priblizne na 16 — 18 mg /osobu/ def pre muzov
a 12 mg /osobu/ den u zien. (Institute of Medicine and Food and Nutrition Board, 2001).
Analyza prijmu zivin amerického ministerstva (USDA) pre pol'nohospodarstvo 1994 —
1996 odhaduje priemerny prijem zeleza na asi 17,7 mg /osobu/ den pre dospelych
muzov a 12,7 mg /osobu/ den pre dospelé zeny (USDA, 2000). Tolerancia hladiny
prijmu zeleza udospelych bola uréend na 45 mg/den ato na zaklade
gastrointestinalnych neZiadtcich ucinkov. Je dok4zané, Ze vstrebavanie Zeleza z potravy
sa odohrava v dvanastniku a z vyssie uvedenych odhadov prijmu zeleza sa vstrebava len
1 az 2 mg na dospelt osobu za deil pri normdlnych fyziologickych podmienkach
(Institute of Medicine and Food and Nutrition Board, 2001). Toto mnozstvo
absorbovaného Zeleza z potravy je dostatotné na kompenzaciu priblizne 1 az 2 mg
neregulovanej straty Zeleza potom, obmenou pokozky, a rovnaké mnoZstvo vylucené
mocom a sekréciou Zl¢e. Viacsinu z celkového mnozstva Zeleza u Cloveka pohlcuju
erytroidné bunky pre syntézu hemu (obr. 2) v hemoglobine (obr. 1), ktora vyuziva
priblizne 20 mg Zeleza denne (Andrews, 1999; Brissot, Deugnier 1999). Ide o
recykléaciu Zeleza zo starntcich ¢ervenych krviniek, ktoré su poskodené alebo na konci
svojej normalnej zivotnosti (120 dni) (obr. 4, 10), sliziacu ako rozhodujuci

mechanizmus pre doplnenie tohto poolu Zeleza.
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Obrazok 1 Hemoglobin. Sklada sa z proteinovej zlozky-globinu (modré a ¢ervené
retazce) a porfyrinového kruhu - hemu (zelené retazce) (Houda, 2011).
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Obrazok 2 Molekula hemu vytvarajiica porfyrinovy kruh s uprostred naviazanym
dvojmocnym zelezom (Houda, 2011).

Obrazok 3 Myoglobin. Tvoreny je jednoretazcovou proteinovou zlozkou - globinom, na
ktoru je naviazana molekula hemu s jednym atdbmom Fe?* (Kunert, 1999).
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Makrofagy v slezine a retikuloendotelovom systéme st bunkovymi aktérmi
procesu recyklacie, v priebehu ktorého sa uvolni zelezo do plazmy na dalSie
spracovanie v metabolizme Zeleza.

V C¢revnom dvanastniku je absorbované Zelezo z potravy pritomné v dvoch
formach a to vo forme hemového (protoporfin alebo organické) a nehemového zZeleza
(i6nové) (obr. 8). Nehemové Zelezo je najviac zastipend forma v ludskej strave
(Anderson et al., 2005; Brissot et al., 2004). Hemové Zelezo predstavuje iba 10% az
15% najdenc¢ho Zeleza, zatial’ ¢o zastipenie prevladajucej formy nehemového Zeleza, sa
odhaduje na priblizne 85% az 90% zo vSetkého Zeleza v normalnej l'udskej strave
(Brissot et al., 2004; Carpenter, Mahoney, 1992). Rozdiely medzi typmi zemepisnych
oblasti a zivotnym Stylom v stravovani sa (Stredomorie, zdpadné oblasti atd’), m6ze mat’
vplyv na vyskyt jednotlivych foriem Zeleza zastipenych v l'udskej strave (Andrews,
2005; Monsen, 1988). Napriek tomuto vyznamnému rozdielu v biologickej dostupnosti
st mechanizmy pre vstrebavanie nehemového zeleza vSeobecne lepSie preskimané ako
mechanizmy hemového zeleza. Mechanizmy absorbcie oboch foriem Zeleza z potravy
su dolezité pre pochopenie fyziologickych procesov.

Na zaklade vedeckych dokazov o metabolizme zeleza u cloveka a zvierat je
vSeobecny predpoklad, ze ked’ hladina zeleza ulozeného v tele je nizka, rychlost’
vstrebavania Zeleza sa zvySuje, a naopak, ked’je hladina Zeleza uloZeného v tele vysoka,
rychlost’ vstrebavania zeleza je znizena (Institute of Medicine and Food and Nutrition
Board, 2001).

Pohyb Zeleza v potrave zacinajici z miesta absorbcie a veduci az k uskladneniu
v proteinoch je dokladne prestudovany na molekulovej Grovni. Vstrebavanie Zeleza z
potravy ovplyviiuje pritomna forma zeleza, stav jeho zdsob v organizme a tieZ niektoré
ochorenia ako je systémovy zdpal, hypoxia, dysfunkénd erytropoetickd cinnost’,
alkoholické poSkodenie pecene a hepatocelularny karcindom. Mnohé z tychto faktorov
navzajom suvisia alebo sa mozu vyskytovat’ sucasne, o vedie k zvySovaniu zloZitosti
procesov ¢revného vstrebavanie Zeleza a mechanizmov homeostazy Zeleza v organizme.

Vplyv znamych predispozi¢nych genetickych faktorov modifikujucich expresiu
niektorych makromolekulovych ucastnikov vstrebdvania Zeleza z potravy moze
komplikovat'tento systém a vytvarat pddu pre genetick¢é choroby zahfiiajuce
mechanizmy tykajuce sa metabolizmu Zeleza. Zndme genetické aspekty regulacie
vstrebavania Zeleza z potravy a molekuldrna genetika l'udskych chordb z nadbytku

zeleza boli podrobne skumané (Andrews, 2000; Beutler, 2006; Brissot et al., 2004;

19



Camaschella, 2005; Le Gac, Ferec, 2005), a autori poukazali na vplyv mutacii na
homeostazu zeleza (Stremmel et al., 2007). Tento dolezity aspekt metabolizmu zeleza
bol preskimany v suvislosti so snahou pochopit’ ako nefunkcnost’ niektorych molekul v
metabolizme Zeleza moze byt predzvestou toxicity zeleza v dodsledku pritomnosti
charakteristickych genotypov, ktoré st odlisné. Tieto oblasti s vel'mi ddlezité pre
pochopenie genetického zakladu l'udskych choréb z nadbytku zeleza, pre prevenciu a
skrining. Pochopenie klinického vyznamu ochorenia z nadbytku zeleza umoziuje
stanovit’ postupy vhodné pre lieCbu a zmiernenie posSkodenia tkaniv spdsobené
zelezom. Experimentalne Stadie s pouzitim bunkovych systémov a zvieracich modelov
k stdiu metabolizmu zeleza, klinické skisenosti s nedostatkom a nadbytkom zelezom
ul’ahcuju pochopenie ciest, zdkladnych ucastnikov a mechanizmov podielajticich sa na

absorbcii hemového a nehemového Zeleza.
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Obrazok 4 Schéma rozpadu erytrocytov a odburavania hemoglobinu (Hrtankova, 2012).
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3.1.1 Nehemové (ionové Zelezo)

Za normalnych fyziologickych a genetickych podmienok je prvym krokom pri
prijme nehemového Zzeleza v potrave biochemickd premena prebiehajica v ¢revnom
lumene Zelezitej oxidovanej formy (Fe**) na redukovani Zeleznata formu (Fe®").
Zelezité Zelezo ako prirodna zlozka potravin sa v strave oby&ajne vyskytuje vo vi¢som
mnozstve ako Zeleznatd forma a to predovSetkym vzhladom k svojej chemickej
stabilite. K redukcii Fe** na Fe?* je potrebny membranovo viazany enzym Deytb, ktory
sa nachadza v dvanastnikovych enterocytoch (obr. 8) (McKie et al., 2002). Existuje
mnozstvo experimentdlnych dokazov o redukcii Zelezitych idonov na zeleznaté iony
prostrednictvom cirkulujticej kyseliny askorbove;j, citratu a glutationu (Conrad, 1970;
Dorey et al., 1993; Han et al., 1995; Thomas, Oates, 2004).

Vyznamnym faktorom zvySujucim crevnu absorbciu nehemového Zeleza je
kyslé prostredie v ¢revnom lumene. O ucinku kyselin je zname, ze podporuju
rozpustanie Zeleza pre ¢revnu absorbciu, zatial' o iné latky ako su fosfaty, EDTA a
fytdty mozu chelataciou znizit’ absorbciu nehemového zeleza.

Transport Fe?* cez enterocyty apikalnej plazmatickej membrany sprostredkuje
dvojmocny prendsa¢ 1 (DMT1 - divalent metal transporter) (tiez znadmym ako
dvojmocny katiénovy prenasa¢ 1 [DCT1]) (obr. 8) (Fleming et al., 1997;. Gunshin et
al., 1997) . Uloha DMT1 pri prenose Fe* z potravy bola potvrdend mutaciami DMT]1
v genome mysi (Fleming et al., 1997). Tieto zvierata vykazovali nedostatok Zeleza
v dosledku inhibicie prijmu Zeleza z potravy (Canonne-Hergaux et al., 1999; Gunshin et
al., 1997). Zaujimavé je, Ze DMT1 prenaSa Sirokt Skdlu dvojmocnych kovovych
katiénov vratane Zn%*, Mn?*, Co?*, Cd?*, Ni%" a Pb?®* (Gunshin et al., 1997). Pokial’ ide
o jeho expresiu v inych tkanivach, bol DMTI lokalizovany u mysi v astrocytoch a je
zapojeny do sprostredkovania prijmu Zeleza v centrdlnom nervovom systéme (Jeong,
David, 2003). DMT1 je v obli¢kach potkanov vysoko exprimovany a citlivy na prijem
zeleza v potrave (Wareing et al., 2003). Sledovanim expresie DMT1 v hepatocytoch
potkana ukazalo, Ze k zvySeniu dojde v zatazovom stave a k poklesu po vycerpani
zeleza (Trinder et al. 2000). U cloveka bola uloha DMTI1 ako prendsaca Zeleza
identifikovana na zaklade mutantnej alely DMT1 u pacientov s mikrocytarnou anémiou

(Mims et al., 2005;. Priwitzerova et al., 2004).
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Potom, ¢o je Zelezo transportované do enterocytov pomocou DMTI, sa bud’
naviaze na bielkovinu feritin alebo pokracuje k bazolaterdlnej membrane enterocytov k
transmembranovému proteinovému prenasSacu feroportinu (tiez zndamym ako MTP1 —
metal transport protein) (Abboud and Haile, 2000; Donovan et al., 2000;. McKie et al.,
2000). Zelezo ulozené intracelularne vo feritine, netvori dlhodobé zasoby, pretoze
zivotnost’ enterocytov je asi len 2 dni a odlupené enterocyty st vylu¢ované vo vykaloch
(obr. 11) (Crichton et al., 2002;. Fleming, 2005).

Exportu Zeleza cez feroportin napomaha membranovy protein hefestin, ktory
oxiduje Fe** na Fe**, a tak ul'ah¢uje transport Zeleza (obr. 8) (Chen et al., 2004; Frieden,
Osaki, 1974; Vulpe et al.,, 1999). Anderson et al. (2002) dokazali, ze nedostatok
hefestinu vedie k tazkej anémii z nedostatku Zeleza.

Feroportin je intenzivne Studovany pre jeho tulohu ako jediného zndmeho
bunkového prendsaca zeleza (obr. 8) (Ganz, 2005). Cielené narusenie feroportinovej
alely (Fpn) malo za nésledok hromadenie Zeleza v enterocytoch, makrofagoch a
hepatocytoch v rannom $tadiu embrya mysi (Donovan et al., 200; Nicolas et al., 2001;
Rivera et al., 2005; Roetto et al., 2003). V poslednej dobe bolo vel'mi doblezité
preukazanie regulacie feroportinu v peceni peptidovym horménom hepcidinom (Ganz,
2006). Regulacia feroportinu hepcidinom funguje tak, ze hepcidin sa spaja s
feroportinom a vyvoldva jeho endocytézu a degradaciu v lyzozomoch (Nemeth et al.,
2004). Avsak nedavno bolo zistené, Zze feroportin funguje inak v enterocytov ako Vv
makrofagoch (Oates, 2007). Hepcidin je preto teraz povazovany za centralny regulator

metabolizmu zeleza (Fleming, Bacon, 2005; Ganz, 2004).

3.1.2 Hemové zelezo

Crevné vstrebavanie hemového Zeleza z potravy nabralo na vyzname, vratane
jeho klicovej ulohy v hemoglobine a skupiny protetickej rady enzymov. Hemové
zelezo mé zasadny vyznam pre zdkladné l'udské fyziologické procesy, najméd pre
metabolizmus. Vzhl'adom k jeho fyzikalno-chemickym vlastnostiam je vel'mi malo
rozpustné, ale jeho ¢revné vstrebavanie je u¢inné a v skuto¢nosti ma vyssiu biologickt
dostupnost’ ako nehemové zelezo (Bezwoda et al., 1983; Hallberg, 1981; Layrisse,
Torres, 1972; Turnbulletal, 1962). Bunkovy zaklad pre tuto efektivitu je pravdepodobne

kvoli preprave hemového Zeleza do subcelularnych priestorov pomocou energeticky

22



zavislych transmembranovych hem viazicich proteinov, z ktorych niektoré boli
identifikované v ¢reve aV periférnych tkanivach (Latunde-Dada et al., 2006).
Vyznamny pokrok v nedavnej dobe dosiahli v identifikacii transportného proteinu pre
hemové Zelezo nazyvaného proteinovy nosi¢ hemového zeleza 1 (HCP1 — hem carrier
protein) (Shayeghi et al., 2005). HCP1 je protein plazmatickej membrany s vysokou
expresiou Vv proximalnej oblasti Creva, Cize v rovnakej lokalite ¢reva, kde bolo pre
hemové zelezo zname, Ze sa dobre absorbuje eSte pred objavom HCP1 (Grasbeck et al.,
1979, 1982). HCP1 je hlavnym transportnym proteinom schopnym Specificky prenasat’
hemov¢ zelezo do buniek (obr. 8). Ma vysoku expresiu v ¢reve a nizsiu uroven v peceni
a oblickdch (Latunde-Dada et al., 2006). Bol naklonovany a identifikovany
Z dvanastnika mysi.

Pochopenie funkcnej tlohy a bunkového mechanizmu HCP1 bolo rozhodujtice
vo vytvarani poradia krokov pre vstrebavanie hemového Zeleza u cicavcov. V prvom
kroku musi byt hemové Zelezo uvol'nené z hemoglobinu a myoglobinu proteinov, ¢o je
proces zabezpeCovany proteolytickymi enzymami pdsobiacimi v lumene zalidka a
tenkého creva. Vzhl'adom k tomu, ze "volne plavajice" hemové Zelezo je chemicky
nestabilné, musia existovat’ niektoré biochemické mechanizmy pre jeho stabilizaciu,
aby bolo mozné I'ahko dosiahnut’ bunkovy prijem. Jednou z moznosti je, ze hem je pre
svoj transport prechodne naviazany na aminokyseliny cez proteiny (Latunde-Dada et
al., 2006). Dal$ia moznost’ je zaloZena na tom, Ze hem sa vstrebava na apikalnom
povrchu enterocytov tenkého ¢reva. K uvolneniu hemu od Zeleza dojde intracelularne
pomocou enzymatickej katalyzy. Najlepsim kandidatom v tejto oblasti je indukovatel'ny
mikrozomalny enzym hemoxygenaza (HO-1), ktora moze katabolizovat' porfyrinovy
kruh Zeleza za vzniku Zeleza (Fe2+), CO a bilirubinu (Raffin et al., 1974). Dokazy na
podporu tohto nazoru zahfiaju inhibiciu vychytdvania hemového zeleza po liecbe s
inhibitormi HO-1 (Boni etal., 1993). Po oddeleni protoporfyrinového kruhu hemu od
zeleza pomocou HO-1 sa "vol'ne plavajuce" Zelezo vstrebava rovnakou ¢revnou cestou
ako nehemové (idnové) zelezo z potravy (obr. 8) (Andrews, 2005). Okrem toho
pozorovanie, ze nehemové (idnové) Zelezo z potravy je schopné potladit’ vstrebavanie
hemového Zeleza z potravy, a naopak, pridava d’alSiu podporu ndvrhu, ze dve formy
zeleza v potrave moézu mat’ aj spolocné cesty k ich absorbcii (Anderson et al., 2005;
Hallberg, Solvell, 1967). Jednou z moznych oblasti kardiotoxikologického vyznamu je

prevalencia vysSej expozicie hemu v populéciach konzumujtcich velké mnozstvo misa
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ako su zapadné priemyselné krajiny (Anderson et al. 2005). Takyto koncept moze viest’

k toxikologickému zaciatku kazdodenné chronického podavania hemu zo stravy.

Obrazok 5 Feritin. Jeho obal je tvoreny z 24 molekul zloZzenych z dvoch podjednotiek- H
(fazkd) a L (I'ahka) (Santambrogio et al. 2004).

Obriazok 6 Hemosiderin je nekompletne degradovanou molekulou feritinu zo zeleza,
feritinovych proteinov a d’alsich bunkovych zloziek (Houda, 2011).

Obriazok 7 Struktira molekuly transferinu. Polypeptid zo 679 aminokyselin. Komplex a-
helixov a B-skladanych listov ( Houda, 2011).
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Zaludok
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Hafastin

Obrazok 8 Cesty hemového a nehemového Zeleza v organizme (Hrtankova, 2012).

3.2 Transport a bunkovy prijem

Akonéhle zelezo v potrave z hemovych alebo nehemovych zdrojov realizuje
svoju ¢revnu absorbciu, putuje d’alej do krvného obehu ado obehu bunkovej a
tkanivovej distribicie pre vyuuZzivanie a uskladnenie v tele (obr. 10). V obehovom
systéme je osud nehemového Zeleza riadeny jeho reverzibilnou vizba na glykoprotein
plazmy transferin (Trf). Cudsky Trf vyskytujici sa v plazme bol prvykrat objaveny v
roku 1946 (Schade, Coroline, 1946). Trf je protein, ktory ma dve funkéné védzbové
miesta pre Fe**. Reverzibilny zavizny mechanizmus, protonizacie aniénu vedie k
uvolnovaniu Zeleza z Trf. Vac¢Sina nehemového Zeleza cirkulujuceho v krvnej plazme je
viazana na Trf. Odhaduje sa, ze priblizne 0,1% z celkového zeleza v organizme sa
nachddza v Trf (Andrews, 2000). Napriek tomu su v plazme zdravych jedincov stale
nizke koncentracie netransferinovo viazaného zeleza (NTBI — nontransferin bount iron)

(Valk et al., 2000). Pri chronickom zataZeni organizmu Zelezom koncentracie NTBI
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dosahuju vyssie hodnoty (az 4um) (Burkitt et al., 2001; Grootveld et al., 1989; Jacobs et
al., 2005). NTBI moze stimulovat’ produkciu vysoko reaktivnych foriem kyslika ako st
hydroxylové (OH) a superoxidové (O;7) radikaly. Tieto reaktivne formy mozu byt
schopné indukovat’ oxidativne poskodenie molekul obehového krvného riecista
(Darley, Halliwell, 1996). V Tudskom sére bola zistena pritomnost’ komplexov Fe* s
citritom alebo acetatom (Grootveld et al., 1989) avSak vSetky presné fyziologické
chelaty nie su zname.

Hlavnou tlohou Trf v obehovom systéme je dodavat’ Zelezo do vyvijajacich sa
erytroidnych prekurzorov a do d’alSich vyznamnych tkaniv tela ako su pecen, pankreas,
srdce a svaly. Trf zabezpeCuje distribuciu zeleza v celom tele. Dysfunkéné Trf
bielkovinyu mysi vyvolali imrtie nasledkom t'azkej anémie (Levy et al., 1999). Okrem
toho, spontanne bodové mutacie v génoch Trf u mysi viedli k zdvaznym nedostatkom
Trf v plazme a nedostatkom Zeleza v erytroidoch s mikrocytarnou anémiou (Huggenvik
et al., 1989). Tieto mySi mali masivne ukladanie NTBI v peceni (Huggenvik et al.,
1989). U Tludskych pacientov s nedostatkom Trf (podmienka znadma ako
atransferinemia) je sledovany podobny fenotyp (tazka anémia systémového pretaZzenia
7elezom) (Donovan, Andrews, 2004; Heilmeyer, 1961). Uginnost Trf je 100 — 200
cyklov transportu zeleza a uvol'nenie do obehu v priebehu jeho zivotnosti (Aisen et al.,
2001). Napriek tejto efektivite mozu existovat’ iné mechanizmy na transport zeleza v
obehovom systéme, pretoze v priebehu nedostatku Trf sa v neerytroidnych tkanivach
kumuluje Zelezo (Andrews, 2000).

KIacovym aspektom mechanizmu Trf cyklu pri bunkovom transporte zeleza je
existencia transferinovych receptorov TrfR1 a TrfR2, ktoré sa nachadzaji na povrchu
bunky (obr. 9). TrfR1 je pritomny vo vSetkych bunkach okrem zrelych erytrocytov
(Emerit et al., 2001), zatial' ¢o TrfR2 je charakteristicky pre hepatocyty (Kawabata et
al.,, 1999). Bunkovy mechanizmus vychytavania Zeleza cez TrfR1 a TrfR2 zahiia
efektivny mechanizmus endocyt6zy s vysokou afinitou receptora. TrfR1 je naviac dobre
prestudovany (Cheng et al. 2004). TrfR2 viaze Trf s vyznamne niZzSou vidzbovou
afinitou ako TrfR1 a to priblizne 30 - krat nizSou (Hentze et al. 2004).

Mobilny prijem Trf cez receptory sprostredkované endocytéozou ma niekol’ko
krokov. Zacina priamou a rychlou védzbou Trf s naviazanym Zelezom na TrfR a vznika
Trf(Fe) — TrfR komplex. Akonahle prebehne fagocytéza endocytéznych vackov
(Alvarez et al., 1990; Girones et al., 1991; McGraw, Maxfield, 1990; Rothenberger et

al., 1987), pH vo vnutri endozému sa znizi na 5,5 az 6,0 posobenim ATP -
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dependentnej protonovej pumpy. Acidifikdcia endozému ulah¢uje uvolfiovanie Zeleza
z Trf a umoziuje transport zeleza z endozomu do cytoplazmy cez prenasac DMTI1
(Fleming et al., 1998). Nasledne sa Trf bez naviazané¢ho zeleza (apotransferin) a TrfR
recyklaciou sami vratia na povrch buniek (obr. 9) (Andrews, 2000). Tento mechanizmus
endocytozy je tiez znamy ako Trf cyklus a vyskytuje sa vo vdésine bunkovych typov,
vratane hepatocytov a erytroidnych buniek. V obli¢kach, polarizované epitelové bunky
pouzivaju mechanizmus mobilného prijmu zahfiajiceho megalin zavislé cubilin
sprostredkovant endocytézu (Kozyraki et al., 2001). Megalin zavisly mechanizmus je
povazovany za hlavnu cestu pre dodavky Zeleza do proximalnych tubulov obli¢iek

(Hentze et al., 2004).

Transferinove receptory (TrfR1 a TriRY) pH ~ 7,

d h Apotransferin

u Cytoplazma

Endozom

.
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Obrazok 9 Transferinovy cyklus (modifikované, Strigacova, 2010).
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3.3 Zasoba Zeleza

Feritin je hlavnym zasobnym proteinom pre ukladanie Zeleza v I'udskom tele
(obr. 10). Existuje v rastlinach, bezstavovcoch a baktéridch a ma velmi typické
trojrozmerné Struktary. Nové formy feritinu sa zistili napriklad z baktérii Listeria
inocua (llari et al., 2000). Cudsky feritin je heteropolymér zlozeny z 24 podjednotiek,
schopnych viazat priblizne 4500 atomov Fe®* (Arosio and Levi, 2002). Z 24
podjednotiek existuju dva typy retazcov, tazké (H) a lahké (L).

L podjednotky tvoria nukleatné centrum (ukladanie Fe**), H podjednotka ma
feroxidazovu aktivitu, ktorou oxiduje Fe** na Fe** kyslikom. Podjednotka H feritinu je
vdaka feroxiddzovej aktivite Studovand pre potencidlny mechanizmus rychlej
detoxikacie zeleza. L podjednotka feritinu ul'ahcuje nukledciu, mineralizéciu a dlhodobé
skladovanie Zeleza (Harrison and Arosio 1996; Orino et al., 2001; Zhao et al., 2006).

Feritin ma vyznamnu ulohu v rade inych l'udskych ochoreni ako je geneticka
hemochromat6za, neuroferitinopatia ( Crompton et al., 2002;Curtis et al., 2001.)
a dedicny hyperferitin-katarakt syndrom (Roetto et al., 2002). Feritin je spajany aj s
Alzheimerovou a Parkinsonovou chorobou v doésledku nadbytku Zzeleza v mozgu
(Griffiths et al., 1999; Lovell et al., 1998). Hladina Zeleza v mozgu sa s vekom zvysuje
(Gerlach et al., 1994).

Pri mutécidch L-feritinu u cloveka bolo zistené, Ze sposobuje u dospelych
ochorenie bazalnych ganglii (Curtis et al., 2001). Vyznam feritinu spoc¢iva v oxidacii
Fe?* na Fe*, &im zabrafiuje ucasti Fe** na Fentonovej reakcii atym aj tvorbe ROS
(Goldstein et al., 1993; Halliwell, Gutteridge, 1990; Kehrer, 2000).

Ludsky feritin je predovSetkym v cytoplazme buniek (Theile, 2004), ale
vyskytuje sa aj v mitochondridch (Drysdale et al., 2002; Levi et al., 2001). Oba maju
funkciu ochrannych proteinov. Mitochondrialny feritin je menej Studovany nez
cytoplazmatické formy, apreto zostdva mnoho otazok tykajucich sa jeho ulohy
V homeostdze Zzeleza. Analyzy expresie mitochondridlneho feritinu ukdazali, Ze
Vv tkanivach sa ho naSlo len malo, ale vo vyznamnom mnoZstve bol objaveny v
semennikoch (Drysdale et al., 2002).

Dalsim dolezitym aspektom feritinu v stvislosti s Pudskym zdravim je jeho
potencidlna tloha pri infekcii a zapale. Degradécia feritinu na hemosiderin predstavuje

potencidlne odstranenie toxického katalytického Zeleza prostrednictvom premeny na
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hydrat oxidu zelezitého, typ, ktory je menej nachylny a katalyzuje tvorbu cytotoxickych
oxidacnych druhov. Mobilizaciou feritinu makrofagy infiltrujuce zéapal alebo zranenia
tkaniv, predstavuji hlavny dévod produkcie reaktivnych oxida¢nych foriem, drazdenim
bakterialnych patogénov. Dalsou komplikujicou moznostou je, Ze bakterialne patogény
maju feritin znamy ako "mini-feritin" alebo Dps proteiny (DNA-binding proteins from
starved cells) (Liu, Theile, 2005). Experimentalne udaje naznauju, ze tieto mini-
feritiny hraji Glohu pri ochrane bakteridlnej DNA z expozicie zeleznych ionov a
peroxidu vodika pri zdpalovych odpovediach (Andrews et al., 2003;. Ceci et al., 2003;
Grant et al., 1998), a preto poskytuju uréité nedefinované trovne bunkovej odolnost
voc¢i oxidaénému poskodeniu spdsobenému zapalovymi bunkami (Kauko et al., 2004;
Zanotti et al.,, 2002). Vyskyt zdpalu v celom rade l'udskych ochoreni (napr.
hemochromat6za, kongestivne srdcové zlyhanie, alkoholicka peceniovd fibroza,
rakovina pluc, reumatoidna artritida, Crohnova choroba atd’), zdoéraznuje vyznamné
spojenie feritinu so zapalovymi bunkami (napr. povrchovy apoprotein D), jeho ulohu

v celkovom vyvoji a mozny vplyv na reguldciu zépalovej reakcie.

Bilirubin
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Obriazok 10 Prehl'ad metabolizmu Zeleza v organizme (Trojan et al., 2003).
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4 Regula¢né mechanizmy hladiny Zeleza

Na bunkovej Grovni prebieha koordindcia expresie proteinov zapojenych do
prijmu, transportu a uskladnenia Zzeleza. Tato regulacia zahfia ovplyviiovanie
transkripcie, stability mRNA, translacie a posttranslacné upravy. Najlepsie
prestudovany je systém zalozeny na pdsobeni dvoch cytoplazmatickych proteinov,
oznacovanych ako IRP1 a IRP2 (iron regulatory proteins), ktoré vo vztahu k aktualnej
hladine zZeleza v bunke ovplyviluji prepis mRNA vysSie uvedenych génov

(Muckenthaleret al., 2008).

4.1 Posstranskripéné mechanizmy regulacie bunkového metabolizmu

Zeleza

Dvojica intraceluldrnych proteinov u cicavcov nazyvanych ako regulacny
protein 1 (IRP1) a regula¢ny protein 2 (IRP2) existuje v cytoplazme buniek a plnia
funkcie v posttranskripnej regulacii expresie niekolkych vyznamnych génov
zapojenych do metabolizmu zeleza (Klausner et al., 1993;. Rouault, 2006). Medzi gény,
ktorych sa tento regulaénymechanizmus dotyka patria mRNA feritinu H a L -
podjednotky (Leibold et al., 1990), TfR1 (Leibold, Munro, 1988), feroportin (Abboud,
Haile, 2000) a DMT1 (Gunshin et al.,1997). Va¢sina molekularnych a bunkovych stadii
IRP1 al RP2 sa sustredili na interakciu tychto proteinov s mMRNA feritinu a TrfR1
(transferrin receptor) v reakcii na zmeny intracelularnej koncentracie zeleza. IRP1 a
IRP2 menia expresiu tychto génov pri tvorbe komplexu s vysokou afinitou medzi IRP
proteinmi a udrziavanou kmenovou slu¢kovou Struktirou na mMRNA oznacovonou IRE
(iron — regulatory element), ktory bol prvykrat zaznamenany v roku 1987 (Aziz and
Munro, 1987; Hentzeet al., 1987; Leiboldand Munro, 1987). Stadie tychto sekvencii
ukazali, ze jeden IRE sa nachadza na5” konci H a L-podjednotky feritinu, a pat

sekvencii IREs zasa na 3" konci TrfR1 (Klausner et al., 1993; Wallandera et al., 2006).
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V pripade IRE na3” konci TrfR1 sa ukazalo, ze obsahuje prvok nestability,
umoziujuci citlivost’ na degradaciu ribonukleazou (Binder et al., 1994; Casey et al.,
1989; Mullner et al., 1989; Mullner, Kuhn, 1988). Pri nizkej intracelularne;j
koncentracii zeleza sa IRP1 a IRP2 aktivuju a viazu na IREs sekvencie mRNA feritinu
a mRNA Trf. Protein IRP1 sa viaze na 5 koniec mRNA feritinu a vysledkom tejto
véazby je inhibicia translacie proteinu feritinu. Protein IRP2 sa viaze na IREs sekvencie
na 3" konci mMRNA TrfR1. Vysledkom IRP2 vizby k jednému alebo viacerym IRES na
3’konci TrfR1 je ochrana 3’'konci mMRNA pred endonukleolytickym Stiepenim a
rozkladom, ¢im je zvySena syntéza TrfR1 a bunkovy prijem zZeleza.

Pri vysokej koncentracii vnutrobunkového zeleza sa IRP1 a IRP2 neviazu k
prislusnym IREs vo feritine a TrfR1 mRNA, ¢o ma za nasledok adaptivnu bunkovu
odozvu na vysoka hladinu Zeleza SO zvySenou syntézou feritinu, aby uloZenie
reaktivneho Zeleza a zniZzenie syntézy TrfR1 viedlo k znizeniu bunkového prijmu Zeleza
a tym k zabraneniu cytotoxicity. Zvlast, ked’ TrfR2 je ucastnikom bunkovej absorpcie
zeleza (Johnson, Enns, 2004; Kawabata et al., 1999; Robb, Wessling-Resnick, 2004) a
jeho uloha nie je regulovana IRP. Experimentalne $tudie ukazuju, Ze schopnost’ IRP1 a
IRP2 viazat’ sa na IREs bola vytvorena v niekol’kych réznych bunkovych liniach. Tieto
posttranskripéné interakcie medzi IRP a IRE st oznacované ako IRP-IRE regulac¢ny
systém (Casey et al., 1988; Mullner et al., 1989). IRP1 a IPR2 maju podobné sekvencie
a su Clenmi rodiny génov akonitazy (Hentze, Argos, 1991; Kennedy et al., 1992;
Rouault et al., 1991). Cudské IRP1 a IRP2 gény sa navzajom zhoduju na 56% (Rouault
2006). Avsak len IRP1 ma enzymaticku aktivitu akonitazy (Kaptain et al., 1991) a jeho
krystalicka Struktura ukazuje, Ze sa v skutocnosti podobnd mitochondrialnej akonitaze
(Dupuy et al., 2006; Robbins, Stout, 1989), ¢o je enzym zucastiiujuci sa Krebsovho
cyklu. Aby doslo k tvorbe akonitdzy, je nutna pritomnost’ vysokej hladiny zeleza, ¢o je
signalom pre IRP1 vytvorit' svoju kubicku Struktiru - [4Fe-4S] klaster, skratene
oznacovany ISC (iron sulphur cluster) (obr. 11) (Haile et al., 1992), posobiaci ako
cytozolovy senzor hladiny Zeleza (Rouault et al., 1992; Rouault, Klausner, 1996). Fe —
S klaster je nestabilny a m6ze menit’ svoju ulohu podl'a hladiny Zeleza. Pri nizkej

hladine Zeleza sa aktivuje a viaze k IREs (Haile et al., 1992). Protein IRP1 je citlivy na
kyslik (napr. 0%, H,0,, NO-), exogénne aendogénne oxidanty (napr. paraquat,
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formaldehyd) a latky posobiace ako substraty, ktoré vedu k tvorbe oxidacného stresu
(Ayaki et al., 2005; Cairo et al., 2002; Meyron-Holtz et al. 2004; Miret et al,. 2003;
Missirlis et al., 2003; Mueller, 2005; Orino et al., 2001; Starzynski et al., 2005).
Nedavno bolo zistené, ze 1 samotny etanol, ktory je sucastou metabolizmu mysi moze
aktivovat’ IRP1 alebo IRP2 proteiny (Harrison-Findik et al., 2006). Nakolko je
normalny bunkovy metabolizmus v mitochondridch bohaty na oxidacné reakcie a IRP1
sa Strukturdlne a funkéne podoba mitochondridlnej akonitdze, je mozné, ze existuje
vztah medzi mitochondridlnymi a cytoplazmatickymi cestami metabolizmu Zeleza.
Niekol'ko experimentalnych dokazov podporuje tlohu mitochondrii pri aktivacii IRP1
na cytoplazmaticka akonitazu (Bouton et al., 2002; Chen et al., 1998; Seznec et al.,
2005; Wingert et al., 2005). V skuto¢nosti ide o biochemické zhromazd’ovanie [4Fe-4S]
klastru IRP1, poskytujice charakteristicky rys pre snimanie hladiny zeleza v porovnani
s IRP2. IRP2 nie je schopny vytvorit' [4Fe-4S] klaster, a preto nema enzymaticku
aktivitu akonitazy (Guo et al., 1994).

Mnozstvo Studii s izolovanym zivo¢iSnym tkanivom poukazuje na vyznam IRP1
ako klacového proteinu IRE. Tento predpoklad podporuje skutoCnost, Zze vysoké
mnozstvo IRP1 sa nachadza v peceni, ktora je hlavnym organom pre uskladnie
zeleza. IRP2 proteiny su zasa hlavnym senzorom cytoplazmatického zeleza (Galy Et al.,
2005; Vaute et al.,, 2001; Meyron-Holtz et al., 2004; Starzynski et al., 2005).
Dominantni Glohu IRP2 pri regulécii intracelularnej hladiny Zeleza cez vizbu IRE
dokazuje 1 to, Ze IRP2 ma vicSiu IRE vidzbovu aktivitu pri nizkej hladine kyslika
(Meyron-Holtz et al., 2004). Pri vyssich hladinach kyslika dochadza k rozpadu [4Fe-4S]
Klastru (obr. 11), a tym k aktivacii bez akonitazovej formy proteinu, ktora je schopna
viazat sa na IRE. Cielenym odstranenim IRP1 dojde k zvySeniu vidzbovej aktivity
aexpresie IRP2 (Meyron-Holtz et al., 2004). IRP2 ma hlavnu tlohu ako vézbovy
protein IRE pri fyziologickych hladinach kyslika.
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Styroch i6nov Zeleza a Styroch sulfidovych i6nov. Skupina je spojend s proteinom cysteinovymi
ligandami (Ttmova, 2009).

4.2 Hepcidin

Klucova tlohu v metabolizme Zeleza ma hepcidin  (HAMP-hepcidin
antimicrobial peptide) objaveny Krausom v roku 2000 (Krause et al., 2000). Ide
0 protein s baktericidnou aktivitou (Gnaz et al., 2001), ktorého syntéza je
V hepatocytoch regulovand najmd hemjuvelinom (HJV) (Papanikolaouet al., 2004),

génom pre hemochromatozu (HFE) a transferinovym receptorom 2 (TrfR2).

4.2.1 Vyznam hepcidinu

Hepcidin je 25 — aminokyselinovy peptid, ktory bol po prvykrat objaveny v moci
aplazme len neddvno ato Vv priebehu hl'adania novych antimikrobidlnych peptidov
(Ganz, 2003; Krause et al., 2000). Prvy navrh toho, Ze hepcidin je zapojeny do
metabolizmu Zeleza, bol dokdzany metodou subtraktivnej hybridizacie (metoda
porovnavania dvoch vzoriek — tester a driver, kde jedna obsahuje hl'adany transkript
a druhd nie, driver je vZdy v nadbytku a hl'adany transkript neobsahuje) medzi peceiou
mysi s nadbytkom zeleza a peceniou kontrolnych zvierat (Pigeon et al., 2001). V tomto
experimente bolo vyrazné zvysenie hladiny pecenového mRNA hepcidinu v dosledku
podavania chemickych zlucenin Zeleza. Naopak pri nedostatoénom mnozstve zeleza

V potrave zvierat, doSlo k zniZeniu hladiny pecetiovej mRNA hepcidinu. KI'icova uloha
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hepcidinu v reguldcii metabolizmu Zeleza sa prvykrat uvadza ako nahodny objav
Nicolasa vroku 2001 s pouzitim transkripéného faktora mysi USF2 (upstream
stimulatory factor 2). Hoci samotny gén USF2 nie je zapojeny do metabolizmu Zeleza,
jeho neumyselné naruSenie vytvorilo nechceny vplyv na okolie génov hepcidinu, Hepcl
a Hepc2, a tak mySiam chybala vicsia cast mRNA hepcidinu. Mysie hepcidinové gény
Hepcl a Hepc2 sa odlisuju funk¢ne a vyrazné st aj rozdiely v ich tkaninovej distribucii
(Lesbordes-Brion et al., 2006; Lou et al., 2004). Narusenie Hepcl a Hepc2 vydstilo
uUmysSi v hemochromatézu. LCudia maja len jeden typ hepcidinu HAMP (hepcidin
antimicrobial peptide), prevazne exprimovany v peCeni (Ganz, 2004). Pritomnost’
hepcidinu bola zistend nielen v peceni a ¢revach, ale aj v slezine, plucach, krvi
asvaloch (Rivera et al., 2005). Ulohu hepcidinu v I'udskych chorobach sposobenych
zelezom potvrdili Studie heraditarnej hemochromat6zy (Roetto, 2003). Narusenie génu
hepcidinu méze viest' k vzniku juvenilnej hemochromatézy, ktora je najzavaznejSou

formou l'udského ochorenia zapricinenej Zelezom.

4.2.2 Mechanizmus posobenia hepcidinu cez feroportin

Ako bolo uvedené uz skor, export zeleza zbuniek sa uskutocniuje
prostrednictvom feroportinu ako jediného zndmeho prenaSaca bunkového Zeleza.
Feroportin sa nachddza na bazolateralnej mebmrane enterocytov, hepatocytov
a makrofagov (Donovan et al., 2000; McKie et al., 2000; Wessling-Resnick, 2006).
Hepcidin posobi tak, Ze znizuje funként aktivitu feroportinu v tychto bunkach (Knutson
et al., 2005; Nemeth et al. 2004). Hepcidin sa priamo viaze na feroportin, indukuje jeho
internalizaciu z povrchu bunky a nasledne jeho degradaciu v lyzozémoch (Knutson et
al., 2005; Nemeth et al., 2004). Hepcidin reguluje uvolnenie Zeleza z buniek
(enterocytov, makrofdgov a hepatocytov) degradaciou feroportinu. Enterocyty,
makrofagy a hepatocyty st hlavné bunky, ktoré najvyznamnejSou mierou ovplyviiuji
hladinu Zeleza. Hepcidin je syntetizovany v pec€eni, odtial’ cirkuluje do tenkého creva,
kde reguluje absorpciu zeleza z potravy. Degradacia feroportinu v enterocytoch vedie
Kk poklesu transportu Zzeleza cez dvanastnik do plazmy, ¢im ucinne znizuje jeho
vstrebavanie zo stravy. Ked' dojde k poklesu zeleza v strave alebo sa vyskytuje vrodené
zatazenie Zelezom, zvySi sa expresia peCeniového hepcidinu atym sa zabrani
nadmernému prijmu Zeleza, ¢o je pravdepodobna prevencia pred toxikologickymi
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prejavmi (Ahmad et al., 2002; Mazur et al,. 2003; Nemeth et al., 2004; Pigeon et al.,
2001). Tento negativny regulaény mechanizmus modze vysvetlit skutocnost, ze
makrofagy obsahuju vysoké hladiny zeleza pri zépalovych stadiach, kde su pozorované
vysoké hladiny hepcidinu (Ganz, 2006). Ked je hladina Zeleza nizka, produkcia
hepcidinu v peceni je potlacend, ¢o umoziuje export zeleza feroportinom z enterocytov

do plazmy .

4.2 3 Hepcidin a hemochromatoza

Dnes je zrejme, Ze hepcidin ma ulohu v mnohych genetickych zakladoch
Pudskych choérob veducich k pretaZzeniu zelezom. Abnormality v regulacii hepcidinu pri
vstrebavani zeleza z potravy st taktiez zodpovedné za I'udské ochorenia z nadbytku
Zeleza, napr. hemochromatoza, juvenilnd hemochromatéza anémia (Fleming, Bacon,
2005; Ganz 2003; Roetto et al., 2003). Expresia mRNA hepcidinu v peceni je
neprimerane zdokumentovand u pacientov sréznymi muticiami hemochromatdzy
(Bridle et al., 2003; Lanzara et al., 2004; Lee et al., 2004; Merryweather-Clarke et al.,
2003; Papanikolaou et al., 2005; Roetto et al., 2003). U pacientov s anémiou sa
vylucovanie tohto horménu zvySuje az 100 — krat (Nemeth et al., 2003) a d’alSie
chronické anémie uludi s taktieZ spojené s vyraznym narastom expresie mRNA
hepcidinu (Kearney et al., 2005; Weinstein et al,. 2002). Anémiu charakterizuje pokles
poctu cervenych krviniek, a preto by vplyv zvySenej hladiny hepcidinu na abléaciu
bunkového exportu zeleza vysvetlil vplyv na ich zivotaschopnost’. U niektorych l'udi
sposobuje genetickd ablacia HAMP (hepcidin antimicrobial peptide) najzavaZnejSie
ochorenie spojené s nadbytkom Zeleza a tym je juvenilna hemochromatoza (Roetto Et
al., 2003). U mysi s deficitom hepcidinu, kvoli heterozygotnej mutécii hepcidinového
génu, sa vyskytuje zvySend akumulécia Zeleza (Nicolas et al., 2004). Na druhej strane
nadmerné mnoZzstvo Hepcl u transgénnych mysi malo za nasledok tazké anémie
z nedostatku Zeleza. U mySi s experimentdlne vyvolanym zapalom, kde pouzili ako
rozpustadlo terpentinovy olej, je expresia mRNA hepcidinu indukovand az
Stvornasobne (Nicolas et al., 2002). Alkoholické ochorenia pecene st uzko spojené so
zvySenou akumulédciou zeleza v peCeni, ¢im vznikd hemochromatoza (Fletcher and
Powell, 2003; Niemela et al., 1999). Tieto zistenia podporuji aj udaje ziskané na

zvieracich modeloch, ktoré ukazali, ze chronickd konzumaécia alkoholu je dévodom
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akumulécie nehemoveho Zeleza v peceni (Batey, Johnston, 1993; Sanchez et al., 1988;
Valerio et al., 1996). Tri nezavislé studie potvrdili, ze vyska hepcidinu poklesla pri
podavani alkoholu, ktorého ucinok by vysvetloval zvySenie transportu Zzeleza
v dvanastniku, ¢o vedie k zvySeniu Zeleza v potrave a tym padom k pretazeniu zelezom

(\Valerio, Petersen 2000).
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Obrazok 12 Regulacia homeostazy zeleza hepcidinom. Regulacia systémovej homeostazy
zeleza (Fe) hepcidinom. Hepcidin blokuje uvoliovanie Fe z enterocytov a makrofagov, pretoze
se viaze na feroportin (Cerveny valec) a zpdsobuje jeho internalizaciu a degradaciu (valec s
prerusovanou ¢iarou). Syntéza hepcidinu je stimulovana zépalom a vysokou koncentraciou Fe
(1). Naopak anémia, hypoxia a nizka koncentracia Fe () blokuju syntézu hepcidinu, ¢o vedie
k zvyseniu koncentracie Fe v plazme (modifikované, Horvathova, PospiSilova, 2010).
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4.2.4 Hepcidin a vedecky vyskum

V sucasnej dobe je doslava explozia zakladného a aplikovaného vyskumu
s cielom stanovit’ presni ulohu a mechanizmu sposobenia hepcidinu pri pretazeni
organizmu zelezom, zapalovych poruchach, regulacii hypoxie, anémidch a d’alSich
fyziologickych abnormalitdch. Predpoklada sa, Ze samotny hepcidin moze byt kI'ic¢om
Kk objasneniu zlozitych zdravotnych problémov suvisiacich s poruchami homeostazy
zeleza. Syntéza tohto hormonu je teda vyvoland prijmom Zzeleza v potrave, zapalmi
a infekciami, anaopak, je potlaCeny nedostatkom Zeleza v potrave, anémiou
a hypoxiou. Mechanizmus ucinku zahfiia priamu vizbu a degradaciu feroportinu ako
jediného zndmeho mobilného prendsaa zeleza. Pochopenie moznej interakcie
hepcidinu d’alej ovplyviiuje klinické postupy Vv liecbe chordb tykajicich sa Zeleza.
Posledné vedecké pokroky hovoriace o hepcidine poukazuju na mozné terapeutické
vyuzitie hepcidinu na liecbu hemochromatéz a anémie (Ganz, 2003). Napriklad
nedostatok hepcidinu moze prispiet’ K nadbytku Zeleza, ¢o by mohlo viest’ k pripadne;j
liecbe hemochromat6zy nahradenim hepcidinu pomocou optimalizovanej formy peptidu
alebo malych molekul antagonistov urcenych pre receptory na povrchu buniek (Ganz,
2003). Stavebny toxikologicky profil peptidu ako taky je nesmierne ddlezity. Dalsou
zaujimavou otazkou pre potencidlny klinicky vyskum by mohlo byt, akou mierou moze
vstrebavanie Zeleza z potravy ovplyvnit’ transplantacia pecene. Tejto témy sa dotykaju
aj mnohé d’alSie otazky ako je rozvoj klinickych testov na meranie obehu hepcidinu ako
biomarkéru pre rozne stavy, ako je anémia z nedostatku Zeleza, ¢i chronicky nadbytok

zeleza v organizme.
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5 VoPné radikaly

Vol'né radikaly st produktami normalnych metabolickych pochodov v organizme
(Halliwell, Gutteridge, 2007). Podiel'aju sa na ochrane organizmu pred cudzorodymi

Casticami, na reprodukénom procese a aktivuju cely rad enzymov.

Na druhej strane su zodpovedné za mnohé patologické stavy a poSkodenia buniek.
Zaujem o stanovenie vol'nych radikalov stipa, pretoze ich nadmerna produkcia zohrava
vyznamnu ulohu pri réznych ochoreniach, napriklad pltcne, kardiovaskularne,
onkologické, neurodegenerativne a d’alSie.

VolIné radikaly su bud’ elektroneutralne, alebo maju iénovy charakter (anionovy
radikal, katiénovy radikal). Ich reaktivita spo¢iva v tom, Ze dokdZu svoj nespareny
elektron spdrit’ s elektronom inych latok, ¢im ich vlastne oxiduja, a preto sa nazyvaji
oxidanty. Mo6zu reagovat s molekulami lipidov, proteinov a nukleovych kyselin a
primarne ich poskodzovat atym nésledne dochadza k tvorbe produktov, velmi
reaktivnych metabolitov, ktoré mézu byt casto aj toxickejSie ako ich materské

molekuly, a tak sekunddrne poskodzuji bunky i cely organizmus.

Kyslik sa v tele normalne metabolizuje, ale navySe mdze vytvarat potencidlne

toxickeé latky. VolI'né radikaly vznikaji z molekul tromi sposobmi:

» homolytickym Stiepenim kovalentnej vazby, pricom kazdy jeden fragment ziska
jeden nespareny elektron,
» pridanim jedného elektronu k normalnej molekule (redukcia),

» stratou jedného elektronu (oxidacia).

NajvyznamnejSou skupinou volnych radikalov Zivych systémov st prave
radikaly odvodené od kyslika, oznaCované aj ako reaktivne formy kyslika-ROS
(Reactive Oxygen Species). Prave tieto formy st hlavnymi Gcastnikmi deStrukcie
tkaniva ¢1 poSkodenia, atym zaroven naruSitelmi jeho normadlnej funkcie
(Durackova, 1998). Pozname vniitorné (endogénne) a vonkajsie (exogénne) zdroje

vol'nych radikalov (Rovny, 2009).

Aerobne organizmy maju schopnost” vyuZzivat’ energiu uloZzeni v chemickych

vézbach molekil zivin — substratov. Tak dochadza k spracovaniu zivin oxidativnym
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metabolizmom, pri ktorom sa molekuly substratov degraduju a kyslik sa redukuje na
vodu. Aby sa molekulovy kyslik O, redukoval az na vodu, musi prijat’ 4 elektrony.
Tie neprijme naraz, ale postupne po jednom. Désledkom tohto procesu je vznik
kratko zijucich medziproduktov — volnych radikalov, ktoré obsahuji nespareny
elektron a su mimoriadne reaktivne. Priblizne 1 az 3 % vdychnutého kyslika sa
premiena na superoxidovy radikal, z ktorého mézu vznikat' d’alSie reaktivne formy
kyslika, ¢i uz iné radikaly alebo latky ako peroxid vodika, ktoré sa vyznacuju
vysokou oxida¢no-reduk¢nou aktivitou, hoci radikalmi nie su (reakcia 1) (Kaplan,

Lehotsky,1997):

0, _¢, 0, ¢ 2H H,0, L*I—i;. OH _¢ +H H,O
H,0

5.1 Fyziologicka tvorba vol’nych radikalov

Mitochondrie zabezpecuju nielen energeticky metabolizmus bunky, ale st aj
hlavnym producentom superoxidového radikalového anioénu (O,7) a peroxidu vodika
(H202). Superoxid sa podiel'a na tvorbe dalSich reaktivnych foriem kyslika (ROS).
V peroxizomoch je zdrojom tvorby superoxidového radikalového anionu xantinoxidéaza.
Obsahuje molybdén a patri medzi Fe — S flavinové hydroxylazy a katalyzuje
hydroxylaciu purinov a to konkrétne hypoxantinu na xantinaz kyselinu mocovu.
Molekulovy kyslik sa redukuje na superoxidovy radikalovy anion a nasledne na peroxid
vodika. Za dolezity zdroj tvorby peroxidu vodika v peroxizomoch sa povazuje aj
oxidacia mastnych kyselin v pecetlovych bunkach kvoli dlhodobému hladovaniu

(Jomova et al, 2010).
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5.2 Oxidacny stres

Oxidacny stres vznika dosledkom negativneho posobenie volnych radikédlov a
reaktivnych metabolitov kyslika alebo dusika. Oxidacny stres mozu spdsobit’ niektoré
latky zivotného prostredia alebo zlyhanie antioxidacnej obrany. Oxidac¢ny stres
znamena prevahu oxidacnych castic nad bunkovymi antioxidantami v zivych bunkach,
kedy sa poruSuje rovnovaha medzi tvoriacimi sa radikdlmi a ich prirodzenymi
vychytavacmi. Ak produkcia volnych radikdlov pri oxidacii zivin alebo pri inych
reakciach v organizme prevysi kapacitu obrannych mechanizmov, dochadza k
oxidacnému stresu, ktory moze viest k poskodeniu tkaniva alebo organu (Kaplén,
Lehotsky,1997). Tak oxida¢ny stres zohrava tlohu pri vzniku alebo rozvoji mnohych

ochoreni.

5.3 Ukast’ Zeleza na produkcii voPnych radikalov

Tvorba vol'nych radikalov je izko spojena aj so Zelezom ako redoxne aktivhym
kovom. Hoci regulaéné mechanizmy bunky zabezpeluju, Ze v organizme nie je
pritomné ,,voI'né* (neviazané) zelezo, pri strese sa v podmienkach in vivo superoxidovy
anion radikdl vyskytuje vo zvySenom mnoZstve a pdsobi ako oxidant proteinov
obsahujucich nehemové viazané zelezo [4Fe-4S]. Tym sa uvoliuje ,,volné“ Zelezo.
Uvolnenie zeleza u¢inkom superoxidového anidonového radikalu bolo dokazané v [4Fe-

4S] enzymoch rodiny dehydrataz — lyaz.

Takto neviazané Zelezo sa moéZe zapojit do Fentonovej reakcie a dochadza

k produkcii vysoko reaktivneho hydroxylového radikalu (Valko et al., 2005):

Fe** +H,0, — Fe* +°OH+0OH
Superoxidovy radikal participuje v Haber — Weissovej reakcii

02._ + H,0, — 0O, + ‘OH + OH
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ktorda kombinuje Fentonovu reakciu a redukciu Fe®* superoxidom za vzniku Fe?*

a kyslika:
F63+ + 02.7 — F62+ + O,

Pri urcitych podmienkach moze superoxidovy anion radikal reagovat’ s oxidom dusika
za vzniku vyznamného mnozstva ovela silnejSieho oxida¢ného peroxodusitanového

radikalu.
NO* + O, — ONOO’

Uginkom vol'ného redoxne aktivneho Zeleza v bunkach dochadza ku tvorbe ROS a
katalyze peroxidacie lipidov. Pri peroxidacii lipidov spusta volny radikél retazovu
reakciu medzi nenasytenymi mastnymi acylovymi skupinami v bunkovych membranach
a molekulovym kyslikom. Dosledkom oxida¢ného poskodenia st nefunkéné membrany

a smrt’ buniek.

Schopnost’ i6nov zeleza, ako aj inych prechodnych kovov, podstupit’ oxidaciu alebo
redukciu z nich robi potencialnych partnerov pre chemické reakcie zahfiujice
biologické volné radikdly. Nie je ndhodou, Ze superoxiddismutaza, enzym, ktory
katalyticky ni¢i radikaly superoxidu tym, ze ho dismutuje na peroxid vodika a kyslik,

obsahuje v aktivnhom mieste 3 r6zne prechodné kovy (Mn, Cu alebo Fe).
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6 Antioxidanty

U aerébnych organizmov existuju G¢inné obranné mechanizmy proti trvalému
posobeniu volnych radikalov — antioxida¢né systémy. Antioxidanty, jednotlivo alebo
vV kombinaciach, chrania pred oxidativnym poskodenim volnymi radikdlmi ato

neutralizaciou ich toxického u¢inku.

Mitochondrie su nielen miestom tvorby volnych radikédlov, ale aj miestom
bohatym na antioxidanty. Patria medzi ne predovSetkym enzymy ako
superoxiddizmutaza (SOD) s réznou lokalizaciou v bunkach, ktora katalyzuje premenu
superoxidového radikalu na peroxid vodika a kyslik (reakcia 2) (Kaplan, Lehotsky,
1997). Okrem enzymov sem zarad'ujeme aj aj latky neenzymovej povahy, ktorymi st

vitaminy.
Reakcia2: 0O, °°, H,0, + 0%

Mitochondrie su bohaté na antioxidanty vratane glutationu (GSH) aenzymov ako
superoxiddismutaza (SOD) a glutation peroxidaza (GPx), pritomné na oboch stranach
membran ako minimalizatory oxida¢ného stresu. Superoxidové radikalové anidny na
oboch stranach mitochondriovej membrany sa aktivitou Cu, Zn — SOD (SOD1 -
lokalizovana v cytoplazme) (reakcia3) a Mn — SOD (SOD2 — lokalizovana v matrix
mitochondrii) menia na peroxid vodika (reakcia 4) a pdsobenim glutation peroxidazy
na vodu. Glutation peroxidaza vyzaduje pritomnost’peptidu glutationu (GSH), ktory sa

posobenim peroxidu vodika alebo inych organickych hydroperoxidov oxiduje na GSSG:

Reakcia 3: O, + 2 H" &&40-500 5 1.0, + 0, 215 2 H,0 + GSSG

Reakcia 4: O, + 2 HY M™9P [ 91,0, + 0, 2&H _, 2 H,0 + GSSG

Dal§imi zlozkami primarneho obranného systému su teda latky neenzymovej
povahy, kam zarad’'ujeme vitaminy A, B6, C a E (Kaplan, Lehotsky, 1997). Vitaminy

samostatne alebo Vv kombinacii Sinymi antioxidantmi reguluji ROS generacie,
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podporujuce uvolfiovanie zeleza z proteinového komplexu ako je uz spominany
mitochondrialny zelezo-sira kluster (obr. 11), transferin (5) a feritin (obr. 7) (Chow,
2009). Taktiez zmieriiuju nepriaznivé ucinky z nadbytku zeleza alebo dusitanovej

lietby.
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7 Neurodegenerativne ochorenia

Véaznym problémom sucasnej neuroldgie je problém degenerativnych ochoreni
nervového systému. Odbornici tuto skupinu ochoreni nazyvaji systémové ochorenia
a atrofie alebo heredofamilidrne degenerativne ochorenia nervového systému. Napriek
tomu neurodegenerativne ochorenia predstavuju i pri sucasnych obrovskych pokrokoch
v genetike a molekularnej bioldgii este stale pomerne kontroverznt skupinu nervovych
ochoreni alebo celkovych ochoreni organizmu vratane poruch nervového systému (NS)
(Varsik et al.,, 2004). V suvislosti s tymito ochoreniami sa Casto stretavame s
degradaciou nervovej bunky anervového systému (Waller, 1848). Ide o postupné
oslabenie zivotnych funkcii a biologicky nepriaznivi premenu z generacie na generaciu.
Tento pojem sa pouziva pre opisanie morfologickych zmien v mechanicky poskodenom
periférnom nerve, preto sa bezne oznacuje aj ako Wallerova degraddcia. Nazov
degenerativne ochorenia sa pomaly nahrddza skupinou genetickych poruch a stava sa
sucastou kapitol o demenciach, poruchich postiry a pohybu, ataxiach, poruchach
senzorickych funkcii a podobne (Rowland et al., 2000). 21. storo¢ie prinieslo nové
poznatky o Strukturalnych zmenach buniek (bunkové organelopatie, mitochondrialne,
peroxizomové, lyzozémové a dalSie poruchy) a o poruchach biochemizmu buniek,
najmd dokazy o pritomnosti niektorych patologickych substratov, hlavne proteinov

(Varsik et al., 2002).

7.1 Alzheimerova choroba

Senilnd demencia Alzheimerovho typu (SDAT-Senile dementia of the Alzheimer
type) alebo Alzheimerova choroba (AD-Alzheimer Disease) je stale CastejSia
v rozvinutych krajinach, kde populéacia obsahuje viac a viac starSich I'udi, hoci nie je
ziadny znamy doévod k tomuto ochoreniu. Casto nie je zname preco sa niektori 'udia
s touto demenciou stretnit uz v 30-tom alebo 40-tom roku svojho zivota, zatial’ ¢o ini
0 nej nemaju ani tuSenia do konca 70.-80. rokov zivota. Vo veku 60 rokov trpi touto
chorobou menej nez 1% populacie, kym vo veku 85 rokov je to uz Stvrtina az tretina
0sob. Tak sa pri starnuti populdcie stava AD prevladajacou. Familidrne pripady
s definovanym U¢tom dedicnosti AD st asi 10%. Genetické vady u familiarnych

pripadov boli zistené na 4 chromozomoch (Blennow et al, 2006):
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Tabulka 3 Prehl'ad chromozomov a ich génov (Blennow et al, 2006)

Prekurzorovy  protein  amyloid
21 (APP)
19 Apoliprotein E (ApoE)
14 Presenilin 1 (PSENT1)
1 Presenilin 2 (PSEN2)

Tzv. pripady so ,,skorym néstupom® AD vo veku 30, 40 a 50 rokov maju geneticky
zaklad suvisiaci s APP (Amyloid Precursor Protein), PSEN1 (Presenilin 1) a PSEN2
(Presenilin 2) génmi. AD pripady spojené s APP genetickym defektom na chromozéme
21. maju vysvetlit' vyskyt Alzheimerovej choroby u 0s6b s Downovym syndromom
prevazujucim do stredného veku. APP kéduje amyloid, ¢o vedie k fibrilarnej agregacii
beta-amyloidu, ktory je toxicky pre neurdny. Asi polovica predchadzajicich pripadov
vzniku AD su spojené s mutdciou génu presenilinul na chromozéme 14. Gén
presenilinu 2 bol objaveny na chromozome 1, ale tento nedostatok predstavuje mene;j
ako 1% pripadov (Ertekin-Taner, 2007). Typickejsie pripady s ,,neskorym nastupom-
AD, ku ktorym doslo po 60 rokoch m6zu mat’ zdklad v genetickych chybach. Geneticky
lokus na chromozéme 19 kdéduje transportér cholesterolu tzv. apoliproteinu E (ApoE).
ApoE zvysuje ukladanie fibrilarneho beta-amyloidu, ¢o mdézeme najst’ v 40% pripadov
AD. Pritomnost’ ApoE nie je potrebnd, ani dostato¢na pre rozvoj AD. Mutacie génu
koédujuceho protein tau tau, ktory je spojeny s mikrotubulmi mozno néjst’ v niektorych
pripadoch AD. Abnormalny tau mdze zodpovedat za skrutkovicové vladkna ndjdené
Vv neurofibrilarnej spleti (Ertekin-Taner, 2007). Bezohl'adu na pri¢inu je diagnéza AD
z klinickej stranky progresivnou stratou paméte s rastucou neschopnost'ou podielat’ sa
na beznych dennych aktivitach. V neskorSom priebehu ochorenia, postihnuté osoby nie
st schopné rozpoznat’ ¢lenov rodiny a nemusia vediet’ ani kto st. Pri pitve mozno hrubo
vidiet’ atrofiu mozgu, predovsetkym v frontalnej, temporalnej a parietalnej oblasti, a tak
dochadza v exvakuu k ventrikularnej dilatacii. V mozgovej kore dochadza k zvySeniu
poctu neuritickych dosiek, ktoré su zlozené z kl'ukatych neuritickych vybezkov okolo
centralneho jadra amyloidu. Na okraji tychto dosiek sa m6zu objavit’ reaktivne astrocyty
a mikroglie. ZvySena pritomnost’ tychto dosiek v neokortexe je nutna pre diagnézu AD.

Jadro amyloidu tvori prevazne maly peptid znamy ako 6sol, odvodeny z vacsicho
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nekurzorového proteinu amyloidu (APP). Existuju este aj tzv. difizne dosky, ktoré vSak
nie su dolezité pre stanovovanie diagnézy AD. Pocet dosiek potrebnych k diagnéze AD
zavisi od veku, a tak k ostatnym histologickym rysom AD patria neurofibrilarna splet,
amyloid angiopatia a degeneracia granulovakuolar (Mirra et al, 1993; Perl, 2000).
Medzi d’als$i dovod vzniku AD radia biochemické dokazy stratu acetyltransferaz cholinu
a acetylcholinu v mozgovej kore. Prave mnohé liecebné postupy su zalozené na znizeni
strat acetylcholinu. Lieky tohto typu produkuju stredne symptomatické vyhody, avSak
nedokazu zastavit’ progresiu choroby. Mozog napadnuty AD ma vysSie straty mozgove;j
funkcie, ¢o vedie k hlbokej demencii. Bezprostrednou pri¢inou smrti u vacsiny osob
S Alzheimerovou chorobou je zapal plic a obvyklé aspiratné pneumonie (Klaftki et al,

2006).

7.2 Parkinsonova choroba

Parkinsonova choroba bola pomenovand po britskom lekarovi Jamesovi
Parkinsonovi, ktory ju prvykrat velmi podrobne opisal uz vroku 1817. VicSina
pripadov Parkinsonovej choroby (PD) je sporadickd. Tento syndrom zahfna niekol’ko
choréb roznych etioldgiou, ktoré predovsetkym ovplyviuji pigmentované skupiny
neurénov, vratane substancie nigra, miesto ceruleus, jadro hlavového nervu X
a substancia innominata. U pacientov sa javi poruchami pohybu, pokojovym trasom
(tremorom), svalovou stuhnutostou (rigiditou), spomalenim pohybov (bradykinézou),
poruchami postoja a chodze (posturalna instabilita). Nast'astie nedochadza k dusevnému
rozkladu. Choroba za¢ina v neskorSom strednom veku a pomaly postupuje (Hughes et
al, 2005).

Ide o chorobu, ktora je definovana ako patologickd degeneracia neurénov
dopaminu v substancii nigra (SN) a intracytoplazmaticka akumulacia bielkovinovych
inkltzii, znama ako Lewyho telieska (Siderowf , Stern, 2003). Pri tomto ochoreni sa 50-
70% neurénov strdca uz pocas diagnozy (Morrish et al., 1998). Neuroprotektivna
terapia spomali, zastavi alebo otoCi priebeh progresie ochorenia v doteraz
nevylie€itelnej Parkinsonovej chorobe. U pacientov tak dochadza k progresivnej

akumulacii zeleza a feritinu v SN (Soficet al., 1988; Berg et al., 2002).
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Hlavné skody na neurdnoch sprostredkované Zelezom suvisia s tym, ze Zelezo je
vyznamnym generatorom reaktivnych foriem kyslika (ROS). Dostupné mnozstvo zeleza
Fe?* moze reagovat’ s peroxidom vodika (H20,), ¢im oxidacnymi deaminaciami
vznikaju hydroxylové radikdly (OH) poskodzujuce bielkoviny, nukleove kyseliny a
membranové fosfolipidy, nasledne veduce k bunkovej degeneracii (Gutteridge, 1992).
Nedavno sa vSak na zvieracich modeloch preukédzalo, Ze ochranou proti tomuto
posobeniu moéze byt podavanie N-metyl — 4 — fenyl-1, 2, 3, 6-tetrahydropyridinu, s ¢im
su vSak spojené motorické poruchy. Tymto porucham moézeme predist’ sucastnym
podavanim cheldtov Zeleza ako R-apomorfinu, zelen¢ho caju, klioquinolu, ubiquitinu
protedz alebo nadmernou expresiou tazkej podjednotky zeleza viazlcej feritin.
Odstrania sa tak nielen motorické poruchy, ale zarovenl st chrdnené aj dopaminové
neur6ény a udrzuje sa aj ich produkcia. Bolo tiez dok4zané, Ze pretazenie organizmu
zelezom ul'ahCuje fibrilaciu synukleinu z ¢loveka a naruSuje proteozomalnu c¢innost'.
Parkinsonova choroba je druhym najcastejSim neurodegenerativnym ochorenim

s poruchami hybnosti.
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Zaver

V praci sme spracovali prehlad proteinov, ktoré plnia dolezit¢é funkcie
vV homeostaze zeleza, regulaénych mechanizmov kontrolujucich expresiu proteinov, ako
aj zapojenie Zeleza do tvorby reaktivnych foriem kyslika vedtcich k oxida¢nému

poskodeniu biomolektl a vaznym neurodegeneratinym ochoreniam.

1. Prinos v regulacii homeostazy zeleza
Je zaujimavé, ze do roku 1980 boli, v stvislosti so Zelezom v Zivych bunkach, proteiny
transferin, transferinovy receptor a feritin povazované za hlavné regulatory hladiny
zeleza v bunkach. Nasledny objav IRE-IRP regula¢ného systému priniesol novy pohl'ad
na koordinovanu regulaciu bunkového metabolizmu Zeleza. V kazdom pripade vSak
najvyznamnejsi prinos v oblasti skimania reguldcie zeleza bol objav hepcidinu, ktory je
hormondlny ,,prepinac¢* systémovej homeostazy Zeleza. Objavom hepcidinu boli
objasneny molekulovy zdklad mnohych ochoreni spojenych s poruchami zeleza, ktory
je predpokladom pre vyvoj novych lieiv. Pokrok, ktorym je identifikdcia génu HFE
priniesol cenné informacie k pochopeniu normalneho ¢i abnormalneho metabolizmu
zeleza u 'udi, jeho geneticky zaklad a vztah ku klinickym prejavom chronickej toxicity

zeleza.

2. Toxicita Zeleza a jej povod

Vo vyskume realizovanom na pochopenie biochemickych a patologickych
mechanizmov chronickej toxicity Zeleza, existuje niekol’ko hlavnych hypotéz vratene
oxidacného poskodenia pri tvorbe Zeleza katalyzovaného ROS, lyzozomalnych
posSkodeniach, dysfunkcii bunkovych organel (napr. mitochondrie) a poskodenia DNA.
Vsetky tieto mechanizmy maju zaklad v Haber - Weisovej a Fentonovej reakcii,
produkujuce toxické ROS, ktoré moézu zacat’ destruktivne biochemické procesy ako je
peroxiddacia lipidov, ktord sa zucastiiuje na ochoreniach a patologickych procesov.

Molekularna charakteristika vrodenych defektov homeostazy zZeleza prispieva k
pochopeniu zakladnych principov fungovania a regulacie tohto procesu. Nové poznatky
sa predovSetkym uplatiiuju v diferencidlnej diagnostike, ale sucasne su zédkladom pre
vyvoj novych liecebnych metdd. Preto je dolezité neustale rozSirovat' nase sucasné

znalosti 0 presnej fyziologickej ulohe jednotlivych molekul a ich pripadné interakci.
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