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Heme metabolism as an integral part of iron homeostasis
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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Hem jest kompleksem zelaza z protoporfiryng IX i petni funkcje kofaktora w biatkach hemo-
wych bioracych udziat w licznych, istotnych dla komérki i dla catego organizmu procesach
biologicznych. Dostarczenie odpowiedniej ilosci zelaza do syntezy hemu jest jednym z pod-
stawowych znamion wewnatrzkomérkowej homeostazy zelaza. Biologiczna dostepnos¢ zelaza
dla dwéch gtéwnych szlakéw metabolicznych przebiegajacych z udziatem tego mikroelementu
w komdrce - syntezy hemu i biogenezy centréw zelazowo-siarkowych ([Fe-S]) jest regulowana
przez potranskrypcyjny system IRP/IRE. Prawidlowy przebieg biogenezy centréw [Fe-S] jest
istotny dla syntezy hemu, gdyz centra [Fe-S] determinujg aktywno$¢ biatka regulatorowego
IRP1 oraz ferrochelatazy, biatka odpowiedzialnego za wlaczanie jonu zelazawego do pier$cienia
protoporfiryny IX. Dostarczenie zelaza do syntezy hemu i hemoglobiny w prekursorach ery-
trocytéw - erytroblastach, jest nieodzownym warunkiem ogélnoustrojowej homeostazy tego
mikroelementu. Podstawowe znaczenie w tym procesie ma odzyskiwanie zelaza ze starych,
fagocytowanych przez makrofagi tkankowe erytrocytéw, w wyniku enzymatycznej degradacji
zawartego w nich hemu oraz recyrkulacja uwolnionego zelaza do uktadu krazenia, skad w kom-
pleksie z transferyng jest dostarczane do syntezy hemu w erytroblastach. Molekularna koordy-
nacja tych proceséw opiera sie na aktywnosci oksygenazy hemowej 1, biatek IRP1 i IRP2 oraz
na funkcjonowaniu osi regulatorowej hepcydyna-ferroportyna. Badania ostatnich lat wskazuja
na istnienie u ssakéw rozbudowanego systemu biatek biorgcych udziat w wewnatrzkomér-
kowym i ogdélnoustrojowym transporcie hemu. Biologiczna rola tego systemu ma szczegélne
znaczenie w przypadkach wzrostu stezenia wolnego hemu do poziomu toksycznego zaréwno
w skali catego organizmu (hemoliza wewngtrznaczyniowa), jak réwniez lokalnie, w komérkach
o0 intensywnym metabolizmie hemu, takich jak makrofagi i erytroblasty.
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Summary

Heme, a ferrous iron protoporphyrin IX complex, is employed as a prosthetic group in a num-
ber of diverse heme proteins that participate in important cellular and systemic physiological
processes. Provision of an adequate amount of iron for heme biosynthesis is one of the ele-
mental hallmarks of intracellular iron homeostasis. In the cell the bioavailability of iron for
the two main iron biological pathways - heme synthesis and the biogenesis of iron-sulfur clu-
sters ([Fe-S]) - is mainly regulated by the IRP/IRE posttranscriptional system. The biogenesis
of [Fe-S] centers is crucial for heme synthesis because these co-factors determine the activity
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of IRP1 and that of ferrochelatase, an enzyme responsible for the insertion of an iron into pro-
toporphyrin IX to produce heme. On the other hand, delivery of iron for heme and hemoglo-
bin synthesis in erythroblasts, precursors of erythrocytes in bone marrow, is an indispensable
element of body iron homeostasis. This process relies on the recovery of iron from senescent
red blood cells through the enzymatic degradation of heme molecules and recycling of iron to
the circulation. Molecular coordination of these processes involves the activity of heme oxy-
genase 1, IRP1 and IRP2 as well as the functioning of the hepcidin-ferroportin regulatory axis.
Recent studies show in mammals the existence of an expanded system of proteins involved
in the transport of intact heme molecules at the cellular and systemic levels. The biological
role of this system is of particular importance when the concentration of free heme reaches
a toxic level in the body (intravascular hemolysis) as well as locally in cells having intensive
heme metabolism such as erythroblasts and macrophages.
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C-terminal helicase 1, BMP - biatko morfogenetyczne kosci (bone morphogenetic protein), Cp
- ceruloplazmina, DCYTB - dwunastniczy cytochrom b (duodenal cytochrome b), DMT1 - trans-
porter metali dwuwartosciowych (divalent metal transporter 1), FBXL5 - F box and leucine-rich
repeat protein 5, Fech — ferrochelataza, FLVCR - feline leukemia virus sub-group cellular receptor,
member 2, FPN - ferroportyna, Ft - ferrytyna, GRX5 - glutaredoksyna 5, Hb — hemoglobina, HCP1
—heme carrier protein 1, HIF — czynnik indukowany przez hipoksje (hypoxia inducible factor), HO
- oksygenaza hemowa, HRG - heme responsive gene, Hx — hemopeksyna, IRE - iron responsive
element, IRP - iron regulatory protein, LIP — zmienna pula Zelaza (labile iron pool), MARE — Maf-
-recognition element, Mfrn1 - mitoferryna 1, Nramp1 — natural resistance-associated macrophage
protein 1, Nrf2 - nuclear factor erythroid 2-related factor 2, PCBP1 - poly (rC) binding protein 1,
PPIX - protoporfiryna IX, Tf - transferyna, TfR1 - receptor transferyny 1, TNF — czynnik martwicy
nowotworu (tumor necrosis factor).

Wsrep

Zelazo jest funkcjonalnym komponentem grup proste-
tycznych, takich jak: hem, centra zelazowo-siarkowe [Fe-
S] oraz 1- lub 2-atomowe centra zelazowe, ktére deter-
minujg aktywnosci i funkcje wielu biatek niezbednych
do prawidlowego przebiegu gtéwnych proceséw biolo-
gicznych. Hem jest zwiazkiem zelaza z protoporfiryng IX.
Jest to uktad makrocykliczny, w ktérym cztery piercienie
pirolowe polaczone sg grupami metinowymi (=CH-). Jon
zelaza jest skoordynowany centralnie z czterema ato-
mami azotu pierscieni pirolowych poprzez dwa wigza-
nia koordynacyjne i dwa kowalencyjne. Na funkcjonalng
biologiczna uniwersalno$¢ hemu jako kofaktora wptywa
bezpo$rednie otoczenie w miejscu jego wigzania w cza-
steczce biatka, dzieki ktéremu reaktywno$¢ hemu jest
dostosowana do specyfiki konkretnej reakcji. Najbardziej

istotnymi elementami tego otoczenia sa: liczba pocho-
dzacych od biatka osiowych ligandéw, dostepno$¢ hemu
dla pozabiatkowych ligandéw, rozmieszczenie oraz pola-
ryzacja i tadunek elektryczny grup wystepujacych wokét
miejsca wigzania hemu [65]. Istotnym elementem reak-
tywnosci hemu jest typ grupy hemowej (hem b lub hem
¢), ktéry jest determinowany przez rodzaj podstawnikéw
w pierécieniu porfirynowym. Hem b jest niekowalencyj-
nie zwigzany z biatkiem [65]. Hem c jest zwigzany z biat-
kiem na ogét dwoma kowalencyjnymi wigzaniami tio-
eterowymi utworzonymi miedzy resztami cysteinowymi
(Cys) a grupami winylowymi protoporfiryny [5]. Chociaz
biatka zawierajace hem ¢ maja rézne struktury, funkcje
hemu ¢ sg mniej zmienne niz funkcje hemu b. Przy tym
samym typie wigzania hemu w czasteczce biatka, zakres
potencjatu redukujacego hemu ¢ (od -450 do +380 mV) jest
znacznie wiekszy od zakresu potencjatu hemu b (od -150
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do +380 mV) [102]. Hem ¢ wystepuje w cytochromach ¢
i stuzy do transferu elektronédw zmieniajac na przemian
swéj stan utlenienia ze zredukowanego - Fe(Il) na utle-
niony - Fe(III).

Biatka hemowe biorg udziat w licznych procesach bio-
logicznych, takich jak: transport elektronéw, transport
i magazynowanie tlenu, kataliza biochemiczna, detek-
cja stezenia gazéw biologicznych (0,, NO, CO), regulacja
ekspresji genéw, regulacja rytmu dobowego oraz synteza
microRNA [52]. Zelazo zwigzane w czgsteczkach hemu
stanowi najwieksza cze$é zelaza zawartego w organizmie
- okoto 70%. Sktada sie na to zelazo wystepujace przede
wszystkim w grupach hemowych hemoglobiny i mio-
globiny. Chociaz ilo$ciowy udziat zelaza wystepujacego
w pozostatych biatkach hemowych jest znacznie mniej-
szy (<1%), to jednak miarg jego biologicznego znaczenia
sg funkcje takich biatek hemowych jak: katalazy, perok-
sydazy, syntazy tlenku azotu, cytochromy, biatko DGCR8
(Di George Critical Region 8).

Dostarczenie odpowiedniej ilosci zelaza do syntezy hemu
w kazdej komérce organizmu ma na celu zachowanie cia-
glosci reakeji biochemicznych przebiegajacych z udziatem
tego kofaktora i jest jednym z podstawowych wymogéw
zachowania wewnatrzkomérkowej homeostazy zelaza.
W skali catego organizmu gtéwne znaczenie w homeosta-
zie zelaza ma odzyskiwanie zelaza ze starych erytrocy-
téw i dostarczenie tego mikroelementu do syntezy hemu,
ktéry jest nastepnie wbudowywany do czgsteczek hemo-
globiny w erytroblastach, komérkach prekursorowych
erytrocytéw. Molekularna koordynacja tych proceséw
opiera sie na potranskrypcyjnym systemie IRP/IRE [77]
oraz na funkcjonowaniu osi regulatorowej hepcydyna-
-ferroportyna [92].

SYNTEZA HEMU — PROCES REGULOWANY DOSTEPNOSCIA ZELAZA
W KOMORCE

ABC wewnatrzkomérkowej homeostazy zelaza

W wiekszo$ci komérek ssakéw homeostaza zelaza jest
wynikiem skoordynowanego przebiegu kilku proceséw:
transportu zelaza do komdrki i do poszczegdlnych orga-
nelli, jego magazynowania oraz transportu do srodowiska
pozakomdrkowego. Procesy te maja zapewni¢ optymalne
wykorzystanie zelaza do syntezy hemu i centréw [Fe-S]
oraz ograniczy¢ jego toksyczno$é. Uczestnicza w nich licz-
ne biatka, spo$réd ktérych do najlepiej poznanych nale-
za: receptor transferyny 1 (TfR1), biatko, dzieki ktéremu
zdecydowana wiekszo$¢ komérek ssakéw w procesie en-
docytozy pobiera zelazo zwigzane z transferyna (Tf) [72],
DMT1 (divalent metal transporter 1), transporter zelaza
zendosomu do cytoplazmy [2], ferrytyna (Ft), biatko ma-
gazynujace zelazo, wszechobecne w komérkach organi-
zméw zywych [35] oraz ferroportyna (FPN), transporter
zelaza jonowego z komérek do §rodowiska pozakomérko-
wego [28] (ryc. 1). Niedawno zidentyfikowanym biatkiem
transportujacym zelazo z cytoplazmy do mitochondriéw
jest mitoferryna 2, wystepujgca we wszystkich typach

komérek ssakéw [83]. Stata frakcjg zelaza w komérkach
jest cytoplazmatyczna, zmienna pula zelaza (labile iron
pool - LIP) [39]. LIP wystepuje réwniez w mitochondriach,
endosomach, lizosomach i w jadrze komérkowym [67]
i jest frakcja jondw Fe(Il) i Fe(Ill) zwigzanych z réznymi
niskoczasteczkowymi ligandami, wykazujacymi niewiel-
kie powinowactwo do tych postaci jonowego zelaza. Cy-
toplazmatyczny LIP jest pula, ktéra lezy na skrzyzowa-
niu komdrkowych szlakéw metabolicznych zelaza. Jest
zasilana przez zelazo transportowane do komérki oraz
przez zelazo pochodzace z rozpadu wewnatrzkomdrko-
wych biatek wigzacych ten metal. Z puli tej pobierane
jest zelazo do syntezy hemu i centréw [Fe-S] oraz zelazo
transportowane poza komérke. Poniewaz LIP jest gtéw-
nym zrédlem zelaza czynnego w generowaniu rodnika
wodorotlenowego (hydroxyl radical - 'OH) w reakcji Fen-
tona [49], w warunkach fizjologicznych jego stezenie w tej
puli jest utrzymywane na mozliwie najnizszym poziomie
(w zalezno$ci od typu komérki 0,1-1,2 uM [39]), takim
jednak, ktéry zapewnia ptynny przebieg reakcji bioche-
micznych, dla ktérych niezbedny jest ten metal. Gtéwnym
biatkiem regulujacym poziom LIP jest ferrytyna, zacho-
wane w ewolucji, cytoplazmatyczne biatko, ktérego cza-
steczka przypomina wydrgzona kule, we wnetrzu ktérej
deponowane jest zelazo w postaci polimeru uwodnionego
tlenku zelazowego, stanowigcego mineralny rdzen fer-
rytyny. Biatkowa powtoka ferrytyny jest heteropolime-
rem sktadajacym sie z 24 podjednostek dwéch typéw - H
(heavy) i L (light), zréznicowanych funkcjonalnie i kodo-
wanych przez dwa geny. Podjednostka H ferrytyny ma
aktywnos¢ ferroksydazowa i bierze udzial w utlenianiu
Fe(11) do Fe(IlI), co stanowi pierwszy etap wigzania zela-
za przez czgsteczke ferrytyny. W podjednostce L znajduje
sie specyficzne miejsce, w ktdrym zawigzuje sie mineral-
ny rdzen ferrytyny [35]. Wykazano, ze w komdrkach ze
zwiekszong ekspresjg podjednostki H lub w komdrkach,
w ktérych zahamowano aktywno$¢ lizosoméw (miejsce
degradacji ferrytyny) [47], poziom LIP jest niski [69]. Za-
hamowanie syntezy ferrytyny w komérce prowadzi do
wzrostu stezenia LIP [40]. Zelazo jest dostarczane do fer-
rytyny z udziatem biatka opiekuiczego PCBP1 (poly (rC)
binding protein 1). W komérkach pozbawionych PCBP1
wystepuje zaburzenie inkorporacji zelaza do czasteczek
ferrytyny, co pociaga za soba wzrost poziomu zelaza w LIP
[85]. Wahania stezenia zelaza w LIP, ktére stanowi zale-
dwie 3-5% catkowitego zelaza zawartego w komérce sa
wskaZnikiem komérkowego niedoboru lub nadmiaru tego
pierwiastka i czutym impulsem oddziatujgcym na syste-
my regulujgce wewnatrzkomdrkowa homeostaze zelaza,
a wérdd nich na system IRP/IRE.

Bez wzgledu na typ komdrek, kontrola syntezy podjed-
nostek ferrytyny, receptora transferyny 11 DMT1 odby-
wa sie gtdwnie poprzez potranskrypcyjny mechanizm
IRP/IRE hamujacy translacje lub regulujacy stabilno$é
kodujacych te biatka mRNA. Ekspresja genu Slc40A1 ko-
dujacego ferroportyne jest regulowana na kilku pozio-
mach - transkrypcyjnie (gléwnie przez hem) i potran-
skrypcyjnie przez biatka IRP [4] (chociaz w enterocytach
dwunastnicy istnieje alternatywny wariant genu Slc40A1
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niezawierajacy sekwencji IRE niezbednej do tej regulacji
[111]). Niezaleznie stezenie ferroportyny na btonie ko-
mdrkowej jest regulowane przez hepcydyne (patrz nizej)
[4]. Elementami potranskrypcyjnego mechanizmu IRP/
IRE sa struktury RNA okreslane jako sekwencje reagu-
jace na jony zelaza (iron responsive elements; IRE) oraz
dwa cytoplazmatyczne biatka kontrolujace homeostaze
zelaza (iron regulatory proteins; IRP1 i IRP2) [77] (ryc.
1). IRP1 jest biatkiem dwufunkcyjnym, ktére wystepuje
w cytoplazmie jako akonitaza, enzym zawierajacy ka-
talityczne centrum [4Fe-4S] (holo-IRP1) lub jako biat-
ko wigzace sie do IRE, pozbawione tego centrum (apo-
-IRP1) [90,101]. Dwie aktywno$ci IRP1 wzajemnie sie
wykluczaja i sg przeciwstawnie regulowane przez jony
zelaza zawarte w LIP. Przy niedoborze zelaza dominuja-
ca postacia IRP1 w komdrce jest apo-IRP1, ktére wiaze
sie do sekwencji IRE w regionie 5’'UTR mRNA podjed-
nostek ferrytyny i ferroportyny, hamuje ich translacje
w wyniku zablokowania rekrutacji matej podjednostki
rybosomu. Wigzanie sie IRP1 do sekwencji IRE w regio-
nie 3’UTR mRNA TfR1 i DMT1 stabilizuje mRNA, prowa-
dzac do wzrostu poziomu kodowanych przez nie biatek.
Odwrotna regulacja syntezy biatek wynikajaca z braku
wigzania holo-IRP1 do IRE wystepuje, gdy stezenie ze-
laza w LIP w komérce jest wysokie [77,90,101]. Mimo
znacznego podobienstwa IRP2 do IRP1, IRP2 nie ma cen-
trum [Fe-S] i nie wykazuje aktywno$ci akonitazowej [34].
Potencjat wigzania si¢ IRP2 do IRE jest determinowany
przez jego poziom w cytoplazmie, ktéry jest regulowa-
ny przez biatko FBXL5 (F box and leucine-rich repeat
protein 5), inicjujace degradacje IRP2 w proteasomach
[79,98]. FBXL5 nalezy do rodziny biatek adaptorowych,
ktére wigza specyficznie biatka (wérdéd nich IRP2), beda-
ce substratami dla kompleksu SKP1-CUL1-F-box1 ligaz
ubikwitynowych. FBXL5 ma domene hemerytrynows,
charakterystyczna dla rodziny biatek wigzgcych zelazo
i tlen u bakterii i bezkregowcéw. Wigzanie zelaza przez
hemerytryne stabilizuje FBXL5, brak wigzania zelaza wy-
wotany jego niedoborem w komérce wywotuje degrada-
cje FBXL5. Tym samym w komdrkach o podwyzszonym
stezeniu zelaza FBXL5 wiaze sie z IRP2 i ukierunkowuje
jego degradacje w proteasomach, co w odniesieniu do re-
gulacji syntezy ferrytyny, ferroportyny, receptora trans-
feryny i DMT1 ma ten sam skutek, co regulacja przez
holo-IRP1. Przy niedoborze zelaza stezenie IRP2 ulega
stabilizacji (ze wzgledu na niewielkie stezenie FBXLS5),
co powoduje zablokowanie syntezy podjednostek ferry-
tyny i ferroportyny oraz stabilizacje mRNA TfR1iDMT1,
a wiec analogiczny skutek do regulacji przez apo-IRP1.
Zaréwno przy niedoborze jak i nadmiarze jondw zelaza
nastepstwem regulacji syntezy ferrytyny, ferroporty-
ny, TfR1 i DMT1 przez IRP1 i IRP2 jest szybki powrdt do
fizjologicznego poziomu LIP [77]. W regulacji metabo-
lizmu zelaza w warunkach fizjologicznych in vivo oraz
w odpowiedzi na wahania poziomu zelaza, pierwszopla-
nowa role odgrywa IRP2 [61]. IRP1, ktérego dominujaca
(80-90%) postaciag w komérkach jest holo-IRP1, zawiera-
jace centrum [4Fe-4S], jest biatkiem odpowiedzialnym
za adaptacje metabolizmu zelaza do warunkdéw stresu
oksydacyjnego [62] i nitrozacyjnego [91].

Zaleznos¢ regulacji metabolizmu zelaza przez
system IRP/IRE, biogeneza centréw [Fe-S]
a synteza hemu

Synteza hemu i biogeneza centréw [Fe-S] to dwie gtéwne
$ciezki metaboliczne zelaza w mitochondriach, ktére zaleza
od jego biodostepnosci w cytoplazmie i transportu do mi-
tochondriéw. W przypadku syntezy hemu niedobér zelaza
oddziatuje przede wszystkim na poziom i w konsekwencji
na aktywno$¢ syntazy aminolewulinowej 2 (ALAS2), ka-
talizujacej reakcje kondensacji glicyny i bursztynylo-CoA
- pierwszg sposrdd 8 kolejnych reakeji prowadzacych do
utworzenia czasteczki hemu, przebiegajacych na przemian
w mitochondriach i cytoplazmie (ryc. 1). ALAS2 ulega specy-
ficznie ekspresji w komérkach erytroidalnych [71]. Ponadto
u ssakéw wystepuje ALAS1, kodowana przez odrebny gen,
ulegajacy ekspresji we wszystkich komérkach organizmu
[71]. W niepodlegajacym translacji regionie 5° mRNA ko-
dujacego ALAS2 wystepuje funkcjonalna sekwencja IRE (nie
wystepuje ona w mRNA ALAS1) [10,12], co zgodnie z regulg
regulacji przez IRP oznacza, ze w warunkach obnizonego ste-
zenia zelaza translacja tego mRNA jest zahamowana przez
apo-IRP1 i utrzymujace sie na wysokim poziomieIRP2 [77].
Dowodem na to, Ze ekspresja ALAS2 pozostaje pod kontrola
zelaza przez system IRP/IRE sa wyniki uzyskane w badaniach
przeprowadzonych na myszach znokautem genu Irp2 (Irp2”")
[9]. W erytrocytach myszy o genotypie IrpZ’/ “obserwowano
podwyzszony poziom transkryptu ALAS2 oraz obnizony
poziom transkryptu TfR1. Zmiany te byty skutkiem bra-
ku blokowania translacji mRNA ALAS?2 oraz destabilizacji
mRNA TfR1 pod nieobecno$¢ IRP2. W konsekwencji erytro-
cyty myszy Irp2”- charakteryzowaty sie prawie 100-krotnie
podwyzszonym poziomem wolnej lub zawierajacej atom
cynku protoporfiryny IX oraz obnizonym poziomem zela-
za. W skali catego organizmu objawiato sie to niedokrwisto-
$cig mikrocytarna oraz obnizeniem stezenia hemoglobiny
[9]. Gtéwnag role IRP zaréwno w biogenezie centréw [Fe-S]
i w syntezie hemu potwierdzaja wyniki badan Galy i wsp.,
prowadzonych na myszach z selektywnym, podwdjnym
nokautem genéw Irpl i Irp2 w hepatocytach [27]. Analiza
ekspresji genéw potranskrypcyjnie regulowanych przez
IRP w watrobie tych myszy wykazata wzrost stezenia fer-
rytyny i ferroportyny oraz obnizenie TfR1 i DMT1. Jest to
profil zmian, ktére prowadza do ograniczenia dostepnosci
zelaza w cytoplazmie, co rzutuje na niedobér zelaza w mi-
tochondriach i zaburzenie syntezy hemu i biogenezy cen-
tréw [Fe-S]. W skali catego narzadu (watroby), zawarto$¢
zelaza byla zmniejszona prawie o 50%. Do poglebienia de-
ficytu zelaza w mitochondriach hepatocytéw przyczynita
sie réwniez mniejsza efektywno$é transportu zelaza z cyto-
plazmy, bedaca skutkiem obnizenia ekspresji mitoferryny
2. W watrobie myszy zjednoczesnym nokautem genéw Irp1
iIrp2w hepatocytach obserwowano zaburzenie funkcjono-
wania gtéwnych mitochondrialnych szlakéw metabolicz-
nych przebiegajacych z udziatem enzyméw zawierajacych
centra [Fe-S]- transportu elektronéw w taricuchu oddecho-
wym oraz cyklu kwaséw tréjkarboksylowych. Stwierdzo-
no réwniez okoto 90% spadek aktywnosci ferrochelatazy,
enzymu, ktérego stabilno$¢ zalezy od centrum [2Fe-2S],
biorgcego udziat w ostatnim etapie syntezy hemu, polega-
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jacym na wbudowaniu jonu Fe(II) do czasteczki protopor-
firyny IX. Konsekwencja spadku aktywnosci ferrochelata-
zy w hepatocytach z unieczynnionymi genami Irp1i Irp2,
byto obnizenie zawarto$ci hemu w mitochondriach watroby
i jednoczesne podwyzszenie stezenia wolnej protoporfiry-
ny IX [27]. Podobne obserwacje poczynili Crooks i wsp. na
myszach z ogélnoustrojowym nokautem genu Irp2[11]. Jak
juz wspomniano, myszy te charakteryzuja sie niedoborem
zelaza m.in. w tkankach erytropoetycznych [9,24], do kté-
rych nalezy §ledziona. W $ledzionie myszy Irp2”" stabilno$¢
syntetyzowanej de novo apo-ferrochelatazy (enzymu pozba-
wionego centrum [2Fe-2S]) byta drastycznie obnizona. Na-
lezy przypomnieé, ze centrum [2Fe-2S] nie bierze udziatu
w reakcji katalizowanej przez ferrochelataze, natomiast
determinuje stabilno$¢ tego enzymu. Autorzy sugerujg, ze
prawdopodobna przyczyna obnizonego poziomu i aktywno-
$ciferrochelatazy byto zaburzenie sktadania centréw [Fe-S]
wywolane ograniczong dostepnoscig zelaza [11]. Zalezno$¢
miedzy prawidlowo przebiegajacym procesem biogenezy
centrdw [Fe-S], metabolizmem zelaza a synteza hemu na-
biera szczegblnego znaczenia ze wzgledu na to, ze komér-
kowy potencjat wiazania sie IRP1 z sekwencjami IRE na do-
celowych mRNA jest wyznaczany przez ilosciowy stosunek
apo-IRP1 do holo-IRP1, zawierajgcego centrum [4Fe-4S].
Sktadanie centréw [Fe-S] i wiaczanie ich do apo-biatek jest
niezwykle ztozonym procesem, przebiegajacym w mito-
chondriach, w ktérym bierze udziat okoto 17 biatek [51]. Ze
wzgledu na intensywng synteze hemu w komérkach erytro-
idalnych polem do badari nad zalezno$cig miedzy biogeneza
centréw [Fe-S] a synteza hemu stat sie proces erytropoezy.

Poznano kilka genéw kodujacych biatka uczestniczace
w biogenezie centréw [Fe-S], silnie eksprymowanych w ko-
moérkach erytroidalnych, ktérych niska ekspresja zaburza
przebieg erytropoezy i wptywa na wystepowanie niedo-
krwistosci [109]. Wydaje sie, ze najlepiej poznanym jest
glutaredoksyna 5 (GRX5). Glutaredoksyny zidentyfikowano
poczatkowo jako biatka biorgce udzial w redukcji mostkéw
dwusiarczkowych innych biatek [78]. U ludzi mutacje w ge-
nie GRX5 (ktdry ulega wysokiej ekspresji w erytroblastach)
wywolujace utrate funkcji kodowanego biatka, sg przyczyna
niedokrwistosci syderoblastycznej, charakteryzujacej sie
obnizong zawarto$cia zelaza w cytoplazmie i réwnolegle
zwiekszong zawartoscia zelaza w mitochondriach erytro-
blastéw (stad pochodzi ich nazwa - syderoblasty), ktére nie
jest jednak wykorzystywane do syntezy hemu [6]. Niedawne
badania sugeruja, ze GRX5 jest jednym z kilku biatek, ktére
tworzg rusztowanie (scaffold), stuzace do syntezy centréw
[Fe-S] oraz ze GRX5 funkcjonuje jako biatko wigzace i trans-
portujace centra [Fe-S] do docelowych apo-biatek [108].
Wyniki do§wiadczen prowadzonych na komérkach Hela
i na erytroidalnych komdrkach K562 z wyciszonym genem
GRX5 oraz na limfocytach pacjentéw z mutacja genu GRX5
wykazaly zaburzenie biogenezy centréw [Fe-S], co objawiato
sie zahamowaniem aktywno$ci akonitazy mitochondrialnej
i cytoplazmatycznej (holo-IRP1) oraz aktywacjg IRP1, czyli
zwiekszonym wigzaniem sie tego biatka z sekwencjami IRE.
Na zwiekszenie proporcji apo-IRP1 do holo-IRP1, a takze na
wzrost stezenia IRP2 miat wplyw niedobdr zelaza w cyto-
plazmie komérek pozbawionych GRX5. Autorzy sugeruja,

7e podwyzszenie aktywnosci trans-regulatorowej dwdch IRP
wplywa na obnizenie poziomu ALAS2. Jednocze$nie deficyt
centréw [2Fe-2S] wplywa na destabilizacje ferrochelatazy
i obie te regulacje przyczyniaja sie do obnizenia stezenia
hemu w komdrkach K562 [108].

B10DEGRADACJA HEMU W MAKROFAGACH — GEOWNY PROCES
0GOLNOUSTROJOWEJ HOMEOSTAZY ZELAZA, ZAPEWNIAJACY
DOSTEPNOSC ZELAZA DO SYNTEZY HEMU W PROCESIE ERYTROPOEZY

ABC ogdlnoustrojowej homeostazy zelaza

Charakterystycznymi cechami homeostazy zelaza u wiek-
szo$ci ssakéw sg brak fizjologicznego szlaku usuwania
tego metalu z organizmu oraz zdolno$¢ do ponownego
wykorzystania zelaza zawartego w hemoglobinie erytro-
cytéw, ktére u cztowieka przezywaja okoto 120, a u myszy
okoto 40 dni, a nastepnie sg fagocytowane przez makrofa-
gi tkankowe [45]. W tych warunkach obieg zelaza u doro-
stych osobnikéw odbywa sie bez konieczno$ci uzupetnia-
nia znaczacych ilo$ci tego biometalu z diety. Z organizmu
dorostego mezczyzny ubywa dziennie okoto 1-2 mg zelaza
(wraz ze ztuszczajacymi sie komdrkami naskérka oraz
enterocytami wierzchotkowymi kosmkéw dwunastnicy).
Ubytek ten jest uzupetniany przez absorpcje podobnej
ilodci zelaza z diety. U kobiet w okresie przed menopauza,
w zwigzku z cykliczng utratg krwi w czasie miesigczkowa-
nia, absorpcja zelaza jest wieksza i wynosi okoto 4-5 mg
dziennie. Nalezy podkresli¢, Ze wraz z utratg 100 ml krwi
(o warto$ci hematokrytu 45%) z organizmu ubywa oko-
to 50 mg zelaza [86]. U rosnacych osobnikéw absorpcja
zelaza zwieksza sie, dostosowujac sie do potrzeb zwigza-
nych ze wzrostem masy ciala i wieksza objeto$cia krwi.
Absorpcja zelaza, odbywajaca sie gtéwnie w dwunastnicy,
jest procesem elastycznym, podlegajacym jednak rygory-
stycznej regulacji, ktéra ma zaspokoié zapotrzebowanie
organizmu na ten mikroelement, a takze ma zapobiegac
wprowadzeniu nadmiaru zelaza, co odgrywa szczegélng
role np. w sytuacji duzej jego zawarto$ci w diecie wyso-
korozwinietych spoleczeistw. Znaczenie restrykcyjnej
kontroli ilo$ci absorbowanego zelaza uwidacznia sie naj-
lepiej u pacjentéw chorych na hemochromatoze, ktérzy
wskutek mutacji genéw odpowiedzialnych za regulacje
wchlaniania tego mikroelementu pobierajg dziennie na-
wet do 50 mg zelaza, ktére akumuluje sie w watrobie po-
wodujac zaburzenie funkcji tego narzadu [70,86]. Entero-
cyty absorpcyjne zaopatrujace caly organizm w zelazo,
pobierajg je z diety w postaci jonowej (nieorganicznej)
i w postaci hemu (organicznej), uwolnionego gtéwnie
z czasteczek hemoglobiny i mioglobiny. Enterocyty sg
komérkami spolaryzowanymi, ktére na odcinku btony
komérkowej kontaktujacym sie ze Swiattem jelita zawie-
raja zestaw dwéch biatek odpowiedzialnych za transport
zelaza jonowego z dwunastnicy do enterocytu: ferrireduk-
taze - dwunastniczy cytochrom b (duodenal cytochrome
b - DCYTB) [59] oraz DMT1 [20]. Na odcinku zwréconym
w strone naczyr krwiono$nych posiadajg inny zestaw bia-
tek bioracych udziat w transporcie zelaza z enterocytu do
krwiobiegu: miedziozalezng ferrooksydaze - hefajstyne
[102] oraz ferroportyne [60].
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Molekularna regulacja ilosci absorbowanego zelaza odby-
wa sie zaréwno przez czynniki ogélnoustrojowe, odzwier-
ciedlajace status zelaza w organizmie, jak réwniez przez
czynniki dziatajace miejscowo w enterocycie. W ostatnim
dziesiecioleciu zaproponowano molekularny mechanizm
hamowania absorpcji zelaza przez hepcydyne, syntety-
zowang gtéwnie w hepatocytach i uwalniang do kraze-
nia jako 25-aminokwasowy peptyd. Hepcydyna wigze sie
z ferroportyna wystepujaca na btonie podstawno-bocznej
enterocytéw. Wigzanie to indukuje fosforylacje reszt ty-
rozynowych (Tyr) w czasteczce ferroportyny, co jest sy-
gnalem do przemieszczenia biatka z btony komérkowej do
cytoplazmy. Ferroportyna jest nastepnie defosforylowana,
apo przytaczeniu ubikwityny transportowana do proteaso-
méw, gdzie nastepuje jej degradacja [14,63]. W nastepstwie
biodegradacji ferroportyny, jedynego transportera zelaza
z enterocytéw zmniejsza sie 1lo$¢ zelaza, ktére moze by¢
transportowane do krwi. Synteza hepcydyny w hepatocy-
tach wzrasta pod wplywem zelaza (wzrostu jego zawartosci
w hepatocytach, a takze wzrostu poziomu holotransfery-
ny (TfFe,) w surowicy), co wpisuje sie w schemat regulacji
o charakterze sprzezenia zwrotnego [29]. W indukgji ekspre-
sji genu Hamp, kodujacego hepcydyne przez zelazo uczest-
nicza ligandy BMP6 (bone morphogenetic protein 6) oraz
TfFe, kompleks bialek wystepujacy na blonie hepatocytéw
zlozony z receptora BMP6, TfR1, TfR2, biatka hemochroma-
tozy (HFE), hemojuweliny oraz czynniki transkrypcyjne
z rodziny SMAD [99]. Negatywnym modulatorem ekspre-
sji hepcydyny jest matryptaza 2, proteaza serynowa, ktéra
przez swa aktywno$¢ proteolityczng usuwa z powierzchni
komérek hemojuweline [21].

W ostatnich latach podkresla sie znaczenie systemu IRP/
IRE w prawidlowym funkcjonowaniu absorpcji zelaza [25].
U myszy z podwdjnym selektywnym nokautem gendw
Irpl i Irp2 w komdérkach nabtonka jelitowego stwierdzono
catkowite rozregulowanie absorpcji zelaza, bedace skut-
kiem zaburzenia ekspresji bialek regulowanych przez IRP,
co wplywa na naruszenie struktury kosmkéw jelitowych
iw konsekwencji powoduje $mier¢ zwierzat w okresie oko-
tourodzeniowym [26]. Niezwykle istotnym odkryciem do
zrozumienia molekularnej regulacji absorpcji zelaza byta
identyfikacja czynnika transkrypcyjnego HIF-2a (hypoxia
inducible factor-2 alpha) jako czynnika, ktéry w warunkach
niskiego stezenia tlenu indukuje transkrypcje genéw kodu-
jacych biatka odpowiedzialne za absorpcje zelaza - DCTYB,
DMT1 i ferroportyne [57]. Okazalo sie takze, ze regulatorem
ekspresji HIF-2a moze by¢ zelazo, gdyz mRNA HIF-2a ma
w regionie 5'UTR funkcjonalng sekwencje IRE, co dodatko-
wo implikuje udziat potranskrypcyjnej regulacji w kontroli
absorpcji zelaza przez enterocyty [13,80]. Zgodnie z logika
regulacji potranskrypcyjnej przez system IRP/IRE, niedo-
bér zelaza powinien wptywaé na zahamowanie translacji
mRNA HIF-2a. Zastanawiajgce w tym kontekscie sa wyniki
badan Shaha i wsp., ktérzy wykazali, ze HIF-2a byt induko-
wany w dwunastnicy myszy poddanych diecie deficytowej
w zelazo, co zwiekszato ekspresje DCTYB i DMT1 [82]. Nalezy
jednak pamietad, ze niedob6r zelaza oddziatuje réwniez na
stabilno$¢ HIF-2a na poziomie biatka przez zahamowanie
aktywnosci hydroksylaz prolinowych, zelazozaleznych en-

zymébw zapoczatkowujgcych degradacje tego czynnika [19].
Tak wiec regulacja poziomu HIF-2a przez zelazo w entero-
cytach nabtonka absorpcyjnego jest wypadkowa dwéch
wspomnianych mechanizméw. Zainteresowanych niezwy-
kle ztozonym zagadnieniem regulacji absorpcji zelaza przez
HIF-2a i jej powigzaniem z innymi systemami regulacyjnymi
odsytamy do pracy przeglagdowej Mastrogiannaki i wsp. [58].

Procesem o pierwszorzednym znaczeniu dla utrzymania
ogdblnoustrojowej homeostazy zelaza u ssakdéw jest odzy-
skiwanie zelaza jonowego zawartego w hemoglobinie sta-
rych erytrocytéw fagocytowanych gléwnie przez makrofagi
watroby i §ledziony, w celu jego ponownego wykorzystania
(reutylizacji) do syntezy hemu i hemoglobiny w erytrobla-
stach szpiku kostnego [45]. U dorostego cztowieka w ciagu
doby makrofagi uwalniaja okoto 20 mg zelaza jonowego
czyli okoto10-krotnie wiecej niz ilos¢ zelaza absorbowane-
go z diety. Tak wiec od prawidlowego przebiegu tego pro-
cesu (jego molekularne mechanizmy zostang omdéwione
w nastepnym rozdziale) zalezy przede wszystkim ilo¢ ze-
laza mobilizowanego do zaspokojenia potrzeb organizmu.
Komdrkami o najwiekszym zapotrzebowaniu na zelazo sa
erytroblasty - komérki prekursorowe erytrocytéw w szpiku
kostnym. Dzieki duzej liczbie czasteczek TfR1 na btonach ko-
mérkowych [72], komérki te intensywnie pobieraja zelazo
zwigzane z transferyna. Zelazo pobrane przez erytroblasty
jest niemal wytacznie wykorzystywane do syntezy hemu,
ktéry jest nastepnie wiaczany do czasteczek hemoglobiny.
Nasilenie syntezy hemu w erytroblastach jest o ponad rzad
wielkosci wieksze niz w komérkach nieerytroidalnych [71].
Wzrost natezenia erytropoezy wptywa na zmniejszenie syn-
tezy hepcydyny przez czynniki GDF15 (growth differen-
tiation factor 15) i TWSGI (twisted gastrulation I), ktdre sa
syntetyzowane w erytroblastach [94,95]. Rola tej regulacji
polega na zwiekszeniu dostepnosci zelaza do syntezy hemu
w erytroblastach.

W $wietle przedstawionych danych hepcydyna, a takze
IRP sa gléwnymi regulatorami odpowiedzialnymi za ko-
ordynacje ogdlnoustrojowej homeostazy zelaza, ktérej
istotnym elementem jest wspétdziatanie komérek o $cisle
wyspecjalizowanych funkcjach zwigzanych z transpor-
tem zelaza z przewodu pokarmowego (enterocyty), jego
magazynowaniem (hepatocyty), recyrkulacjg (makrofagi
watroby i $ledziony) i wykorzystaniem (erytroblasty) [36].

Molekularne aspekty erytrofagocytozy, degradacji
hemu i recyrkulacji zelaza hemowego przez

makrofagi

Przekierowanie zelaza hemowego z fagocytowanych przez
makrofagi erytrocytéw do krwi jest kolejnym (po syn-
tezie hemu) wieloetapowym procesem, w ktérym $cisle
wspdldziatajg ze soba biatka zwigzane z metabolizmem
hemu oraz z metabolizmem zelaza niehemowego. Ery-
trofagosom (fagosom zawierajacy pochtoniete erytrocy-
ty) powstajacy w makrofagu w wyniku fuzji fragmentéw
btony komdrkowej, bton endosomalnych, lizosomalnych
oraz blon siateczki §rédplazmatycznej i aparatu Golgiego,
zawiera dziesiatki biatek, ktérych rola w erytrofagocyto-
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zie pozostaje nieznana [17]. W catym procesie recyrkula-
cji zelaza przez makrofagi udokumentowano dotychczas
udzial nastepujacych bialek: oksygenazy hemowej1 (heme
oxygenase 1; HO1) - enzymu degradujacego hem [44],
HRG-1 (heme responsive gene-1) - wewnatrzkomérkowe-
go transportera hemu [76], Nramp1 (natural resistance-
-associated macrophage protein 1) - transportera zelaza
jonowego [88], ferrytyny, ferroportyny [46] i cerulopla-
zminy (Cp) - ferrooksydazy zaleznej od jonéw miedzi
[106]. Wprawdzie recyrkulacja zelaza hemowego przez
makrofagi jest filarem, na ktérym opiera sie ogélnoustro-
jowy metabolizm zelaza, wiele jej molekularnych elemen-
téw pozostaje niewyjasnionych.

W 2005 r. Delaby i wsp. opracowali model komérkowy in
vitro uwzgledniajacy fizjologiczne aspekty erytrofagocy-
tozy, ktéry stwarza mozliwo$¢ badania poszczegblnych
jej etapdw, okreslenia subkomdrkowego umiejscowienia
katabolizmu hemu przez HO1, a takze identyfikacji szla-
kéw eksportu zelaza jonowego uwolnionego z czasteczek
hemu [15]. Na ten komdrkowy model sktadajg sie makro-
fagi pochodzace ze szpiku kostnego myszy (bone mar-
row-derived macrophages) oraz wspéthodowane z nimi
mysie erytrocyty krwi obwodowej, w ktérych wczeéniej
jonami Ca(ll) indukowano proces starzenia sie. Po fago-
cytozie starych erytrocytéw przez makrofag i utworzeniu
erytrofagosomu, hem uwolniony z czgsteczek hemoglo-
biny jest transportowany przez HRG-1 do cytoplazmy,
gdzie ulega szybkiej degradacji (po okoto godzinie) przez
HO1 (zakotwiczona na btonie siateczki $rédplazmatycz-
nej [31]), czemu towarzyszy uwolnienie jonédw Fe(II), CO
i biliwerdyny. Hem nierozlozony przez HO1 wchodzi do
tzw. cytoplazmatycznej zmiennej puli hemu w komérce
(labile heme pool - LHP) [17] (ryc. 2), w ktérej jego ste-
zenie wynosi ponizej 0,1 uM [81]. Nalezy podkresli¢, ze
hem bedac substratem reakgji katalizowanej przez HO1,
jest jednocze$nie jednym z gtéwnych czynnikéw indu-
kujacych ekspresje genu Hmox1, kodujacego ten enzym
[23]. Indukcja ta wymaga przemieszczenia hemu do ja-
dra komérkowego. W jadrze hem przylacza sie do regu-
latora transkrypcji, biatka Bach1. Pod nieobecno$é hemu
Bach1 tworzy heterodimer z biatkami Maf neutralizujac
ich aktywno$¢ transkrypcyjng polegajaca na wigzaniu
sie z sekwencja wzmacniajaca MARE (Maf-recognition
element), wystepujaca w promotorze genu Hmox1. Wigza-
nie sie hemu z Bach1 powoduje jego odtgczenie od biatek
Maf, umozliwiajac tym samym aktywacje transkrypcji [37]
(ryc. 2). W wiekszosci komdrek w warunkach fizjologicz-
nych aktywno$¢ HO1 jest bardzo mata, a funkcje enzymu
rozktadajacego hem petni HO2 [66]. W makrofagach fa-
gocytujacych erytrocyty ekspresja genu Hmox1 jest pod-
wyzszona, co wynika ze statego doptywu hemu do jadra
komérkowego. Ustala si¢ réwnowaga miedzy pula hemu
rozktadanego enzymatycznie przez HO1 i pulag hemu funk-
cjonujacego jako czynnik podtrzymujgcy transkrypcje
genu Hmox1 i w konsekwencji aktywno$¢é HO1.

Badania Soe-Lin i wsp. sugeruja, ze istotnym biatkiem
w recyrkulacji zelaza jest transporter zelaza jonowego
Nramp1. Myszy z nokautem genu Nramp1, u ktérych wy-

wotano hemolize, wykazywaty zwiekszong akumulacje ze-
laza w watrobie i $ledzionie. Stwierdzono u nich réwniez
podwyzszong radioaktywno$é w poréwnaniu do myszy
kontrolnych (wild-type) po podaniu do krwi retikulocy-
téw znakowanych izotopem zelaza (*°Fe) [88]. Autorzy
sugeruja, ze Nramp1 uczestniczy w transporcie do cyto-
plazmy zelaza jonowego pochodzacego z rozpadu hemu
w erytrofagosomie. Delaby i wsp. podwazyli jednak te hi-
poteze [17]. Co prawda, badajac poszczegélne etapy ery-
trofagocytozy zlokalizowali Nramp1 wylacznie na btonie
erytrofagosomu, ale jednocze$nie w erytrofagosomie nie
stwierdzili obecno$ci HO1, wykluczajac tym samym to or-
ganellum jako miejsce degradacji hemu. Ponadto wyrazna
lokalizacja transportera hemu HRG-1 na btonie erytrofa-
gosomu jednoznacznie sugeruje, ze hem jest transpor-
towany z wnetrza erytrofagosomu do cytoplazmy, gdzie
odbywa sie jego degradacja. Wedtug Delaby’ego i wsp.
prawdopodobna rola Nramp1 jest zwigzana z udziatem
tego biatka w dojrzewaniu erytrofagosomu oraz w pro-
cesie rozpadu erytrocytu i degradacji hemoglobiny [17].

Po enzymatycznym rozpadzie hemu w makrofagu, uwol-
nione zelazo jonowe zasila cytoplazmatyczna labilna pule
zelaza, skad moze by¢ wlaczone do ferrytyny za pomo-
cg biatka PCBP1 lub transportowane przez ferroporty-
ne do krwi. Do tej pory nie wiadomo jakie molekularne
regulacje decyduja o biologicznym przeznaczeniu zela-
za jonowego pochodzacego z odzysku ze starych erytro-
cytéw. Wydaje sie jednak, ze w wiekszosci zelazo prze-
mieszcza sie w strone blony komérkowej, przez ktéra
jest transportowane z udziatem ferroportyny, a nastepnie
jest przytaczane do transferryny. W czasie erytrofago-
cytozy ekspresja genu Slc40al, kodujacego ferroportyne
zwieksza sie zaréwno pod wplywem hemu (via czynnik
transkrypcyjny Nrf2) oraz pod wptywem zelaza jonowego
(poprzez system IRP/IRE) [16], co zapewnia wysoki po-
ziom ferroportyny na btonie komérkowej makrofagéw.
Negatywna potranslacyjna regulacja ferroportyny przez
hepcydyne ma drugorzedne znaczenie w warunkach fizjo-
logicznych - prawidtowo przebiegajacych proceséw ery-
tropoezy i erytrofagocytozy. Auriac i wsp. zaobserwowali
ciekawa zalezno$¢ miedzy umiejscowieniem ferroporty-
ny na btonie komdrkowej makrofagdw i jej wrazliwoscia
na dziatanie hepcydyny [3]. Stwierdzili, ze ferroportyna
wystepuje gtéwnie we fragmentach btony komérkowej
wzbogaconych w cholesterol, okreslanych jako tratwy
lipidowe (lipid rafts). Dezintegracja tych struktur ostabia
oddziatywanie miedzy hepcydyna i ferroportyna. Ponie-
waz w tratwach lipidowych zlokalizowano réwniez HO1
[104] i ceruloplazmine [56], nasuwa sie przypuszczenie,
ze mogg to by¢ struktury odgrywajace istotna role w de-
gradacji hemu i transporcie zelaza z makrofagéw do $ro-
dowiska pozakomdrkowego (ryc. 2).

Istotnym elementem biologii wolnego hemu jest jego tok-
syczno$¢ zwigzana z indukcjg stresu oksydacyjnego [44].
Wynika ona z wiasciwo$ci oksydacyjnych jonéw zelaza
i ich udzialu w generowaniu rodnika hydroksylowego
przez reakcje Fentona. Nie rozstrzygnieto dotychczas, czy
dotyczy to tylko jonéw zelaza uwolnionych po rozpadzie
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hemu, czy réwniez zelaza zawartego w pierscieniu proto-
porfiryny IX. Jednym z nastepstw stresu oksydacyjnego
wywolanego przez hem jest uwrazliwianie komdrek na
apoptoze indukowana przez czynniki prozapalne, takie
jak np. TNF (tumor necrosis factor) [54]. Gléwnym mo-
lekularnym mechanizmem jest utrzymujaca sie aktyw-
no$¢ szlaku sygnalizacyjnego kinazy JNK (c-Jun N-termi-
nal Kinase) [33,52]. Gléwnym enzymem zapobiegajacym
toksyczno$ci hemu jest HO1 [44]. Badania na myszach
z nokautem genu Hmox1 wykazaly, ze brak HO1 powaz-
nie zaburza w regulacji ogélnoustrojowego metabolizmu
zelaza [48,73,89], ktérych skutkiem jest zanik komédrek
Kupffera (makrofagéw watroby) i makrofagdw $ledziony,
wywolany cytotoksycznoscig akumulujacego sie w tych
komérkach hemu, co wigze sie z utrata przez te narzady
funkcji recyrkulacji zelaza hemowego [48,89]. Funkcje te
przejmuja u myszy z nokautem genu Hmox1 nerki, lecz
jako narzad nieprzystosowany do obrotu tak duzg iloscig
zelaza, wykazuja nasilajace sie wraz z wiekiem zmiany
patologiczne i dysfunkcje spowodowana nadmierna aku-
mulacjg zelaza [48,89]. Do osiggniecia petnej detoksykacji
hemu i jonéw Fe(Il), jako jednego z produktéw jego roz-
padu, jest konieczne sprzezenie aktywno$ci HO1 z funkcja
ferrytyny. Potwierdzaja to badania, w ktérych wykazano,
ze proapoptotyczne dziatanie hemu jest hamowane tylko
wéweczas, gdy aktywno$ci HO1 towarzyszy podwyzszona
ekspresja ferrytyny H, majacej aktywno$¢ ferroksyda-
zowa, dzieki ktérej jony Fe(Ill) moga by¢ wlaczane do
czasteczki ferrytyny, a to hamuje aktywno$¢ kinazy JNK
indukowanej przez hem i TNF [32,68].

Molekularne podstawy transportu hemu
W organizmie

Niezwykle intrygujacym zagadnieniem ogdlnoustrojo-
wej homeostazy zelaza u ssakéw, wylaniajacym sie na
podstawie badan ostatnich lat jest obrét hemu w organi-
zmie. Przez analogie do obrotu zelaza jonowego, ktérego
molekularne podstawy sa dobrze poznane, wéréd biatek
obiegu hemu mozna wyréznié: biatko transportujgce
czasteczki hemu we krwi — hemopeksyne (jej stezenie -
6,7-25 UM, jest poréwnywalne ze stezeniem transferryny
transportujgcej jony zelaza - 22-31 uM) [96], receptory
odpowiedzialne za transport hemu do komérek - LRP1
(LDL receptor-related protein)/CD91 [38], FLVCR2 (feli-
ne leukemia virus sub-group cellular receptor, member
2) [41,42] oraz biatka transportujace hem w obrebie ko-
mdérek - HRG-1 [76] i FLVCR1b [7] i do $rodowiska po-
zakomérkowego - FLVCR1a [43] i ABCG2 (ATP-binding
cassette transporter) [18]. Badania na modelach myszy
nokautowych dowodza, ze niektére z tych biatek, np.
hemopeksyna nie sg niezbedne do funkcjonowania or-
ganizmu w warunkach fizjologicznych [95]. Sg jednak
biatka, takie jak np. FLVCR1, ktdrych brak jest letalny
juz na etapie rozwoju embrionalnego. Zarodki mysie
z nokautem genu Flvcrl zamierajg miedzy 14,5 a 16,5
dniem zycia prenatalnego wskutek zaburzenia procesu
erytropoezy, wywotanego toksyczno$cia wolnego hemu
nadmiernie gromadzacego sie w komdrkach erytroidal-
nych [74]. Istotne dla organizmu funkcje biatek trans-

portujacych hem uwidoczniajg sie w stanach, gdy wzra-
sta poziom hemu zaréwno w skali calego organizmu
- w surowicy (hemoliza wewnatrznaczyniowa), a takze
miejscowo w komdrkach o intensywnym metabolizmie
hemu np. w makrofagach fagocytujacych erytrocyty, czy
we wspomnianych juz erytroblastach. U myszy z nokau-
tem genu hemopeksyny, u ktérych wywotano hemolize
stwierdzono akumulacje zelaza i peroksydacje lipidéw
w komérkach kanalikéw nerkowych oraz uszkodzenie
nerek [97]. W innym modelu intoksykacji hemem - po
dozylnym podaniu heminy (protoporfiryny IX zawiera-
jacej zelazo w postaci jonu Fe(II)), u myszy z nokautem
genu hemopeksyny stwierdzono uszkodzenie i zwiekszo-
ng przepuszczalno$é nabtonka naczyniowego, zwlaszcza
w obrebie naczyr watroby [100]. Hemopeksyna (Hx) jest
gtéwnym biatkiem detoksyfikujacym hem we krwi. Jest
to glikoproteina syntetyzowana gtéwnie w hepatocytach
i uwalniana do krwi, gdzie z duzym powinowactwem
(k<1 pmol/L) wigze hem w stosunku molarnym 1:1 [97].
Kompleks Hx-hem jest usuwany z krazenia przez recep-
tor CD91 wystepujacy m.in. na blonie komérkowej hepa-
tocytéw i makrofagéw [38]. Po endocytozie kompleksu
Hx-hem-CD91, receptor CD91 odtacza sie pod wptywem
aktywno$ci enzymdw lizosomalnych i powraca na btone
komdérkowg. Dysocjacja hemu od hemopeksyny w endo-
somie zachodzi pod wptywem jonéw miedzi [87]. Uwol-
niony hem jest transportowany do cytoplazmy a hemo-
peksyna ulega degradacji w lizosomach [38]. Wydaje sie,
ze hemopeksyna moze réwniez uczestniczy¢ w recyr-
kulacji hemu transportowanego z makrofagéw przez
FLVCR1a. Badania in vitro wykazaly, ze w obecnosci he-
mopeksyny wzrasta efektywno$é transportu hemu z ma-
krofagéw do $rodowiska zewnatrzkomdrkowego [107].
Obserwacje te sa w pelni zgodne z sugerowana wcze-
$niej rolg FLVCR1 w recyrkulacji hemu z makrofagéw
fagocytujacych erytrocyty [41]. W naszych badaniach
na modelu myszy z nokautem genu Hmox1 stwierdzili-
$my wystepowanie FLVCR1 w naczyniach krwiono$nych
nerek i jednocze$nie wykazali§my podwyzszone steze-
nie hemopeksyny w surowicy [89], co sugeruje udziat
tych dwdéch biatek w usuwaniu nadmiaru hemu z nerek.

Niektdrzy autorzy sugeruja, ze tandem FLVCR1 i hemo-
peksyna moga bra¢ udzial w transporcie hemu z entero-
cytéw absorpcyjnych [96]. Zjawisko duzej przyswajalnosci
zelaza hemowego znajdujacego sie w pokarmie znane jest
juz od dawna. Przyswajalno$¢ zelaza hemowego z diety
wynosi 25-50% (znacznie mniejsza jest przyswajalno$é
zelaza jonowego - 1-10%) [1]. Preparaty zelaza hemowego
sa wykorzystywane do korekty niedoboru zelaza zaréw-
no u ludzi [30,110], jak i zwierzat domowych [75]. Ciagle
jednak nie wiadomo, jakie molekularne mechanizmy lezg
u podtoza tak dobrej przyswajalnosci zelaza hemowe-
go. Teoretycznie istniejg co najmniej dwa szlaki absorp-
cji zelaza hemowego. W pierwszym z nich bierze udziat
transporter hemu - biatko HCP1 (heme carrier protein 1)
wystepujace na blonie wierzchotkowej enterocytéw dwu-
nastnicy [50,84]. Po przekroczeniu tej blony hem ulega
enzymatycznemu rozktadowi przez HO1, ktérej ekspre-
sje stwierdzono w enterocytach [105]. Nastepnie zelazo
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Ryc. 1. Zaleznos¢ migdzy regulacja metabolizmu Zelaza przez system IRP/IRE, biogeneza centrow [Fe-S] a synteza hemu oraz gtéwne szlaki transportu zelaza i

hemu w erytroblascie. W erytroblascie gtéwnymi biatkami uczestniczacymi w pobieraniu zelaza w procesie endocytozy s receptor transferyny 1 (TfR1) i
transporter metali dwuwartosciowych (DMT1). STEAP3 (six-transmembrane epithelial antigen of the prostate 3) jest ferrireduktaza redukujaca jony Fe(lll)
po ich odfaczeniu od Tf w endosomie [64]. Po przemieszczeniu zelaza z endosomu do cytoplazmy przez DMT1, zelazo wchodzi do zmiennej puli zelaza (LIP),

a endosom wraz z kompleksem TfR1-apo-Tf ulega fuzji z btong komdrkowa. Tf odtacza sie od swojego receptora, ktéry pozostaje na btonie komérkowej.
Stezenie zelaza w LIP stanowi o jego biodostepnosci do syntezy hemu i biogenezy centréw [Fe-S] komdrce. Z LIP w cytoplazmie zelazo jest transportowane
do mitochondrium przez mitoferryne 1 (Mfrn1). Zelazo zawarte w LIP, szczegélnie, gdy znajduje sie tam w nadmiarze, moze by¢ wigzane przy udziale

biatka PCBP1 przez ferrytyne. Nadmiar zelaza z LIP moze by¢ réwniez usuwany poza komdrke przez ferroportyne (FPN). Ta sytuacja, paradoksalna w
erytroblastach, komérkach o duzym wykorzystaniu zelaza moze mie¢ miejsce zanim komdrki te osiggna szczyt syntezy hemu [112]. Jak dotychczas nie
zidentyfikowano ferrooksydazy wspdtdziatajacej z FPN w transporcie zelaza z erytroblastu. LIP oddziatuje réwniez na aktywnos¢ trans-regulatorowa biatek
IRP1 i IRP2. Wydzielono (obramowanie linia przerywana) schemat funkcjonowania potranskrypcyjnej regulacji IRP/IRE mRNA zawierajacych sekwencje IRE w
niepodlegajacych translacji regionach 5'i 3’ Poza ramka przedstawiono znane mRNA kodujace biatka kluczowe dla wewnatrzkomérkowej homeostazy zelaza
i syntezy hemu, requlowane przez IRP1 IRP2: podjednostki H i L ferrytyny (H-Fti L-Ft), FPN, syntaze aminolewulinowa 2 (ALAS2), TfR1i DMT1. Numery od 1
do 8 oznaczajg kolejne etapy syntezy hemu. Pierwszy to reakcja kondensacji glicyny (GLY) i bursztynylo-CoA (Bu-CoA) do kwasu aminolewulinowego (6-ALA),
katalizowana przez ALAS2; ostatni to waczanie jonu Fe(ll) do pierscienia protoporfiryny IX (PPIX) przez ferrochelataze (Fech), enzym zawierajacy centrum
[2Fe-25]. Obie reakgje przebiegaja w mitochondrium. Biogeneze centréw [Fe-S] przedstawiono bez uwzgledniania szczeg6téw i wyodrebniania licznych
biatek bioracych udziat w tym procesie. Zainteresowanych Czytelnikdw odsytamy do pracy przegladowej Lill i wsp. [51]. Zaznaczono jedynie glutaredoksyne
5 (GRX5), jako biatko wiazace i transportujace centra [Fe-S] do docelowych apo-biatek w mitochondrium. Transporter centréw [Fe-S] z mitochondrium

do cytoplazmy (niezbedny do rekonstytugji cytoplazmatycznych biatek zawierajacych centra [Fe-S] np. holo-IRP1) nie zostat dotychczas poznany. Biatka
transportujace hem — FLVCR1a i FLVCR1b s3 produktami dwdch wariantéw genu Flvcr1, powstatymi na drodze alternatywnego sktadania tego genu [7,41].
Biora one udziat w usuwaniu nadmiaru hemu z mitochondriéw do cytoplazmy (FLVCR1b) i z cytoplazmy poza komdrke (FLVCR1a). W cytoplazmie 4 czasteczki
hemu s3 whudowywane do czasteczki hemoglobiny (Hb), ktéra jest tetramerem ztozonym z dwéch par faricuchéw globinowych. Niektdre elementy ryciny 1i
2 opracowano na podstawie [53]

jonowe uwolnione z czasteczki hemu wkracza na szlak
transportu zelaza z udziatem ferroportyny i hefajstyny.
Drugi hipotetyczny szlak uwzglednia transport nienaru-
szonej czasteczki hemu zaréwno przez btone wierzchot-
kowa (przez HCP1), jak i przez blone podstawno-boczna
enterocytu via FLVCR1a. W dalszej kolejnosci czasteczka
hemu moze by¢ transportowana przez hemopeksyne do
watroby.

Prowadzone przez nas badania zmierzaja do identyfi-
kacji mechanizméw molekularnych lezacych u podto-
7a absorpcji hemu. U myszy z nokautem genu Hmox1
wywolali$my niedobér zelaza przez podawanie paszy
o niskiej zawarto$ci zelaza (ok. 8 ppm). Nastepnie do pa-
szy tej dodali$my preparat zelaza hemowego (osiagajac
stezenie 80 ppm - o okoto 20% wieksze od standardowej
zawarto$ci zelaza w paszach dla gryzoni do§wiadczal-
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Ryc. 2. Recyrkulacja zelaza hemowegto oraz gtéwne szlaki metaboliczne hemu pochodzacego z hemoglobiny (Hb) erytrocytéw fagocytowanych przez makrofag
watroby lub $ledziony. Na rycinie przedstawiono proces enzymatycznej degradacji hemu przy udziale oksygenazy hemowej 1 (H01), uwolnionego z Hb w
trakcie erytrofagocytozy. Po przemieszczeniu hemu przez btone erytrofagosomu przy udziale HRG-1, hem tworzy w cytoplazmie zmienng pule hemu (LHP).
Inak zapytania przy biatku Nramp1 oznacza, ze rola tego biatka, wystepujacego na btonie erytrofagosomu w recyrkulacji zelaza hemowego nie zostata
dotychczas poznana. Degradacja hemu odbywa sie w cytoplazmie przy udziale HO1 zakotwiczonej na btonie siateczki srodplazmatycznej [28]. W obramowaniu
przedstawiono schemat reakcji enzymatycznej katalizowanej przez HO1 oraz schemat nastepujacej po niej reakcji redukgji biliwerdyny do bilirubiny,
katalizowane] przez reduktaze biliwerdyny. Jony zelaza uwolnione w wyniku degradacji hemu, zasilaja labilng pule zelaza (LIP) w cytoplazmie, skad Zzelazo jest
transportowane poza makrofag przy udziale ferroportyny (FPN) i ceruloplazminy (Cp), utleniajacej jony Fe(ll) do Fe(lll), dzieki czemu moga one by¢ zwiazane
przez transferryne. Wyrézniono tratwy lipidowe jako hipotetyczne miejsce wspétdziatania HO1, FPN i Cp w recyrkulagji zelaza jonowego pochodzacego z
biodegradacji hemu. W warunkach fizjologicznych wiekszoé¢ zelaza odzyskanego z hemoglobiny starych erytrocytow jest przekierowana do krwi. Niewielka
cze$¢ zelaza uwolniona do LIP w wyniku degradacji hemu moze by¢ wtaczona do ferrytyny (Ft) z udziatem biatka PCBP1. Hem zawarty w LHP, ktdry nie zostat
zdegradowany przez HO1, moze by¢ kierowany na inne szlaki metaboliczne, sposréd ktdrych zaznaczono szlak transkrypcyjnej aktywacji genu Hmox1. Hem
po przemieszczeniu do jadra komdrkowego, wiaze sie represorem transkrypdji genu Hmox1, biatkiem Bach1. Kompleks hem-Bach1 przy udziale biatka Crm1
transportowany jest poza jadro komdrkowe [93]. Odblokowanie dostepu do sekwencji requlatorowej MARE w promotorze genu Hmox1 umozliwia przytaczenie
do tej sekwengji czynnika Nrf2 i indukeje transkrypdji tego genu. Rycine przygotowano w oparciu o cytowane w pracy pismiennictwo

nych) i podali$my go myszom w celu wyréwnania defi-
cytu. Wstepne wyniki do§wiadczenia sugeruja, ze sto-
sujac zelazo hemowe mozna uzupetnié niedobdr zelaza
umyszy wild-type, a takze zmniejszy¢ niedobdér u myszy
pozbawionych HO1 [dane niepublikowane]. Istotnym
elementem tego do$wiadczenia jest przeprowadzenie
analizy ekspresji gendéw kodujacych biatka uczestniczace
w absorpcji zelaza jonowego i hemu oraz biatka regu-
latorowe - hepcydyne oraz IRP1 i IRP2. W réwnolegle
prowadzonym do$wiadczeniu skorygowalismy niedobér
zelaza, tym razem wystepujacy naturalnie, u noworod-
kéw prosiat, podajac im per os pasze z dodatkiem prepa-
ratu zelaza hemowego [dane niepublikowane]. Wydaje
sie, ze poznanie mechanizmdéw absorpcji zelaza hemo-

wego stworzy mozliwo$¢ planowania nowych strategii
uzupelniania niedoboru zelaza, ktdre jest zaburzeniem
wystepujacym u okoto 2 mld ludzi na §wiecie [8].

Wéréd wielu badaczy zajmujacych sie homeostaza
zelaza panuje niezrozumiala tendencja do stawiania
granicy miedzy metabolizmem zelaza jonowego (nie-
organicznego) a metabolizmem zelaza hemowego (or-
ganicznego). Tymczasem, powszechnie wiadomo, ze
bez odpowiedniej dostepnosci jonéw zelaza w komér-
kach, proces syntezy hemu zostaje zahamowany. Bez
degradacji hemu i uwalniania jonéw zelaza w makrofa-
gach, gwalttownie maleje dostepno$¢ zelaza w organi-
zmie. Gtéwnym celem pracy byto uwypuklenie $ciste-
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go zwigzku miedzy kontrola dostepnosci jondw zelaza
w komérce (gtdwnie przez system IRP/IRE), a aktyw-
noscig enzymdéw uczestniczgcych w syntezie hemu,
takich jak syntaza aminolewulinowa 2 i ferrochelataza.
Podkreslono takze $ciste wspétdziatanie biatek meta-
bolizmu hemu (oksygenazy hemowej 1) z biatkami me-
tabolizmu zelaza jonowego (ferroportyna i ferrytyna)
w procesie odzyskiwania zelaza ze starych erytrocytéw,

PismiennicTwo

jego recyrkulacji i detoksyfikacji. Na koniec zwrécono
uwage na coraz liczniejsze przyktady niedawno odkry-
tych biatek uczestniczacych w transporcie hemu na
poziomie komérki i w skali catego organizmu. Wydaje
sie, ze w przysztoéci badanie powigzari miedzy obie-
giem zelaza hemowego i jonowego moze by¢ skutecz-
nym sposobem na powiekszenie naszej wiedzy na temat
molekularnych podstaw homeostazy zelaza.
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