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Souhrn: Zelezo je biogenni prvek vyskytujici se ve viech Zivych buiikich od jednobunéénych organizmi (bakterie, kvasinky) aZ po sav-
ce. Atom zeleza je schopen velmi snadno vizat i uvolfiovat elektron, ¢ehoz zivé bunky vyuzivaji v celé fadé vitalnich biochemickych re-
akci. Na druhé strané nadbytek Zeleza ohroZuje organizmus generaci toxickych volnych radikald, které mohou oxidaci poskozovat pro-
teiny, lipidy i nukleové kyseliny, a zptisobit tak zavazné poskozeni az smrt bunék. Organizmy proto reguluji homeostazu Zeleza na bu-
nécné i celotélové trovni, jemnéjsi detaily této integrované regula¢ni sité za¢indme pozndvat az v soucasnosti. Na bunééné drovni hraji
hlavni role v regulaci homeostazy zeleza transferinovy receptor (TfR) a feritin, jejichz exprese je tésné kontrolovdna na drovni transla-
ce regulacnimi proteiny (iron regulatory proteins - IRPs), které se vazou na specifické sekvence v mRNA (iron regulatory elements -
IREs). Dle umisténi IRE v molekule mRNA je po vazbé IRP jeji translace bud zablokovina (lokalizace IRE v S’untranslated region -
5’UTR), nebo potencovana (lokalizace IRE v 3’UTR). Nadbytek Zeleza v bunce tak zpiisobi zvySenou expresi gentl pro feritin a Gtlum
exprese genu pro TfR, pfi bunééné sideropenii je tomu naopak. Na celotélové drovni jsou klicovymi procesy regulace homeostizy ze-
leza absorpce Zeleza enterocyty a retence nebo uvoltiovani zeleza z bunék monocyto-makrofigového systému. Enterocyty reguluji
vstup Zeleza do organizmu zvy$enim nebo sniZenim jeho absorpce ze stfeva a ovliviiovinim jeho transportu pfes bazolaterdlni mem-
branu do krve. Na tomto procesu participuje fada proteint, které jsou dle potfeb organizmu zvySené nebo sniZené exprimovany. Po-
dle tzv. preprogramovaci teorie (,preprogramming theory“) je tak v zavislosti na stavu zdsob Zeleza v organizmu prekurzorova burka
enterdlnich krypt, ze které se diferencuje zraly enterocyt, predprogramovana k zvysenému nebo snizenému transportu Zeleza ze stiev-
niho lumen do krve. Velmi dtilezitym faktorem téchto regulaci je tzv. HFE protein, objeveny v roce 1996 Federem a spolupracovniky.
Nejcastéjsi pricinou vrozeného pretizeni organizmu Zelezem je bodovd mutace C282Y v molekule HFE proteinu. Homozygotni stav
pro tuto mutaci Ize detekovat u vice nez 80 % pacientt kavkazské populace, trpicich hereditdrni hemochromatézou.
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Disorders of iron metabolism I. Regulation of iron homeostasis

Summary: Iron is an ubiquitously ocurring vital element which can be found in all living cell from bacterias and yeasts to mam-
mals. The cells explore the redox potential of iron, which can be used in many essential and vital biochemical reactions. The iron ho-
meostasis must be very finely tuned beacuse iron overload may lead to the generation of very toxic reactive oxid radicals, which may
damage lipids, proteins and nucleic acids with possible severe cellular damage and death. Iron homeostasis is maintained on cellu-
lar and whole body levels and details of this fascinating network have been disclosed only very recently. The transferrin receptor (TfR)
and ferritin play the main roles on cellular level of iron homeostasis maintaining. The expression of these proteins are under tight
control of iron regulatory proteins (IRPs), which bind to specific parts of mRNA molecules, called iron regulatory elements (IREs).
If the IRE is localized in S’UTR (untranslated region) of mRNA molecule, the binding of IRP blocks translation of this mRNA. In
case when the IRE lays in the 3’UTR, the binding of IRP stabilizes the mRNA and potentiates its translation. Excess of cellular iron
causes high expression of ferritin genes and blocks the expression of TfR gene, in case of sideropenia the processes are reverse. The
absorption and transport of iron to the blood by enterocytes and the retention or release of iron by macrophages represent the main
regulatory processes of iron homeostasis on the whole body level. The enterocytes regulate the input of iron to the body by increa-
sing or decreasing its absorption from the enteral lumen and its transport across the basolateral membrane to the blood. According
to so called ,,preprogramming theory* is the precursor cell of the enteral crypts preprogrammed by the body iron status to increased
or decreased absorption and transport of iron. HFE protein, discovered by Feder et al. in 1996, plays very important role in these re-
gulations. The C282Y mutation of HFE protein is the main cause of hereditary iron overload in causasoid populations worldwide as
its homozygote status can be detected in more than 80 % of causasoid patients with hereditary hemochromatosis.
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Uvod organizmech. Najdeme je v jednobu-  lech bezobratlych i obratlovct az po
Zelezo je biogenni prvek, ktery se vy-  néénych organizmech (kvasinky, savce. Je tomu tak proto, ze atom Ze-
skytuje prakticky ve vSech Zivych  bakterie), v burikdch rostlin a v té-  leza je schopen velmi snadno vazat
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Tab. 1. NejdileZitéjsi bioslouceniny Zeleza.

Bioslouéenina Zeleza
* hemoglobin
* myoglobin

* cytochromy, kataldzy, peroxidazy, oxidazy,

ribonukleotidreduktizy, NO syntazy
* transferin
* feritiny

Funkce

* prenos kysliku z plic do tkani

* transport kysliku ve svalech

« oxidativni fosforylace, syntéza nukleovych kyselin, transport elektron,

proliferace a diferenciace bunék a fada dalsich funkci

e transport zeleza v krvi
* skladovani zeleza

i uvolniovat elektron, a tak ménit své
mocenstvi z dvojmocné ferroformy
na trojmocnou feriformu a naopak.
Zelezo se ze viech biogennich kovti vy-
skytuje v organizmu v nejvy$sim
mnozstvi, coz obnasi asi 35 mg/kg
u zen a 45 mg/kg u muzi. Nejvétsi po-
dil celkového mnozstvi zeleza v orga-
nismu je obsazen v hemoglobinu
(60-70 %), asi 10 % je soucasti myoglo-
binu, cytochromt a jinych enzymd,
asi 20-30 % tvori zasobni pool v podo-
bé vazby na feritiny, méné nez 1 % je
obsazeno v cirkulujicim poolu v krvi.
Nejdilezitéjsi bioslouceniny zeleza
a jejich funkce jsou uvedeny v tab. 1.

Vedle své nejzndméjsi funkce trans-
portéru kysliku v podobé hemoglo-
binu plni Zelezo i fadu dalsich vital-
nich funkci - je nutné pro syntézu
nukleovych kyselin (DNA i RNA),
syntézu fady proteinti, icastni se fi-
zeni bunécné proliferace a diferenci-
ace a apoptdzy, je nutné pro syntézu
myelinu a formovani dendriti neu-
rontl, coz se obrazi v ovliviiovani po-
chodit ueni a paméti.

Pozornost fady védeckych tymti je
upfena na ulohu zeleza v procesech
starnuti tkdni, neurodegenerace,
maligniho bujeni, aterosklerézy a ro-
le zeleza v imunitnim systému.

Vlastnost atomu Zeleza snadno vé-
zat a uvolriovat elektron mitize vsak
mit i negativni dopady na zivé buiiky
generaci toxickych radikala (zvlascé
hydroxyradikdly OH" a superoxidové
radikaly O%), které mohou oxidaci
poskozovat proteiny, lipidy i nukleo-
vé kyseliny. Je proto vitdlné dutlezité,
aby homeostdza zeleza byla citlivé
regulovana.
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Homeostaza Zeleza a jeji regulace
Organizmy jemné reguluji homeosta-
zu zeleza jak na buné¢né, tak i na
vyssich drovnich. Bez této regulace
by v pfipadé nekontrolovaného pii-
sunu zeleza do bunék i celého orga-
nizmu dochdazelo k poskozovani du-
lezitych biosloucenin s naslednym
poskozenim az smrti bunék, v pripa-
dé chybéjici odpovédi na nedostatek
zeleza k rozvoji deficitu zeleza. Bu-
nécnou a systémovou regulaci meta-
bolizmu zeleza nelze od sebe navza-
jem oddélit, jelikoz tvoii integrovany
celek vzajemné se ovliviujicich po-
chodti, které zacinime podrobnéji
pozndavat teprve v poslednich nékoli-
ka letech. Zelezo je ubikvitirnim
biogennim prvkem a v eukaryo-
tickych bunkich (od kvasinek po
sav¢i bunky) byla prokdzina vyrazna
konzervace a homologie gent, fidi-
cich metabolizmus zeleza, coz
umoziiuje studovat aspekty metabo-
lizmu Zeleza na jednobunéénych i vi-
cebunécnych objektech.

Z celkového pohledu je pro lidsky
organizmus nejdutlezitéj$i regulace
vstfebavani Zeleza enterocyty, nej-
vétsi podil na exkreci Zeleza ma ex-
foliace epitelii traviciho traktu, u zen
ve fertilnim véku se pridavaji ztra-
ty menstruacnim krvacenim. Malé
mnozstvi Zeleza se z organizmu ztra-
ci odlu¢ovanim bunék jinych sliznic,
kozniho epitelu a koznich adnex
a modi.

Zelezo je v krevnim proudu vazano
na bilkoviny. Z nejvétsi casti jde
o transportni protein transferin.
Molekula transferinu vize dva ato-

T+

my trojmocného zeleza Fe"'. Denné

dochézi k obratu asi 25 mg Zeleza
v krvi. Za normalnich okolnosti je
transferin saturovan pouze asi ze tfe-
tiny své vazebné kapacity. U stava
vrozeného a/nebo ziskaného pretize-
ni organizmu Zelezem stoupa satu-
race transferinu na 45 % a vice.
Molekula transferinu, obsahuyjici
Zelezo, ma vysokou afinitu k specia-
lizovanym receptortim, lokalizovanym
na bunéénych membrandch s nejhust-
81 expresi na bunkidch hemopoézy.
Byly jiz popsany 2 typy transferino-
vych receptori (TfR) - TfR a TfR2.
Po vazbé transferinu na TfR je kom-
plex transferin/TfR internalizovin
do cytoplazmy v podobé endozomu.
Uvniti endozomu jsou vyrazné kyse-
lym pH atomy zeleza disociovany
z vazby na transferin a ziroven do-
chazi k jejich redukci na dvojmocné
zelezo Fe", které je pak déle exporto-
vano do cytoplazmy. Transferin se
vaze hlavné na molekuly TfR, funkce
TfR2 je méné jasnd, nové byla popsa-
na vrozend dispozice k pretizeni
organizmu zelezem, souvisejici s mu-
taci v genu pro TfR2. Po uvolnéni Ze-
leza jsou molekuly TfR recyklovany
k expresi na povrch cytoplazmatické
membriny, kde slouzi opét jako re-
ceptory pro transferin. Cely pro-
ces nazyvime bunécna endocytéza
transferinového Zeleza.

Regulace bunéiné homeostazy zeleza

Regulace metabolizmu Zeleza na bu-
nééné trovni je fizena nékolika geny
na transkripéni, posttranskripéni
a posttransla¢ni drovni. Je nutno
zdiiraznit, ze jisté aspekty celularni
homeostizy zeleza jsou spolecné
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Tab. 2. Proteiny s IRP/IRE regulaci exprese.

mRNA Lokalizace IRE Funkce kédovaného proteinu

prokdazana regulace pres IRPs

* Transferinovy receptor 3JUTR uptake Fe

* H- a L-feritin S'UTR skladovani Fe

* eALAS (erytrocytirni syntdza aminolevuldtu) SUTR syntéza hemu

* m-akonitaza SUTR Krebsuv cyklus

* sukcinatdehydrogendza SUTR Krebstv cyklus

potencionalni regulace pies IRPs

* DMT]1 (divalent metal transporter 1) 3UTR transport Fe ze stfevniho lumen do enterocytu

¢ Feroportin 1/IREG SUTR transport Fe pfes bazolaterdlni membranu enterocytii
do krve, transport Fe z makrofagu

IRP — iron regulatory protein, IRE — iron regulatory element, UTR — untranslated region

vSem bunkim organizmu, jiné me-
chanizmy jsou tkanové nebo orgino-
vé specifické - napriklad exprese di-
valent metal transporter 1 (DMT1)
enterocyty, homeostiza zeleza v mo-
nocyto-makrofagovém systému a he-
matopoetickych tkanich, akumulace
zdsobniho Zzeleza v hepatocytech
apod. Prvou trovni regulace homeo-
stazy Fe na buné¢né trovni je ovliv-
novani influxu tohoto prvku do
bunky, coz se déje prostiednictvim
regulace exprese TfR a TfR2.

Volné atomdrni zelezo v cyto-
plazmeé bunék tvofi tzv. labilni pool
nitrobunééného Zeleza a je potencio-
nalné toxické. Bunky mohou tuto
toxicitu eliminovat v podstaté tiemi
zptisoby [4].

1. Volné zelezo je rozdélovino do
riznych kompartmentti, kde je
déle vyuzivino k syntéze dutlezi-
tych proteinti, ovliviiujicich ziska-
vani energie, detoxikaci volnych
radikalt, proliferaci, diferenciaci
a fadu dalsich celularnich funkdi.
Velmi dulezitymi kompartmenty
utilizace nitrobunééného zeleza
jsou napriklad mitochondrie, kde
probihaji reakce Krebsova cyklu se
syntézou ATP, dale bunécné jadro,
lysozomy s zelezo obsahujicimi
enzymy aj.

2.Volné cytoplazmatické Fe je ex-
portovano z burky. Tento pochod
je relativné dobfe prozkoumadn u en-

terocyttl, existence mechanizmi ex-
portu Fe se vsak predpoklada ve
vSech ostatnich burikach.

3. Nevyuzité nebo nevyloucené Fe je
ulozeno do depozit.

Zasobni zelezo je v eukaryotickych
burikach ulozeno ve formé feritinu.
U vétsiny obratlovcti je feritin tvofen
dvéma typy podjednotek, oznacova-
nych jako L- (Light, Liver) a H- (Hea-
vy, Heart) feritin. Tyto podjednotky
se organizuji do schrinek, z nichz
kazda je sloZena ze ¢tyfiadvaceti mo-
lekul L- nebo H-feritinu. Feritinové
schranky jsou schopné kazda po-
jmout nékolik tisic atomt Fe™". Jed-
notlivé feritiny se od sebe lis{ zastou-
penim L- a H- podjednotek a jsou
oznacovany jako izoferitiny. H-feri-
tin je feroxiddza a jeho aktivita us-
nadnuje rychlou inkorporaci atomu
Fe do feritinovych komplexl a na
druhé strané je toto zelezo rychleji
z feritinu uvolriovdno. Izoferitiny,
bohaté na L-podjednotky, pfijimaji
Fe pomaleji a déle jej skladuji. Jed-
notlivé tkané a organy se lisi zastou-
penim exprese a translace mRNA
pro L™ a H podjednotky feritinu.

Dalsi formou existence zdsobniho
zeleza v bunce je jeho vazba na
hemosiderin. Jde o makromoleku-
larni komplex feritinu s lipidovymi
strukturami, presné chemické sloze-
ni neni zatim objasnéno. Hemoside-

rin se fyziologicky vyskytuje prede-
v$im v Kuppferovych burkach, pfi
chronickém pretizeni Zelezem ho
nachdzime i v bunikich postizenych
organt.

Nové se ukazuje, Ze zelezo, vizané
na feritin, mutZe existovat v riiznych
fyzikalné chemickych formach (feri-
hydrid a goethit) a ze tyto formy mo-
hou vykazovat riizny stupen toxicity
zeleza pro bunky [27].

TfR a feritin predstavuji dva hlav-
ni proteiny regulace bunétné ho-
meostazy Zeleza. Exprese obou pro-
teindl je regulovdna na transkripéni
a hlavné na posttranskripéni drovni.

Sav¢i bunky se 1isi od rostlinnych
a niz8ich eukaryotickych bunék i re-
gulaci metabolizmu Zeleza. Zatimco
rostlinné a nizsi eukaryotické buriky
ovliviiuji expresi regulatortt homeo-
staizy Fe prevazné na transkripéni
arovni, savéi bunky vyuzivaji vedle
regulace transkripce hojné i posttran-
skripéni mechanizmy. Messenger
RNA mnoha ferotropnich proteint
obsahuje ve své molekule specifické
sekvence, schopné vazat regulacni
molekuly, které takto mohou modu-
lovat translaci téchto mRNA. Tyto
molekuly nazyvime IRPs — Iron Re-
gulatory Proteins a jejich specifické
vazebné sekvence v mRNA oznacuje-
me jako IREs - Iron Regulatory
Elements. IRPs jsou povazovany za
centralni reguldtory metabolizmu

683




———POTUChY metabolizmu Zeleza I. Regulace homeostazy Zeleza

zeleza u savctl. Po vazbé IRPs na IRE
je translace mRNA bud zablokovana
nebo potencovina, coz je dino loka-
lizaci IRE v molekule mRNA. Vaz-
baIRP naIRE v $’UTR (untranslated
region) molekuly mRNA zablokuje
naslednou translaci, zatimco vazba
na IRE, lokalizované v 3’UTR stabili-
zuje mRNA a potencuje tak jeji
translaci.

V tab. 2 jsou mRNA, jejichz
translace je prokazatelné nebo velmi
pravdépodobné regulovana IRPs [4].

Prestoze IRP reguluji dalsi osud
mRNA, mohou faktory, ovliviujici
transkripci genti regulovaného pro-
teinu v mnoha pfipadech prevazit
a kone¢na hladina produkce téchto
proteintl je pak vice vysledkem tran-
skripce nez posttranskrip¢nich tGprav
(zména nebo ,override“ IRP/IRE
regulace).

Dobre prozkoumdina je posttran-
skrip¢ni regulace exprese genti pro
feritin a TfR. Molekula mRNA pro
L- i H-feritin obsahuje 1 kopii speci-
fické IRE sekvence v S’UTR. Vazba
IRP1 i IRP2 na IRE feritinové mRNA
proto zablokuje jeji translaci, a tim
snizuje konec¢nou expresi L- i H-fe-
tézcu feritinu. Na rozdil od feritinu
obsahuje molekula mRNA pro TfR
pét kopii IRE, a to v 3'UTR. Vazba
IRP1 a IPR2 na tyto IRE struktury
snizuje degradaci cilové mRNA a ne-
pfimo tak zvySuje tak translaci [14].
Je zajimavé, ze mRNA pro nové obje-
veny TfR2 neobsahuje ve své mole-
kule struktury blizké IRE a exprese
genu pro TfR2 je tak regulovina pre-
vazné na drovni transkripce. Je zfej-
mé, ze TfR a TfR2 hraji v organizmu
rozdilné role v regulaci homeostazy
zeleza.

Velmi zajimavy je mechanizmus re-
gulace translace cilovych mRNA pres
IRP1 a IRP2 v souvislosti s koncen-
traci Zeleza v labilnim cytoplazma-
tickém poolu. IRP1 obsahuje ve své
molekule tusek, kde je vidzino Fe
a 4 atomy siry. Pokud jsou v této ob-
lasti navazany ti'i atomy Fe (,,cluster”
3Fe-4S), vykazuje molekula IRP1 vy-
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sokou afinitu k IRE. Pfi navdzani
dalsiho atomu Fe (cluster 4Fe-4S)
ztrdci IRP1 afinitu k IRE a nabyva
aktivitu cytoplazmatické akonitazy
(c-acon), ktera je schopna konverto-
vat citrat v izocitrat. Vidime zde tedy
zménu funkce IRP1 v zavislosti na
3Fe-4Fe obsahu zeleza v Fe-S cluste-
ru - jinymi slovy modulace funkce
molekuly tohoto regula¢niho protei-
nu ve smyslu IRP1 - c-akonitdza
a obracené [12]. Na rozdil od IRP1,
coz je protein s dlouhym polocasem
a jeho degradace a polocas nejsou
prilis§ ovlivnény stavem intracelu-
larniho Zeleza, koncentrace Fe vyraz-
né ovliviuje stabilitcu IRP2 [26].
IRP2 vykazuje asi 60% homologii
s IRP1, tyto molekuly se vyrazné lisi
unikdtni sekvenci 73 aminokyselin,
pritomnou v molekule IRP2. Tento
motiv predstavuje vazebné misto pro
Fe, které po navazani méni konfor-
maci a/nebo oxida¢ni stav molekuly
IRP2 s jeji naslednou urychlenou de-
gradaci [9]. Nadbytek Zeleza tak
zpusobi rozdilnymi mechanizmy ne-
dostatek IRP1 i IRP2 pro vazbu na
IRE s naslednou zvysenou transkrip-
ci mRNA s IRE v $UTR (mRNA pro
feritin) nebo degradaci mRINA s IRE
v 3UTR (mRNA pro TfR). Vazeb-
nd afinita IRP1 a stabilita IRP2 je
kromé koncentrace a bunééné loka-
lizace atomti Fe vyrazné ovliviiova-
nadal$imi faktory - volnymi radi-
kaly, NO, kyslikem, peroxidy apod
[20,21,30].

Enterocytové transportéry zeleza
DMT1 (divalent metal transporter
1) a feroportin obsahuji ve svych
mRNA IRE, které jsou lokalizoviny
u DMT1 v 3’'UTR a u feroportinu
v S’UTR. Pfi zvysené koncentraci Ze-
leza v labilnim cytoplazmatickém
poolu se proto translace DMT1 mu-
Ze snizovat a naopak translace fero-
portinu zvySovat. V experimentech,
zaméfenych na regulaci exprese téch-
to transportertl, bylo vsak zjisténo,
ze vedle IRP je tato regulace nepo-
chybné ovliviiovina dal$imi fakto-
ry - napiiklad zelezem ovliviiovanou

transkripci, transportem (traffic) ne-
bo degradaci téchto molekul [25].

Na posttranslaéni drovni je funk-
ce proteintl metabolizmu zeleza re-
gulovina napf. fosforylaci, zménou
tercidlni struktury, ovlivnénim jejich
metabolizmu a/nebo lokalizace v buii-
ce (cytoplazma, mitochondrie, endo-
zomy, bunécnd membrana aj). Pozo-
ruhodnym regulaénim faktorem
aktivity IRP je fosforylace téchto
molekul. Fosforylace IRP napiiklad
proteinkindzou C (PKC) nebo jinymi
kindzami obecné zvySuje vazebnou
aktivitu IRP k IREs. Fosforylace
IRP1 navic zvysuje citlivost c-akoni-
tazy k pertubacim v Fe-S clusteru,
zpusobenym kyslikem, kyslikovymi
radikély nebo NO [4].

Rada otizek a aspektt regulace
homeostazy Fe neni zatim zcela ob-
jasnéna. Jde naptiklad o podil IRP1
a IRP2 na posttranskripcni regulaci
exprese gentl, mechanizmy transpor-
tu Fe mezi jednotlivymi bunéénymi
kompartmenty, ,crosstalk mezi jed-
notlivymi regula¢nimi systémy, ex-
port Fe z bunék apod. Lze shrnout,
Ze fizeni metabolizmu Fe na celu-
larni i orgdnové drovni se uskutec-
fiuje na mnoha stupnich genové re-
gulace, do niz zasahuji vedle Fe i dal-
§i faktory a celou tuto pestrou
mozaiku teprve za¢indme podrobné-
ji poznavat.

Bunéénou a organovou regulaci
homeostazy Fe nelze od sebe oddélit
a je nutno je chapat jako celek.

Systémova regulace homeostazy Zeleza

Na celotélové, systémové tirovni jsou
citlivé regulovany vstfebavani, trans-
port, utilizace a skladovani zeleza.
Jde o predavani signalti mezi hepato-
cyty, enterocyty, monocyto-makrofa-
govym systémem, erytronem, koster-
nimi svaly i jinymi kompartmenty,
které md za ndsledek jemné fizeni
homeostazy zeleza presné dle potieb
tkéni i celého organizmu. Kli¢ovymi
se v této souvislosti jevi regulace ab-
sorpce Zeleza enterocyty a jeho trans-
port pres bazolaterilni membrinu
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do krve a retence nebo uvolnovani
Zeleza z elementii monocyto-ma-
krofigového systému [19].

Vstifebavani Zeleza

Zdrojem zeleza v potravé jsou hlavné
zivocisné bilkoviny, kde je nachazi-
me v podobé vizané na hem a jako
nehemové Zelezo. Hemové Zelezo se
vyskytuje v hemoglobinu a v myo-
globinu svalstva. Vstfebavani hemo-
vého zeleza je pro organizmus nej-
snadnéjsi, fizeni tohoto procesu
vSak zlistdva prozatim z velké &asti
neobjasnéno. Je prokazano, ze hem
se z hemoglobinu a myoglobinu
uvoliiuje pusobeni kyseliny solné
a fermentt travicich $tav. Nehemo-
vé zelezo se v lumen gastrointesti-
nélniho trakeu vyskytuje hlavné ve
formé trojmocného Fe'™, na rozdil
od hemového Zeleza je resorpce této
formy zZeleza ovlivnéna pritomnosti
fady fakrort, které mohou resorpci
ovlivnit jak pozitivné, tak i negativneé,
takze tato muize kolisat az 10ndsob-
né [10]. Hlavnimi faktory, usnadiu-
jicimi resorpci zeleza, jsou kyselina
askorbovd a bilkoviny masa, s re-
sorpci Zeleza vyraznéji interferuji na-
ptiklad vaje¢ny bilek, kravské mléko
a hlavné fytaty, obsazené v rostlinné
dieté. Polyfenoly, obsazené v kave,
¢aji a viné, rovnéz inhibuji vstfebava-
ni Zeleza [15].

Zelezo pii své cesté ze stievniho lu-
men do krve prekracuje biomembra-
ny enterocytu - apikalni mebranu
a bazolaterdlni membranu. Pres
apikdlni membranu je regulovan
influx zeleza do cytoplazmy entero-
cytd, pres bazolaterdlni membranu
je regulovan vstup zeleza do krve.

Nejlépe je probaddno vstfebavani
dvojmocného atomu zeleza, zpro-
sttedkované molekulou DMT1 (di-
valent metal transporter 1, drive
rovnéz NRAMP2 nebo DCT1). Ex-
prese DMTT1 je regulovana vlivem ce-
lotélovych zdsob Zeleza, koncentraci
zeleza v dieté nebo posttranslacné
pres IRP1 a IRP2 [25]. Tento nosi¢
ovSem vedle Zeleza vize a transpor-

tuje pfes bunéénou membranu ente-
rocytu 1 dal$i dvojmocné atomy ko-
vl - naptiklad Zn", Cu", Mn", Co",
Cd, Ni™a Pb™. O mechanizmech fi-
zeni absorpce téchto kovit a 0 mozné
interferenci se vstiebavanim zeleza
napiiklad kompetici je zndmo jen
velmi malo.

DMT1 je transportni protein
s 12 transmembranovymi doménami
a vykazuje homologii s Nramp (na-
tural resistance-associated macro-
phage proteins) rodinou membra-
novych proteinti. Vykazuje vysokou
afinitu k dvojmocnému Zelezu Fe”,
nema afinitu k Fe™. Jde o ubikvitar-
ni protein se silnou expresi v apikal-
nich membranach enterdlnich bunék
karti¢ového lemu duodena a v ob-
lasti membran casnych endozomud,
vytvafenych pii endocytéze transfe-
rinového Zzeleza. Lokalizace exprese
DMT1 v membrianich endozomu
naznacuje jeho potencidlni funkei li-
beriatora Fe z endozomt do cy-
toplazmy. Funkce DMT1 byly zkou-
many na zvifecich modelech i bu-
nécnych kulturach.

Transgenni exprese DMT1 v sav¢ich
bunkach vedla k akumulaci zZeleza
témito bunkami, exprese mutované
varianty Gly185Arg transport Zeleza
blokovala. Bodovd mutace Gly185Arg
je u mysi a krys asociovdna s tézkou
hypochromni mikrocytarni anémii
a zkrdcenou dobou zivota postize-
nych hlodavctl. Poddni Zeleza paren-
teralné nevede k tipravé stavu, proto-
ze kromé tézké poruchy vstiebavani
Zeleza v duodenu vazne i transport
Fe z endozomu do cytoplazmy ery-
troidnich a pravdépodobné i none-
rytroidnich bunék. Je zajimavé, ze
existuji dvé ,splice” varianty mRNA,
jedna obsahuje IRE v 3’'UTR, zatim-
co zkricend forma DMT1 mRNA
IRE neobsahuje, a proto jeji transla-
ce neni ovliviiovdna ptes IRPs. U pa-
cient s klasickou hereditarni hemo-
chromatézou byla popsidna upregu-
lace DMT1 mRNA, kterd obsahuje
IRE [8].
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Nové byl popsan protein, oznaco-
vany jako CYBRD1 nebo Dcytb, jde
o ferireduktizu, exprimovanou na
apikdlni membrdné enterocytt (duo-
dendlni cytochrom b). Tento enzym
redukuje trojmocné Zelezo na dvoj-
mocné, které se pak stavd substri-
tem pro DMT1 [8,18].

Vstfebavani zeleza ve formé vazané
v hemu predstavuje nejefektivnéjsi
cestu, mechanizmy tohoto procesu
jsou vSak zatim neobjasnény.

Dalsi moznosti je absorpce zeleza
cestou mucin-mobilferin-integrin
(tzv. paraferitinovy komplex), tato
problematika zatim neni definitiv-
néji dofesena [2].

K pochopeni mechanizmt fizeni
absorpce Zeleza je nutné zminit as-
pekty proliferace a diferenciace en-
terocytli. Zralé enterocyty se vysky-
tuji na povrchu klki enterdlni slizni-
ce, diferencuji se z prekurzorovych
bunék krypt, keeré jsou lokalizovany
mezi klky. Pfi diferenciaci se bunky
krypt postupné presunuji na vrcholy
klka, kde nahrazuji odlucované zralé
enterocyty. Z pohledu regulace ab-
sorpce zeleza je dulezité, Ze exprese
nékolika genti, kédujicich dulezité
proteiny systému vstiebavani a trans-
portu zeleza, je odli$nd u prekurzo-
rové bunky a u zralého enterocytu.
Labilni pool Zeleza v enterocytech
déle tuto expresi modifikuje. Pre-
kurzorové buiiky krypt exprimuji
molekuly TfR a mohou tak akumu-
lovat Zelezo z krve. V pripadé nor-
malni nebo zvySené hladiny Zeleza,
vazaného na transferin, prechazi do
labilniho cytoplazmatického poolu
dostate¢né mnozstvi zeleza a prekur-
zorové buriky jsou takto predprogra-
movany (,primovany“) tak, aby vstre-
bavani a ndsledny transport Zeleza
byly snizeny. Pfi sideropenii je tomu
obricené. V prekurzorovych burl-
kich je rovnéz exprimovan tzv. HFE
protein, ktery vazbou na TfR modi-
fikuje transport transferinového Ze-
leza do buriky. Presnd povaha této
modifikace neni jasnd, porucha
funkce HFE proteinu md vak za na-
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sledek dispozici k zvysenému vstie-
bivani nehemového zeleza ze stiev-
niho lumen. Jelikoz prekurzorové
bunky krypt neexprimuji molekuly
DMT1, neni mnozstvi Zeleza v labil-
nim poolu ovlivnéno koncentraci
nehemového Zeleza v potravé a obra-
zi tak prevazné hladinu transferino-
vého Fe. U zralych enterocytii do-
chazi naproti tomu k Gtlumu expre-
se TfR a HFE proteinu a je zde dle
potfeb organizmu fizené zvySovina
exprese gentl pro DMT1, Dcytb, fe-
roportin a hefestin s rezultujici
jemnou regulaci vstfebavani zeleza
a jeho transportu do krve.

Regulace influxu Zeleza

do organizmu

Bazolateralni membrana enterocy-
tu predstavuje velmi pravdépodobné
klicovou strukturu regulace influxu
zeleza do organizmu. Zelezo, které
neni preneseno pres bazolateralni
membranu, je vylouceno exfoliaci
enterocytil.

Enterocyty hraji klicovou roli v re-
gulaci pfijmu zeleza, a musi proto
zpracovavat signdly o aktualnim sta-
vu zasob i potteb tohoto biogenniho
prvku v jednotlivych tkdnich i celo-
télové. Na hypotetické trovni bylo
postulovano nékolik reguldtorti ho-
meostazy zeleza, predavajicich tyto
signaly enterocytiim [25].

Regulator zisob - ,stores regu-
lator“ monitoruje mnozstvi zeleza
predevsim v jatrech, kosternich sva-
lech a v krvi a pfi depleci tohoto prv-
ku zvysuje pomalou akumulaci ne-
hemového zeleza, vstiebavani he-
mového zeleza neni touto regulaci
vyraznéji ovlivnéno. Uvadi se, Ze sto-
res regulator je schopen zvysit aku-
mulaci Zeleza jen asi o 1 mg za den.
Kandidatnimi molekulami signali-
zace stavu zasob zeleza jsou feritin,
transferin a solubilni transferinové
receptory.

Erytropoeticky reguldtor signali-
zuje zvySenou erytropoetickou akti-
vitu a piisobi do jisté miry nezavisle
na zasobnim regulatoru, jelikoz pa-

cienti s anémii se zvySenou erytro-
poetickou aktivitou mohou akumu-
lovat Zelezo i pfi normalnich nebo
dokonce zvysenych zidsobach zeleza.
Erytropoeticky reguldtor je vyraz-
nym faktorem fizeni absorpce, ne-
bot anemiéti pacienti mohou touto
cestou zvysit vstiebavani Zeleza az na
40 mg za den.

Bylo prokdzino, ze hypoxie rov-
néz zvysuje akumulaci Zeleza, neni
vsak jasné, zda pusobi nezavisle na
erytropoetickém reguldtoru.

Zralé enterocyty exprimuji v oblas-
ti bazolaterdlni membrany proteiny
feroportin a hefestin, které zde slou-
Z{ transportu Zeleza z enterocyttl do
krve.

Feroportin (Ireg1, MTP1)

Lokalizace exprese feroportinu sved-
¢i pro jeho vyznamnou roli v trans-
portu zZeleza pres biomembrany.
Exprimuji jej zralé enterocyty ente-
ralnich klku, a to v oblasti bazolate-
ralni membrany, dale Kupfferovy
bunky jaternich sinusoid, nizsi ex-
prese je prokdzdna v hepatocytech.
Na bazolaterdlnich membrianich
placentalniho trofoblastu byla rov-
néz detekovana silnd exprese Iregl.
Regulace exprese feroportinu probi-
h4 jak na drovni ovlivnéni translace
mRNA vazbou IRP1 a IRP2 na IRE
v S’UTR, tak i dalsimi mechanizmy.
Vyznamnou se zda regulace hladiny
feroportinu erytropoetickym regula-
torem, hladinou hemoglobinu a hy-
poxii. Dalsi moznosti regulace funk-
ce Iregl je ovlivnéni cilové lokalizace
exprese feroportinu, jelikoz entero-
cyty my$i s repleci zeleza vykazovaly
vyssi podil cytoplazmatické lokaliza-
ce exprese feroportinu nez enterocy-
ty zvifat s depleci zeleza (pfevazné
bazolateralni lokalizace exprese) [1].
Feroportin hraje rovnéz dulezitou
roli v recyklaci Zeleza, fagocytova-
ného v bunikich RES pii odboura-
vani hemoglobinu ze zanikajicich
erytrocytli. Prvd popsand mutace
SLC11A3 genu, ktery koduje fero-
portin, ma za nasledek ziménu ami-

nokyselin A77D s rezultujici poru-
chou funkce feroportinu (nejprav-
dépodobnéji ,loss of function®) s fe-
notypickymi projevy autozomdlné
dominantni non-HFE hemochro-
matdzy s vyraznym casnym hroma-
dénim zZeleza v makrofazich. Jde vel-
mi pravdépodobné o poruchu recy-
klace Zeleza z makrofgti s ndslednym
sekundarnim zvySenim jeho stievni
rezorpce, pravdépodobné pres ery-
tropoeticky regulator. Sideréza he-
patocyta se rozviji na rozdil od kla-
sické HFE hemochromatézy az v po-
zdéjsich stadiich choroby. Dalsi
fenotypickou odchylku oproti kla-
sické HFE hemochromatéze pied-
stavuje snizend saturace transferinu
zelezem a lehka hypochromni ané-
mie [7,17]. Zajimavé a nevysvétlené
zUstavd, ze pres poruchu funkce fe-
roportinu je prenos Zeleza pfes bazo-
lateralni membranu zvysen.

Hefestin
Molekula hefestinu vykazuje signifi-
kantni homologii s molekulou ceru-
loplazminu. Hefestin je exprimovan
zralymi enterocyty, imunobarvenim
byla exprese hefestinu lokalizovana
perinukledrné a je postulovina moz-
nost recyklace hefestinu mezi cyto-
plazmatickym kompartmentem a ba-
zolaterdlni membrinou. Jelikoz je
hefestin exprimovan vezikuldrné,
muze hrac roli v blokovani zeleza,
urceného k extracelularnimu trans-
portu, od metabolizmu v cytoplaz-
mé. Z hlediska enzymatické aktivity
predstavuje hefestin feroxiddzu, bo-
hatou na atomy meédi. Hefestin v ob-
lasti bazolateralni membrany oxidu-
je dvojmocné Fe", transportované fe-
roportinem, na Fe™, které je pak
schopno vazby na transferin. Dele¢ni
mutace nékolika exontl je odpovédna
za fenotypické projevy u sla-mysi.
Homozygotni samice a hemizygot-
ni samci sla (sex linked anaemia) my-
$i se rodi téZce anemicti disledkem
defektniho transplacentarniho pre-
nosu Zeleza. Béhem Zivota se anémie
upravuje, i kdyz postizeni jedinci ma-
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ji celozivotné velmi snizené zdsoby
zeleza. Soudi se, Ze postnatalné je
funkci hefestinu schopen ¢&astecné
zastoupit plazmaticky protein ceru-
loplazmin, rovnéz vykazujici feroxi-
dézovou aktivitu [25].

Ukazuje se, ze méd hraje vyznam-
nou roli jak v celotélovém, tak i v in-
tracelulirnim metabolizmu Zeleza.

Hlavnimi orgdny depozic zdsobni-
ho Zeleza jsou jatra, slezina a kost-
ni dferl. O mechanizmech, jakymi se
zelezo dostava z bunék tkdni a orga-
ntl zpét do krve, je zndmo velmi ma-
lo. Tyto mechanizmy vsak zcela jisté
existuji, v opacném ptipadé by byly
buriky vystaveny netiimérné velkému
riziku toxickych aéinka zeleza. Osu-
dy Zeleza se ponékud lisi dle bunéc-
ného typu a tkdné. Nejdilezitéjsimi
se jevi rozdily mezi hepatocyty, ery-
troidnimi prekurzory a makrofagy.
Pro eflux zeleza z hepatocytti je nut-
na pritomnost ceruloplazminu, he-
festin zde nehraje dulezitéjsi roli.
Aceruloplazminemie predstavuje
vzacnou poruchu, vedouci k akumu-
laci Zeleza v hepatocytech, CNS
a pankreatu, spolu s retenci zeleza
v monocytomakrofigovém systému.
Flebotomie je zde bez efektu pro po-
ruchu efluxu Zeleza z postizenych
bunék. Makrofagy jsou dutlezitym
mistem metabolizmu zeleza, které
mohou ziskavat nejen v podobé en-
docytézy transferinu, ale hlavné fa-
gocytézou erytrocytll. Makrofagy
kostni diené, jater a sleziny predsta-
vuji stézejni reguldtory recyklace
erytronového Zeleza. Zelezo zde na-
vic slouzi k obrané organizmu proti
infekci. Odpovédi makrofigt a neu-
trofild na stimulaci mikrobidlnimi
produkty a nejriiznéj$imi cytokiny je
tzv. oxidativni metabolické vzplanu-
ti (oxidative burst) s produkei fady
toxickych mikrobicidnich radikala.
Export zeleza z monocyto-makrofa-
gového systému je nutny k recyklaci
zeleza pro dalsi potieby organizmu.
Pro eflux zeleza z bunék RES je
mimo jiné nutnd neporusend funk-
ce feroportinu. Nejcastéjsi mutace

v SLC11A3 genu 385-487del TTG
ma za nasledek deleci Val162del s fe-
notypickymi projevy pretizeni orga-
nizmu zelezem, které se nachdzi pre-
vazné v RES, parenchymatézni bun-
ky jsou postihovany az v pozdéjsich
stadiich tohoto typu hemochroma-
tozy [22].

HFE protein

HFE gen byl popsan v roce 1996 Fe-
derem et al. Je lokalizovin na 6. chro-
mozomu v blizkosti gent hlavniho
histokompatibilniho komplexu a ké-
duje transmembrinovy protein, slo-
zeny ze 3 extraceluldrnich smycek
(loops), transmembranové domény
a kratké intracelularni domény, ob-
sahujici C-terminalovy konec této
bilkoviny. HFE protein je tésné aso-
ciovan s molekulou B,-mikroglobuli-
nu (B,m). Komplex HFE/B,m vaze
molekuly TfR na povrchu bunéénych
membran a ovliviiuje tak influx trans-
ferinového zeleza do bunék. Me-
chanizmus modifikace endocytézy
transferinového Zeleza neni jasny,
mohlo by jit o vliv HFE na kon-
formaci TfR s rezultujici modifiko-
vanou afinitou k ligandu [5], ale m-
Ze se jednat i o ovlivnéni recyklace
TfR1 na povrch bunék a/nebo uvol-
fovani atomi Zeleza z transferinu
[13,27]. V literatufe nachazime zpra-
vy postulujici jak sniZeni, tak zvyse-
ni endocytézy zeleza, vizaného na
transferin. ZvySend exprese normal-
niho HFE proteinu v HeLa bunkéch
vedla ke snizeni uptake transferino-
vého Zeleza, avak v téchto experi-
mentech byl HFE protein zvySené
exprimovan bez koexprese s [3,-mi-
kroglobulinem, coz mohlo nefyzio-
logicky modifikovat metabolizmus
zeleza [11]. Waheed et al studovali
ovlivnéni influxu transferinového
zeleza v CHO (Chinese hamster ova-
ry) bunkach za podminek koexprese
HFE a fB,-mikroglobulinu a zjistili
zvySeni uptake Zeleza, zatimco sa-
mostatnd exprese pouze HFE vedla
ke sniZeni vstiebavani transferinové-
ho Zeleza do CHO bunék (!) [29].
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Montosi et al nalezli u pacientt
s HFE hemochromatézou snizeny up-
take transferinového Zeleza makro-
fagy, stav se upravoval po transfekci
bunék norméilnim HFE proteinem
[52]. Ve svétle téchto poznatkt naby-
va i ,preprogramovaci teorie“ pre-
kurzorovych bunék enterilnich
krypt logi¢téjsich obrysti - porucha
funkce HFE proteinu by pak vedla ke
snizenému uptake transferinového
zeleza prekurzorovymi bunkami
duodendlnich krypt s rezultujici si-
deropenii zralych enterocytt1 s nasled-
nou zvySenou expresi transportniho
proteinu DMT1, vedouci k zvySené-
mu vstiebavani zeleza z duodena.
Zvysena exprese DMT1 i feroportinu
v duodenalni sliznici pacientd s he-
reditdrni hemochromatézou byla
opakované prokazana, duodenalni
tkan HFE knock-out mysi vykazuje
snizeny uptake transferinového zele-
za a zvySenou duodendlni expresi
DMT1 i feroportinu [23,28]. Je velmi
zajimavé, Ze upregulace DMT1 i fe-
roportinu je modifikoviana rtzné
v riiznych genetickych liniich my-
$i, coz jednak implikuje vliv dalsich
gentl na fenotypické projevy heredi-
tarni hemochromatézy a déle ¢astec-
né vysvétluje klinickou zku$enost
o riizné mife penetrace genotypu lid-
ské hereditarni hemochromatézy [3].

HEFE protein velmi pravdépodobné
neni exprimovan v hepatocytech,
a proto uptake transferinového zele-
za v téchto bunkdch nepodléhd mo-
difikaci timto proteinem. Bylo pro-
kazino, ze hepatocyty zvySené ex-
primuji TfR2 a uptake zeleza by tak
mohl probihat prostfednictvim to-
hoto receptoru [27].

Nejcastéjsi pri¢inou vrozeného
pretizeni organizmu Zelezem je bo-
dova mutace (single nucleotide poly-
morphism, SNP) G845A v HFE ge-
nu, zapric¢inujici zdménu aminoky-
selin Cys282Tyr (C282Y) v molekule
HFE proteinu (missense mutation).
Tato zdména porusuje dulezitou di-
sulfidovou vazbu (disulphide bridge)
v molekule HFE proteinu s nésled-
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nou zménou konformace celé mole-
tu mutovaného proteinu z endo-
plazmatického retikula a Golgiho
komplext1 s jeho naslednou zvyse-
nou degradaci a z toho rezultujici
snizenou expresi v cytoplazmatické
membrané. Udava se i sniZzend aso-
ciace s B,-mikroglobulinem. Nejde
vSak pritom o totalni vypadek funk-
ce HFE (null alela), ale o jeji sniZeni
[6]. Kauzalni roli mutaci HFE genu
v rozvoji HH prvého typu prokazuji
mimo jiné i pokusy na mysich mode-
lech. ,HFE knockout“ my$ a HFE
C282Y mys vykazuji zvySenou kon-
centraci plazmatického zeleza, zvyse-
nou saturaci transferinu, vysokou
hladinu sérového feritinu a rozviji se
u nich obraz pfetizeni organizmu ze-
lezem, ktery je velmi podobny mani-
festaci lidské hereditdrni hemochro-
matézy typu 1. U HFE , knockout®
mysi je pfitom obraz pretizeni zele-
zem zavaznéjsi nez u HFE C282Y
zvirat, coz dokazuje jistou rezidudlni
funkci mutovaného C282Y HFE
proteinu. Je rovnéz velmi zajimavé,
ze u B,m ,knockout“ mysi byly pro-
kazan zvyseny pool zdsobniho zele-
za, implikujici vyznamnou roli aso-
ciace HFE proteinu s B,m pro nor-
mdlni funkci modifikace endocytézy
transferinového Zeleza [16,24,31].

Poruchy metabolizmu Zeleza

Poruchy metabolizmu Zeleza patii
mezi nejcastéj$i patologické stavy
v klinické praxi. V zdsadé je mitizeme
rozdélit na onemocnéni, zapfi¢inénd
absolutnim nebo relativnim nedos-
tatkem tohoto prvku, na stavy souvi-
sejici s pretizenim organizmu zele-
zem a na poruchy utilizace Zeleza. Ja-
ko plati v klinické mediciné obecné,
mohou byt tyto poruchy vrozené ne-
bo ziskané, mnohdy vsak jde o kom-
binaci obou pficin. Tyto poruchy bu-
dou predmétem druhé ¢asti sdéleni.
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