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1.Uvod

1. UVOD

Zelezo je prvek, ktery je naprosto nezbytny pro vét§inu organismi. Buiiky vyuZivaji
tento kov pfedev§im pro aktivitu proteini Ucastnicich se transportu elektroni a
oxidoreduk¢nich reakci, které vyZzaduji tvorbu volnych radikdld. Naproti tomu volné
Zelezo, tj. zelezo, které neni specificky véazano, je pro builky vysoce toxické.
Oxidoreduk¢ni reakce Zeleza jsou totiZz zdrojem vysoce reaktivnich volnych radikéla, které
mohou ve tkédnich katalyzovat autooxidacni procesy. Organismy proto udrzuji velmi
nizkou vnitini hladinu volného Zeleza, a to okolo 10™"® M. Toho je docileno zejména diky
souhie tii proteind: (1) laktoferinu, ktery Zelezo specificky vyvazuje; (2) transferinu,
transportujiciho Zelezo mezi tkdnémi; (3) feritinu, ktery slouzi pro intracelularni ukladani
tohoto kovu.

UdrZovani nizké hladiny volného Zeleza v télnich tekutindch pomoci specifické vazby
na proteiny zaroveil umoznuje obranu vysSSich organismi proti mikrobidlnim infekcim
(tzv. nutriéni imunitu). Pro hostitele mohou byt totiZ patogenni pouze mikroorganismy,
které se naucily vyuZivat i takto specificky vazané zelezo. Bakterie uplatiuji pti ziskavani
hostitelova Zeleza nékolik riznych mechanismi jako je napt. schopnost syntetizovat
siderofory, nizkomolekularni ligandy, které diky své vysoké afinité k Zelezu tento kov
hostiteli odebiraji. Dalsim mechanismem je exprese povrchovych receptort, které vazou
Zelezo ptimo z transferinu, laktoferinu, hemoglobinu a dalSich hostitelskych proteinti
vazajicich Zelezo. U né€kterych mikroorganismi byla také pozorovédna schopnost snizZovat
pH a oxidoreduk¢ni potencidl ve svém okoli, coZ vede ke spontdnnimu uvolnéni Zeleza z
riznych ligandl a tudiz i ke snadné&jsi asimilaci tohoto kovu.

Mechanismy, které se uplatiuji pti ziskavani Zeleza u parazitickych prvokl nebyly
doposud zcela objasnény. Ackoliv bylo prokdzano, Ze anaerobni prvoci, jako napft.
trichomonddy, giardie a Entamoeba histolytica maji extrémn¢ vysoké nutri¢ni naroky na
Zelezo, specifické receptory pro hostitelské proteiny vézajici Zelezo se doposud podafilo
detekovat a casteCné charakterizovat pouze u Sesti druht prvokt. Geny, kodujici tyto
receptory, byly identifikovany a analyzovany pouze v ptipadé€ receptoru pro transferin u
Trypanosoma brucei. RovnéZ neexistuji Zadné informace o mechanismech uplatiiujicich
se pfi ndsledném intracelularnim transportu Zeleza a dalSi inkorporaci do bunéénych

organel a cilovych molekul prvok.
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Diivodem vysokych ndarokti anaerobnich prvokii na Zelezo je pravdépodobné klicova
funkce Zelezo-sirnych proteinli v energetickém metabolismu, ktery je u trichomonad
koncentrovdn do hydrogenosomi, organel slouZicich k syntéze ATP za anaerobnich
podminek.

Nejvyznamnéj$imi zastupci trichomondd jsou Tritrichomonas foetus, ptivodce sexudlné
prenosného onemocnéni dobytka a Trichomonas vaginalis, zptisobujici pohlavné pienosné
onemocnéni Cloveka, ktefi parazituji v urogenitdlni soustavé svych hostiteld. Zdrojem
Zeleza v téle hostitele mlze byt pro oba prvoky laktoferin, ktery je pfitomny ve
vaginélnich sekretech. Buiikky 7. vaginalis jsou schopny vyuZivat také Zelezo uvolnéné z
erytrocytl, které aktivné lyzuji. T. foetus, parazitujici piedevSim v uteru hostitele, miize
vyuZzivat pro piijem Zeleza také transferin. Buiikky 7. foetus byly nalezeny také v zadni
Casti zazivactho traktu, a proto by tento prvok mohl ziskdvat Zelezo 1 z
nizkomolekuldrnich komplexti pfitomnych ve stfevnim obsahu. Vzhledem k vysokym
nutricnim narokiim trichomondd na Zelezo, mnoha zdrojim, které mohou tito prvoci pro
piijem Zeleza vyuZivat a pfitomnosti hydrogenosomd, jejichZ funkce plné zdvisi na
aktivité¢ Fe-S proteind, jsou trichomonddy velmi atraktivnhim experimentdlnim modelem
pro vyzkum piijmu a metabolismu Zeleza.

Nésledujici kapitoly uvodni Césti této prace budou zaméfeny na strukturu a funkci
proteinti a nizkomolekuldrnich komplexl Zeleza a na celkovy metabolismus tohoto kovu u
eukaryotickych bunék. Navazujici kapitoly se pokusi osvétlit mechanismy, pomoci
kterych mikroorganismy takto metabolizované Zzelezo ziskdvaji. Zvlastni diraz bude
kladen na parazitické prvoky. Vysledky vlastni experimentdlni préace, jeZ je zaméiena na
studium mechanismil uplatiiujicich se pfi pffjmu a intraceluldrnim zpracovani Zeleza
buitkami trichomondd a dalSich anaerobnich prvoki, jsou shrnuty v kapitole 4 a doloZeny

v pfipojenych publikacich a manuskriptu v kapitole 5.
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1.1. Zelezo v Zivych systémech

Zelezo se v biologickych systémech vyskytuje pfevazné ve dvou zdkladnich stavech, a
to jako Zeleznaté (Fe*") a Zelezité (Fe’*) kationty. Pro biologické systémy je nejdilezit&jsi
vlastnosti Zeleza, které vytvari v obou oxidacnich stavech oktahedrdlni komplexy se Sesti
ligandy, schopnost pokryvat velmi Siroké rozpéti redoxnich potencidlii podle charakteru
ligandu a geometrie koordina¢ni vazby. Napft. redoxni potencidl Zeleza vazaného v Zelezo-
sirnych proteinech se pohybuje v rozmezi od —600 do +350 mV (Williams, 1985), coz je
idedln{ rozpéti pro vyuZiti v biologickych systémech. Zelezo je soucésti aktivnich center
proteini prenasejicich elektrony, jejichz vysledny redoxni potencidl zdvisi na sloZeni
aminokyselin vazebného mista. Diky tomu mohou organismy zménami ve sloZeni
aminokyselin ovliviilovat redoxni potencidl Zeleza tak, aby co nejlépe vyhovoval potfebam
specifickych biochemickych reakci.
proteinii hemoglobinu a myoglobinu, je aktivni soucasti bilkovin elektrontransportniho
fetézce (cytochromy, Fe-S proteiny), ucastni se procesi oxidativni fosforylace
(mitochondridlni cis-akonitdza, sukcinidtdehydrogendza), katalyzy oxidaci (oxiddzy) a na
druhé strané rozkladu toxickych derivata kysliku (superoxiddismutiza). Zelezo se rovnéz
podili na fixaci dusiku a vodiku (nitrogendzy a hydroxyldzy) a na mnoha dalSich
vyznamnych reakcich (Crichton, 1991b). Jednou z nejvyznamnéjSich reakci v Zivych
organismem, kterd je podmin€na ucasti Zeleza, je pfeména ribézy na deoxyribézu. Tato
reakce, kterd je nebytna pro replikaci DNA a tedy i pro buné€né déleni, je katalyzovana
enzymem ribonukleotidreduktdzou. Aktivita tohoto enzymu je podminovana piitomnosti
dvou molekul Zeleza vazaného ve form¢ komplexu Fe-O-Fe. Jedinou vyjimkou, kterd v
piirod¢é nevyzaduje pro aktivitu ribonukleotidreduktidzy Zelezo a proto je na tomto kovu
nezdvisld, jsou nckteré bakterie, jako napt. Brevibacterium ammoniagenes vyuZivajici
mangan (Stubbe, 1990a) nebo Lactobacillus leichmani vyuZivajici adenosylkobalamin
(Stubbe, 1990b).

Vlastnosti Zeleza, které jsou pro organismus velice vyhodné, mohou byt na druhé stran¢
zdrojem posSkozeni. Interakci Zeleza s derivaty kysliku, jako je peroxid nebo superoxid,

dochdzi ke vzniku vysoce reaktivnich hydroxylovych a ferylovych radikalii. Tyto radikéaly

mohou ve tkanich katalyzovat autooxidac¢ni procesy vedouci k poruSeni bunécnych
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membrén, degradaci proteinti, mutacim vcéetné¢ chromozomadlnich aberaci, piipadné k
bunéné smrti. Klasickym piipadem je Fentonova reakce, kterd katalyzuje vznik
hydroxylovych radikdlti (Wooldridge and Williams, 1993):

H,0; + Fe’* — H,0 + Fe** + HO*

Hydroxylovy radikdl muze zplisobovat peroxidaci lipidi s nédslednym poskozenim
bunénych membran a rovnéz poskozeni DNA. Ob¢ reakce mohou mit az letdlni nasledky
(Minnotti and Aust, 1992; Henle et al., 1996).

Dalifm vyznamnym aspektem metabolismu Zeleza je rozpustnost tohoto kovu. Zelezo
je rozpustné ve vodnych roztocich pouze za anaerobnich podminek ve form¢ Zeleznatych
jontfl, které vytvafeji komplexy se Sesti molekulami vody Fe(H,0)¢>*. PHi fyziologickém
pH v pritomnosti kysliku je Zelezo oxidovdno na trojmocné kationty, které se ihned
pfeménuji na nerozpustny hydroxid Zelezity a dile na nerozpustné oxohydroxidové
polymery. Trojmocné Zelezo je rozpustné pouze za velmi nizkych hodnot pH kolem 1, coz
za fyziologickych podminek zpisobuje praktickou nepfitomnost volného Fe® v
biologickych systémech (Crichton, 1991a). Organismy Zijici v aerobnim prostiedi musi
tedy udrzovat Zelezo v solubilni formé& vytvafenim komplexid se specifickymi
nizkomolekuldrnimi ¢i vysokomolekuldrnimi ligandy. Naproti tomu pravé u anaerobnich
mikroorganismil je mozné zachovani evolu¢né ptivodnich mechanismu piijmu Zeleza, tj.

ziskdvani volného Zeleza v anaerobni atmosféfe (Fenchel and Finlay, 1994).
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1.2. Struktura a funkce proteini ucastnicich se metabolismu
Zeleza

1.2.1. Transferiny

Jako transferiny je oznaCovana skupina glykoproteini s podobnou strukturou, ale
rozdilnou lokalizaci v téle. Pro vSechny transferiny je spole¢né, Ze bunkam zelezo bud’
poskytuji, nebo naopak vazbou tohoto prvku brani buikdm v jeho piijmu. Mezi
transferiny patii serotransferin (oznaCovany také jako transferin s.s.), ktery je pifitomen
zejména v séru, laktoferin (téZ laktotransferin), ktery je pifitomen v mléce a dalSich
sekretech, ovotransferin (téZ conalbumin) z vajecného bilku a melanotransferin, ktery je
lokalizovan na plazmatické membrané melanocytti (Harris and Aisen, 1989). Transferin je
tvofen jedinym polypeptidovym fetézcem o relativni molekulové hmotnosti kolem 80 kDa
(Aisen and Leibman, 1978). Polypeptidicky fetézec vytvaii dv€ homologni domény s
podobnou strukturni konformaci (tzv. N- a C-termindlni laloky), z nichZ kazda nese po
jednom vazebném misté pro trojmocné Zelezo. Ob¢ vazebnd mista se 1i$i stabilitou vazby
a afinitou k Zelezu v zavislosti na pH. Vazba Zeleza na N-termindlni doménu ma nizsi
afinitu k Zelezu a je vice citlivd na sniZeni pH nez vazba na C-konci (Ponka et al.,1990).
Predpoklada se, Ze dneSni molekula transferinu vznikla duplikaci ancestrdlniho genu
kédujictho plivodné jedinou doménu (Williams, J., 1982; Yang et al.,1984), coZ nepiimo
dokazuje 1 nalez proteinu podobného transferinu o molekulové vaze 41 kDa u sumek rodu
Pyura, ktery obsahuje pouze jedno vazebné misto pro zZelezo (Martin et al., 1984).

Navazani zeleza ve vazebném misté zprostfedkovavaji Ctyfi aminokyselinové zbytky
peptidového fetézce (2X tyrosin, 1X histidin, 1x asparagovd kyselina) a uhli¢itanovy nebo
hydrogenuhli¢itanovy aniont, ktery spojuje Zelezo s argininem nebo histidinem (Aisen et
al.,1967). Stabilita vazby Zeleza pfi nizkém pH se 1i8i jak mezi N- a C- lalokem jediného
proteinu, tak i mezi jednotlivymi typy transferinli. Vyrazné rozdily v citlivosti k nizkému
pH mezi jednotlivymi typy transferinti determinuji jejich rozdilné biologické funkce.
Serotransferin uvoliluje Zelezo jiz pii snizeni pH na hodnotu okolo 5,5. To umoZiiuje
disociaci Fe™ v kyselych endosomech bun&k, coZ je krok nezbytny pro transport Zeleza
mezi tkanémi. Vazba Zeleza na lidsky laktoferin je zhruba 300x pevnéjSi (Aisen and

Leibman, 1972) a k uvolnéni Zeleza dochdzi teprve pfi pH 2, eventuelné pii pH 3-4 v
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pfitomnosti cheldtori (Mazurier and Spik, 1980). Laktoferin proto plisobi spiSe ptfi obrané

proti mikrobidlnim infekcim jako silny chelator.

Serotransferin

Serotransferin je univerzdlnim pfenaSeCem Zeleza mezi tkdnémi v téle obratlovcd,
ktery byl v riznych mnozZstvich detekovan téméf ve vSech organech (Mason and Taylor,
1978). Ackoliv Zelezo vdzané na tento glykoprotein predstavuje méné nez 0,1 % (3 mg)
celkového mnoZstvi Zeleza v téle, dynamicky je to nejdulezitéj$i slozka s nejvyssi
hladinou obratu, kterd denné prenese az 30 mg Zeleza (Bothwell et al., 1979).

Transferin byl nalezen u vSech studovanych obratlovcl a je ptfitomen i u nékterych
bezobratlych (Aisen, 1994). Tento protein je obsaZzen zejména v krevnim séru, lymf¢,
cerebrospindlnim moku, mléce a dalSich sekretech. Transferin plni dvé hlavni funkce
spojené s transportem Zeleza. Prendsi Zelezo absorbované enterocyty z potravy do jater,
kde je uklddano a dopravuje tento kov po téle k bunikkdm ostatnich tkani. Transferin je tedy
schopen podle typu bunécné tkané zelezo buitkdm pieddvat i odebirat.

Mechanismy, pomoci kterych transferin buitkdim odjima Zelezo, byly doposud nejlépe
prostudovany u intestindlni linie Caco-2. Bylo prokdzédno, Ze na bazolatelarni membrané
téchto bunck jsou pritomny receptory, které vdzou prednostné apotransferin, ktery nema
navazané Zelezo (Nunez et al., 1996). Apotransferin je poté endocytovan a transportovan v
endosomech do apikdlni Casti buiikky (Nunez et al., 1997), kterd odpovidd membranam
enterocytl obrdcenym k lumenu stfeva, kde probihd absorpce Zeleza. Zde pravdépodobné
dochdzi k vazbé Zeleza na apotransferin. Poté je Zelezo intraceluldrné transportovdno do
bazalnich partii buiiky, kde je transferin s navdzanym Zelezem na bazolaterdlni membrané
exocytovan a dostdvd se tak do krevniho obéhu, kde Zelezo preddva ostatnim bunkam
(Nunez and Tapia, 1999).

Doposud bylo popsdno n¢kolik mechanismti, pomoci kterych buinky Zelezo z
transferinu ziskdvaji. Je to pfedevSim vysoce specifickd endocytéza zprostfedkovana
receptory, adsorpCni endocytéza transferinu, endocytéza kapalné faze, eventuelné
uvolnéni Zeleza z transferinu bez ucasti endocytézy aktivitou membranové
oxidoreduktazy.

Receptory zprostiedkovand endocytéza transferinu umoziuje piijem Zeleza buiikdm
vétSiny tkani (Kithn et al., 1984; Kiihn et al., 1990). Transferin, ktery obsahuje dvé

molekuly Zeleza (holotransferin) je pfi extracelularnim pH 7,4 vazan s vysokou afinitou
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na specificky membranovy receptor. Sav¢i receptor pro transferin je exprimovan na
povrchu proliferujicich bun€k, bunck syntetizujicich hemoglobin a na povrchu
diferencujicich se bunék (Kiihn ez al., 1990). Izolace a analyza tohoto receptoru ukdzala,
Ze se jedna o dimer slozeny ze dvou identicky glykosylovanych a stejné velkych
podjednotek o velikosti 90 kDa spojenych disulfidickymi mustky. Ob& podjednotky
obsahuji cytoplazmatickou doménu, hydrofobni transmembrdanovou oblast a
extracelularni doménu. Extraceluldirni doména je odS$tépitelnd trypsinem od
cytoplazmatické membrany. Molekula je posttranslacné upravovdna kovalentnim
navazanim kyseliny palmitové (Schneider et al.,1984; Jing et al.,1990). Disociacni
konstanta vazby Fe,-transferin-receptor je znatné variabilni podle typu buiiky (Kq = 107-
10”7 M). Také mnoZstvi receptorii exprimovanych na povrchu buiiky se méni v zévislosti
na druhu buniky, jejim stavu diferenciace a dostupnosti Zeleza v prostiedi (Richardson and
Ponka, 1997).

Komplex receptoru s navdzanym transferinem je na vnitini ¢asti membrany asociovén s
klatrinem, ndsledn¢ dochazi k akumulaci receptoru s navdzanym transferinem v jamkach
oplasténych klatrinem a vzniku endosomu. V endosomech dochdzi piisobenim ATP-
zévislé H'-pumpy ke sniZzeni pH na hodnotu asi 5,5. Za té&chto podminek se Zelezo
uvoliluje z transferinu, zatimco apotransferin zistava pfipojen k receptoru. Apotransferin
je poté recyklovan tim, Ze je uvolnén ve vnéjSim prostiedi pfi neutrdlnim pH, kdy je jeho
afinita k receptoru v porovnani s holotransferinem vyrazné nizsi (Obr. 1). V piipadé
hepatocytl je receptor recyklovan zhruba 100x (Aisen, 1984).

Kawabata a kol. (1999) pozd¢ji objevili homolog transferinového receptoru oznaceny
jako TfR2, ktery se v lidskych bunikdch vyskytuje ve dvou typech a to jako membranova
forma TfR2-alfa a typ TfR2-beta, ktery transmembranovou oblast postradd. Schopnost
vazat transferin a stimulovat rast bun¢k v prostiedi s nizkou koncentraci Zeleza vSak byla
prokdzéna pouze u transmembranové formy (Kawabata et al., 2000). Vazba transferinu
na receptor TfR2-alfa m4 ve srovndni s klasickym transferinovym receptorem (TfR)
vyrazné nizsi afinitu a to zhruba 25x (Kawabata et al., 2000; West et al., 2000) a je
sporné, zda viibec tento receptor slouzi k pfijiméni transferinu in vivo (Kawabata et al.,
2000). Dalsi rozdil mezi TfR2 a TfR spociva v tkanové specifité exprese. Zatimco TfR2
je prednostné exprimovan v dospélych hepatocytech, exprese TfR je v téchto bunkach

relativné nizkd. Exprese TfR2 v pribéhu vyvoje hepatocytl totiz stoupd, zatimco v
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piipadé TfR klesa. Naproti tomu beéhem diferenciace erytrocytii se exprese TfR2 snizuje,
zatimco exprese TfR nartstd (Kawabata et al., 2001).

Méné specifické, na transferinovych receptorech nezdvislé mechanismy ziskavéani
Zeleza zalozené na adsorptivni endocytéze transferinu nebo prosté endocytdze kapalné
faze byly pozorovany zejména u hepatocytii a nékterych linii neoblastickych bun¢k. (Page
et al., 1984). Bylo prokdzano, Ze nespecifickd vazba transferinu neni saturovatelnd a ma
vyrazné niZ8i afinitu v porovndni s vazbou na specifické receptory. Proto se uplatiiuje
patrné az pii vySSich koncentracich transferinu (Trinder et al., 1996).

Alternativnim procesem umoZziujicim builkdm ziskdvat Zelezo nezdvisle na
endocytdze je podle nékterych autorti redukce trojmocného Zeleza vazaného na transferin
pusobenim membrdnové oxidoreduktdzy (Sun et al, 1987a; Sun et al., 1987b).
Redukované dvojmocné ionty mohou snadnéji prochdzet pies cytoplazmatickou
membrdanu a vstupovat tak do buiiky. Redukce Fe' je patrn& spojena s
transmembranovym pfenosem elektrond z cytoplazmatického NADH na komplex Fe®*-
transferin (Fry, 1989). Ptitomnost aktivity redukujici transferinové Zelezo vSak byla

zpochybniovéna jinymi autory (Thorstensen and Aisen, 1990).
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Obr.1. Receptory zprostiedkovana endocytoza transferinu. Endocytéza transferinu je
zahdjena vazbou tohoto proteinu na specificky receptor. Nasledn¢ dochdzi k akumulaci
receptoru s navazanym transferinem v jamkach oplasténych klatrinem a vzniku endosomu.
V endosomech zajistuje ATP-zavisld protonova pumpa snizeni pH na hodnotu okolo 5,5.
Za téchto podminek se Zelezo uvoliiuje z transferinu, zatimco apotransferin zlstava k
receptoru pfipojen. Zelezo je poté transportovdno po buiice do kompartmentd, kde je
vyuzivano. Komplex receptor-apotransferin je recyklovdn zpét na povrch bunky, kde pfi
neutrdlnim pH disociuje apotransferin od receptoru.
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Laktoferin

Laktoferin je glykoprotein piitomny ve vétSiné sekreti endokrinnich Z7ldz a v
sekundarnich granulich neutrofilnich granulocytl (Sadnchez et al., 1992). Laktoferin je
obsazen v lidském a kravském mléku, nebyl vSak detekovan v mléku krys, kralikii a pst
(Masson and Heremans, 1971). V krvi a v mistech zdnétlivych reakci jsou hlavnim
zdrojem laktoferinu neutrofilni granulocyty. Ackoliv se laktoferin z mléka a z neutrofili
lisi strukturdlnim sloZenim glykani, vazebnd schopnost pro Zelezo je u obou typl
identicka.

Laktoferin plni mnoho rtiznych funkcf jako je:

(1) zajisStovani obrany organismu proti mikrobidlnim infekcim. Za normalnich

podminek je laktoferin v télnich sekretech saturovan Zelezem pouze z 10% a je tak

schopen odebirat patogenim zbytky volného Zeleza (Finkelstein er al., 1983).

Antimikrobidlni aktivita laktoferinu je krom¢ schopnosti odstrafiovat Zelezo z prostiedi

spojena s vazbou na bunécné povrchy patogenli. Bylo pozorovano, Ze tento protein

porusuje vn¢j$i membranu gramnegativnich bakterii a zvySuje tak jeji permeabilitu

(Naidu et al., 1990; Visca et al., 1990). Laktoferin vdzany na povrchu bunék také

patrné blokuje mista, kterd jsou nezbytnd pro transport Zeleza nebo jinych dileZitych

latek (Arnold et al., 1982).

Pfi zanétu je laktoferin uvolfiovdn ze stimulovanych neutrofilnich granulocytti. V
této formé& je schopen odejimat Zelezo z transferinu. Komplex laktoferinu s Zelezem je
poté vychytdvan buiikami retikuloendotelidlniho systému prostiednictvim specifickych
receptorii a Zelezo je ukldddno do feritinu. Soubor téchto procesi vede k
hyposiderémii (sniZeni hladiny Zeleza v séru), kterd je podstatou antimikrobidlniho
ucinku a vede k inhibici riistu a déleni bun¢k patogena (Van Snick et al., 1974).

(2) inhibice tvorby volnych radikalt

(3) regulace absorpce Zeleza a bunécného ristu

(4) inhibice agregace krevnich destic¢ek

(5) ovlivitlovani metabolismu lipida

(6) ovliviiovani imunitniho systému

(Spik and Montreuil, 1983; Sanchez et al., 1992).
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Vzhledem k uvedenému Sirokému spektru funkci neni piekvapivé, Ze laktoferin
interaguje s riznymi liniemi bunék jako jsou hepatocyty (Sitaram and McAbee, 1997),
epitelidlni buiikky (Hu et al., 1990; Rochard et al., 1992), B- a T- lymfocyty (Zimecki et
al., 1991), makrofagy a monocyty (Mogulievski et al., 1987), buiiky krevnich desti¢ek
(Leveugle et al., 1993) a mikroorganismy (Spik and Montreuil, 1983; Naidu et al., 1990;
Visca et al., 1990). Tyto vazby jsou tkanové a pravdépodobné i druhové specifické a jsou
zaloZeny na interakci riznych povrchovych proteini a proteoglykanti s ridznymi
doménami laktoferinu (Rochard et al., 1989; Spik et al., 1994). Na celkové vazbé
laktoferinu se u jednoho typu bun¢k miiZze podilet i vice typt interakci. Napf. u bunék
jaterniho parenchymu piispivd N-koncova sekvence laktoferinu k primarnimu zachyceni
proteinu na povrch hepatocytii pomoci nizkoafinitni vazby (K4 = 10 pM) na chondroitin-
sulfatové proteoglykany (Ziere et al., 1996). Teprve poté dochdzi k vysokoafinitni vazbe
(Kq = 187 nM) zprostfedkované C-koncovou doménou laktoferinu, kterd je nezbytna pro
ndslednou internalizaci ligandu a jeho intracelularni degradaci v lysosomech
(Mogulievski et al., 1987; Sitaram and McAbee, 1997), jez vede k uvolnéni navdzaného

zeleza.

Melanotransferin

Melanotransferin (antigen p97) je membrdnov€é vazany homolog transferinu,
lokalizovany zejména na povrchu melanocyti (Woodbury et al., 1980; Brown et al.,
1982). Melanotransferin je jediny doposud zndmy transferin, ktery je vazdn na
cytoplazmatické membrané, a to pomoci glykosylfosfatidylinositolové kotvy (Alemany et
al., 1993; Food et al., 1994). Richardson a Baker (1991) ukazali, ze melanotransferin vaze
na své N-doméné, kterd je velmi podobnd doméné serotransferinu, zelezo z
nizkomolekuldrnich komplext. Nepodatilo se vSak prokdzat, Ze by melanotransferin
zprosttedkovaval dalsi transport Zeleza ptes cytoplazmatickou membrianu do melanocytti.
Pozd¢ji bylo zjisténo, Ze nedochézi ani k regulaci exprese tohoto proteinu v zavislosti na
hladin¢ Zeleza v buiice (Richardson, 2000). Podle soucCasnych néazoru stejné pracovni
skupiny (Richardson and Ponka, 1997; Sekyere and Richardson, 2000; Richardson, 2000)
1 jinych laboratofi (Kriegerbeckova and Kovaf, 2000) je vyznam melanotransferinu pro

celkovy pfijem Zeleza nddorovymi buikami mensi neZ se puvodné predpokladalo.
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Ovotransferin

Ovotransferin se nachazi ve vajecném bilku ptdki, kde slouzi zejména jako
antimikrobidlni agens. Vedle toho plni tento protein funkci zdsobarny Zeleza, které muze

byt pouZzito pro syntézu DNA, transport kysliku nebo elektroni (Weinberg, 1984).

1.2.2. Feritiny

Zelezo musi byt intraceluldrné skladovédno v takové formé, kterd zabrani ucasti tohoto
prvku v reakcich produkujicich toxické volné radikdly. Zarovein musi byt tento kov
uchovavan v rozpustné formé, kterd umoznuje jeho rychlou mobilizaci v dobé potieby.
Nejrozsiten€j$i molekulou skladujici Zelezo v buiikach obratlovcl i bezobratlych, ktera
spliiuje piedeslé podminky, je feritin (Crichton, 1990; Massover, 1993).

Z hlediska struktury lze feritiny rozdé€lit na dva zdkladni typy: (1) nehemovy feritin,
ktery je pritomen u bakterii skupiny Eubacteria a vétSiny eukaryotickych bunék vcetné
clovéka a (2) bakterioferitin obsahujici hem, ktery je zndm u nékterych bakterii a hub.
Feritin ani obdobny protein slouzici k uklddani Zeleza nebyl doposud nalezen u prvoki s
vyjimkou Encephalitozoon cuniculi (Katinka et al., 2001). PtisluSnost tohoto organismu k
prvokiim je vSak spornd a novéjsi fylogenetické studie fadi mikrosporidie spiSe k houbam
(Hirt et al., 1997).

Nehemovy feritin byl popsdn u fady obratlovct i bezobratlych (Baba et al., 1977,
Schussler et al., 1996; Capurro et al., 1996). Zivoéi§n)’/ feritin je lokalizovdn v
cytoplazmé, piipadné¢ miize byt pfitomen v lysosomech, kde je degradovan (Richter,
1960). Neddvno byl tento protein detekovén také v mitochondriich lidskych erytroblastii a
dalsich bunék (Levi et al., 2001). Cytosolicky feritin obratlovcti je tvoien ze dvou (H a L)
nebo vzacnéji ze tif (H, L, a M — heavy, light, and medium) polypeptidovych podjednotek
s vysoce homologni aminokyselinovou sekvenci, jejichZ zastoupeni v molekule feritinu se
li§i podle jeho typu (Massover, 1993). Kompletni molekula sav¢iho cytosolického
apoferitinu ma relativni molekulovou hmotnost 450 kDa a je sloZena z 24 nekovalentné
vazanych podjednotek. M4 tvar schranky, kterd je schopna vdzat ptiblizn¢ 4.500 atomu
trojmocného Zeleza ve form¢ ferihydritovych parakrystali. Této chemicky znacné

komplikované struktuie odpovida vzorec 5Fe,03-9H,0.
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Zabudovavani a uvolnovani zeleza do cytosolického feritinu se ucastni Sest
symetrickych kandlli prochédzejicich napii¢ schrankou. Pfi zabudovavani je Zzelezo
transportovano do molekuly feritinu ve formé¢ rozpustnych dvojmocnych kationtii Fe™.
Uvnitf molekuly Fe* asociuje s vnitinim povrchem podjednotek, kde je feroxiddzovou
aktivitou oxidovdno na Fe’* a koordinatn& vdzdno na ligandy piitomné na vnitinim
povrchu feritinové schranky. Tim je zahdjena inkorporace Zeleza do parakrystalického
jadra, kterd je ukoncena tvorbou ferihydritovych krystalti (Crichton, 1990). Mechanismy
uvolilovéni Zeleza z cytosolického feritinu in vivo nejsou pfili§ prostudovéany. V pokusech
in vitro bylo pozorovdno uvoliiovani a mobilizace Zeleza z feritinu pomoci ruznych
chelatorti (Ponka, 1994).

Exprese cytosolického feritinu je u obratlovcil regulovana intraceluldrni hladinou
Zeleza a je koordinovdna s expresi receptoru pro transferin (viz. kapitola 1.5).

Mitochondridlni feritin je homopolymer slozeny pouze z podjednotek H (Levi et al.,
2001). Tyto podjednotky jsou syntetizovany v cytoplazmé ve formé prekurzori o relativni
molekulové hmotnosti 30 kDa a nésledné€ transportovany pomoci signdlni sekvence do
mitochondrii, kde je tato sekvence odStépena. Podjednotky o relativni molekulové
hmotnosti 22 kDa se v mitochondriich sklddaji do klasickych schranek, které maji
feroxiddzovou aktivitu (Levi et al., 2001). Bylo prokdzano, Ze mitochondridlni feritin
exprimovany v transfekovanych lidskych HeLa bunkach je schopen inkorporovat Zelezo.
Pro tuto inkorporaci je nezbytna pravé feroxiddzova aktivita proteinu (Corsi et al., 2002).

Pro strukturu bakterioferitinu je charakteristickd vazba hemu typu b (Frolow et al.,
1994). Geny pro bakterioferitin byly nalezeny u fady bakterii jako napt. Escherichia coli,
Azotobacter vinelandii, Pseudomonas aeruginosa, Mycobacterium avium, Helicobacter
pilori, Bacillus subtilis, Treponema pallidum a mnoha dalSich (Andrews et al., 1991;
Inglis et al, 1994; Evans et al., 1995). Bakterioferitin patrn¢ hraje, obdobn¢ jako feritin,
dulezitou roli pfi intraceluldarnim ukladani Zeleza. Jaka je vSak jeho specifickd funkce u
nckterych bakterii, kde je pfitomen bakterioferitin i feritin (napt. E. coli), vSak neni zndmo
(Quail et al., 1996).

Pfi patologickych stavech, které jsou doprovazeny pietizenim organismu Zelezem, je
piebytecné zelezo skladovano v degradativnim produktu feritinu nazyvaném hemosiderin.
Mnozstvi tohoto zdsobniho proteinu se mize za patologickych podminek zvysit az 100X,
zatimco mnoZstvi feritinu miZe stoupnout maximalné 5-10x. Hemosiderin je lokalizovan

v nepravidelnych elektrondenznich shlucich nazvanych siderosomy. Tyto membranové
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vacky vznikaji enormnim zvétSenim nebo propojenim lysosomu a vykazuji kiizovou
reaktivitu s protildtkami proti feritinu. Molekula hemosiderinu caste¢né obklopuje
elektrondenzni jadro, které pravdépodobné obsahuje agregiaty polymernich hydroxida
Zeleza. Ve srovnani s feritinem je molekula hemosiderinu vyrazné mensi (Wixom et al.,

1980).

1.2.3. Hemoproteiny

Jako hemoproteiny je oznaCovana skupina proteinil, v nichZ je Zelezo vdzano v hemu
(feroprotoporfyrinu IX). Zelezo je v této molekule ukotveno pomoci &tyi koordinaéné
kovalentnich vazeb s atomy dusiku pyrolovych heterocykll a jednou az dvéma vazbami
zprostiedkovanymi  proteinovou ¢4sti molekuly. Inkorporaci Zeleza do hemu
zprostfedkovava enzym ferochelatdza (Jones and Jones, 1969), zatimco uvolnéni tohoto
prvku, pro které je nezbytné rozStépeni tetrapyrolového kruhu, je katalyzovano
hemoxygenazou (Maines et al., 1986; Trakshel et al., 1986).

Hemoproteiny plni tfi zédkladni funkce. SlouZzi jako: (1) prenaSece kysliku (hemoglobin,
myoglobin), (2) enzymy (peroxidazy, oxiddzy) a (3) pfenasece elektronti (cytochromy)
(Williams, 1985).

Nejhojnéji se vyskytujicim hemoproteinem vazajicim Zelezo v lidském tél€ a zaroven
univerzdlné roz$ifenym prenaSecem kysliku je hemoglobin. Tento protein vaZe stejné jako
svalovy myoglobin dvojmocné Zelezo, které umoznuje pienos molekuldrniho kysliku. U
dospélych obratlovct je pfitomen jako tetramerni protein slozeny ze Ctyt polypeptidickych
globinovych fetézci, zatimco u bezobratlych jsou zndmy jeho monomerni formy.

K vytvofeni funkéni molekuly hemoglobinu je nezbytny dostate¢ny pfisun Zeleza.
Béhém vyvoje krvinek proto odpovidd pocet receptora pro transferin, ze kterého je Zelezo
pro tvorbu hemoglobinu ziskdvano, pozadavkim pro biosyntézu hemoglobinu. Maximalni
pocet receptort (800.000) je exprimovan na povrchu proliferujicich erytroblasti (Iacopetta
et al., 1982; lacopetta and Morgan, 1983). U retikulocytt, které se jiZ po transformaci z
erytroblastii ned¢li, avsak stéle aktivné syntetizuji hemoglobin, dochdzi ke sniZzeni exprese
transferinovych receptort na 100.000. Na povrchu zralych erytrocytd, které jiz
hemoglobin neprodukuji, receptory pro transferin pfitomné nejsou. Exprese
transferinovych receptori je ziejmé regulovdna pomoci dvou odliSnych mechanismi. V

pocatecni fazi vyvoje se projevuje regulace na drovni transkripce, kterd je nezavisld na
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hladin¢ intraceluldrniho Zeleza (Chan and Gerhardt, 1992). Teprve v pozdéjsich fazich
vyvoje po nastartovani biosyntetickych reakci je exprese transferinovych receptort fizena
hladinou intracelularniho Zeleza. Kromé transferinového Zeleza mtiZze byt k tvorbé hemu
vyuzivano 1 netransferinové Zelezo védzané v nizkomolekuldrnich komplexech (Egyed,
1988; Fuchs et al., 1988; Morgan, 1988).

Specidlni roli v metabolismu Zeleza hraje duodendlni cytochrom b (Dcytb). Tento
membrénovy protein, piibuzny cytochromu bse;, byl poprvé nalezen na apikalni
membréané bun€k duodendlni sliznice mysi, kde plni funkci ferrireduktdzy a usnadiuje tak
absorpci Zeleza (McKie et al., 2001). Homologni protein oznaceny jako cytochrom b(588)
byl identifikovdn také na apikdlni membrané kralicich enterocytii (Knopfel and Solioz,
2002). Pozdéji bylo prokdzdno, Ze je Dcytb exprimovan i v buiikdch ostatnich tkdnich
(Mckie et al., 2002). Experimenty, v nichZ byla mySim poddvdna strava s riznym
obsahem Zeleza ddle ukazaly, Ze hladina exprese reduktidzy je regulovidna dostupnosti

Zeleza v travicim traktu (Dupic et al., 2002).

1.2.4. Fe-S proteiny

Zelezo-sirné proteiny obsahuji ve své molekule prostetickou skupinu sloZenou ze
Zeleza a siry — tzv. Fe-S centrum. Fe-S struktury mohou mit v proteinech odliSnou
Fe-S proteiny hraji roli v mnoha metabolickych drahach, jako napt. v Krebsové cyklu
(mitochondridlni akonitdza, sukcinit dehydrogendza), pti reparaci DNA (endonukledza
III) nebo se podobné jako cytochromy ucastni elektrontransportniho fetézce (NADH-CoQ
reduktdza) (Crichton, 1991b). Fe-S protein IRP-1 reguluje expresi transferinového
receptoru, feritinu a dalSich molekul a tim zdsadné ovliviiuje metabolismus Zeleza (viz.
kapitola 1.5).

Fe-S proteiny hraji kliCovou roli v metabolismu anaerobnich mikrorganismu.
Energeticky metabolismus anaerobnich prvokl (trichomonddy, giardie, Entamoeba
hystolytica) je zdavisly na aktivit¢ minimdln¢ dvou Fe-S proteini: pyruvéat:feredoxin
oxidoreduktdzy a feredoxinu (Miiller, 1992).

Tvorba Fe-S center je v buiikdch zprostiedkovdna nékolika riznymi systémy. Hlavni
roli hraje komplexni mechanismus nazyvany ISC (iron-sulfur cluster assembly), na némz

se podili miniméln¢ sedm proteini (IscR, IscS IscU, IscA, HscB, HscA a feredoxin). Tyto
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proteiny jsou u E. coli a Azotobacter vinelandii kédovany v operonu isSCRSUA-hscBA-
fdx-ORF3 (Zheng et al., 1998; Tokumoto et al., 2002). ISC systém byl prokdzan také u
fady dalSich organismu, jako napft. u zdstupcii rodt Caenorhabditis, Drosophila, Homo,
Mus, Saccharomyces (Tachezy et al., 2001).

Nejlépe prostudovanou slozkou tcastnici se tvorby Fe-S center je pyridoxal-5°-fosfat —
dependentni cysteindesulfurdza, ktera katalyzuje pfeménu L-cysteinu na L-alanin a siru.
Tato cysteindesulfurdzova aktivita byla nejprve popsdna u proteinu NifS v buiikich A.
vinelandii (Zheng et al., 1993), kde poskytuje siru pro tvorbu Fe-S center nitrogendzy
(Zheng and Dean, 1994). Pozd¢ji byl u A. vinelandii objeven homolog IscS, ktery dodava
siru potfebnou pro tvorbu Fe-S center riznych Zelezo-sirnych proteint u A. vinelandii i u
dalSich organismt (Zheng et al., 1998). DiileZitost proteinu IscS pro metabolismus Zeleza
byla prokdzana také u kvasinek, kde mutace homologniho genu Nfsl zplsobuje sniZeni
aktivit mitochondridlnich Zelezo-sirnych proteinti akonitizy a sukcindtdehydrogenazy
(Strain et al., 1998), pokles piijmu Zeleza buitkami kvasinek a snizeni distribuce Zeleza v
mitochondriich (Li et al., 1999).

Dals$im krokem pfi syntéze Fe-S center zprostfedkovanym ISC mechanismem je pfenos
siry z proteinu IscS na IscU. Tento proces je zalozen na piimé interakci obou proteind
(Urbina et al., 2001), ktera je zprostiedkovana disulfidickym mustkem (Kato et al., 2002).
Terciarni struktura proteinu IscU naznacuje, Ze tato molekula funguje jako “leSeni” pro
syntézu Fe-S centra (Agar et al., 2000). Na homodimerické molekule IscU tak v
pritomnnosti Zeleznatych iontti, L-cysteinu, katalytického mnozZstvi proteinu IscS a dalSich
sloZzek ISC systému dochdzi k syntéze jednoho 2Fe-2S centra (Yuvaniyama et al., 2000).
Diéle bylo prokédzédno, Ze je protein IscU schopen piendset vytvorené Fe-S centrum na
findlni akceptory této skupiny, jako je napt. feredoxin (Nishio and Nakai, 2000) a funguje
tedy jako medidtor pfendseni Fe-S center.

Studium funkce feredoxinu pfti tvorbé Fe-S center v bunikdch kvasinek ukazalo, Ze tento
protein je v procesu tvorby Fe-S center zodpovédny za redukci meziproduktt. Tento krok
je pro biosyntézu center nezbytny (Lange et al., 2000). Vypnuti genu pro feredoxin vede u
kvasinek ke ztrat¢ aktivity Fe-S proteini a k akumulaci Zeleza v buiice (Rodriguez-
Manzaneque et al., 2002).

Za hlavni funkci proteinu IscA bylo piivodné povaZovano pieddvéani Zeleznatych a
sulfidovych iontl feredoxinu (Ollagnier-de-Choudens et al., 2001). Prace Krebse a kol.
(2001) vSak naznacuje, Ze IscA plni spiSe funkci leSeni podobné jako je tomu v piipadé

IscU. Nezbytnost proteinu typu IscA pro metabolismus Zeleza byla ovéiena v
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kvasinkovém modelu. Mutace v genech Isal a Isa2, kédujicich proteiny homologni se
savCim IscA, totiz vede k defektim v maturaci mitochondridlnich i cytosolickych Fe-S
proteinl a k akumulaci Zeleza v mitochondriich (Kaut et al., 2000; Jensen and Culotta,
2000).

Geny hscA a hscB kéduji chaperony Hsc66 a Hsc20 o relativni molekulové hmotnosti
66 kDa a 20 kDa. Protein Hsc66 je piibuzny eukaryotickym chaperoniim typu hsp70,
zatimco Hsc20 ndleZi do skupiny typu hsp40 (Vickery et al., 1997). Chaperon Hsc20 je
zodpovédny za vazbu substritu a ndsledny prenos na Hsc66, ktery plni vlastni ochrannou
funkci (Cupp-Vickery and Vickery, 2000). Pfedpoklada se, Ze oba proteiny pii tvorb¢ Fe-
S center nov¢ vytvorend centra stabilizuji nebo ptendseji (Hoff et al., 2000; Silberg et al.,
2001).

Exprese jednotlivych sloZzek ISC systému je regulovdna proteinem IscR.
Aminokyselinovd sekvence tohoto proteinu je velmi podobnd rodin€ transkripCnich
faktort MarA/SoxS/Rob. V praci Schwartze a kol. (2001) bylo prokazano, Ze IscR funguje
jako represor operonu iscCRSUA. Pti této regulaci se uplatiiuje vlastni 2Fe-2S centrum
IscR proteinu (Schwartz et al., 2001).

U eukaryotickych bun¢k je biosyntéza Fe-S center kompartmentalizovdna. Land a
Rouault (1998) ukézali, Ze v lidskych bunkach dochdzi v piipadé cysteindesulfurdzy k
translaci za pouZiti jednoho transkriptu a nckolika alternativnich startovacich kodénd.
Jednotlivé formy proteini o rtzné délce jsou pak lokalizovany v odliSnych
kompartmentech (mitochondrie, cytosol, jadro). V ptipad¢ proteinu IscU dochdzi k
alternativnimu sestfihu ptislusSné pre-mRNA (Tong and Rouault, 2000). To vede k tvorb¢
dvou riznych produktti (IscU1 a IscU2), které se lisi termindlni sekvenci zodpovédnou za
nasmérovani proteintt do cytosolu (IscU1) nebo do mitochondrii a jadra (IscU2). Autofi
navic prokdzali lokalizaci proteint IscU a IscS v cytoplazmé i v mitochondriich. Naproti
tomu u mysi (Nakai et al., 1998) a kvasinek (Strain et al., 1998) je IscS lokalizovan pouze
v mitochondrii. Export prekurzori Fe-S center syntetizovanych v mitochondriich do
cytoplazmy v tomto piipadé zprosttedkovavda ABC transportér (u kvasinek nazvany
Atmlp) pfitomny na vnitini membran€ mitochondrii (Kispal et al., 1999). Pro maturaci
cytosolickych Fe-S bilkovin je rovnéZ nezbytny protein Ervlp (Lisowski, 1992).
Homology tohoto kvasinkového proteinu jsou ptitomné prakticky u vSech eukaryotickych
bungk, zatimco u bakterii nebyly popsany (Polimeno et al., 1999). Lidsky homolog Ervlp,
ktery nese ndzev ALR (“augmenter of liver regeneration”, hepatopoietin) funguje také

jako extracelularni hepatotroficky rastovy faktor (Hagiya et al., 1994). Ervip byl pivodné
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funkéné spojovan s biogenezi mitochondrii a regulaci bunéného cyklu kvasinek
(Lisowsky, 1994). Pozdéji bylo prokdzano, Ze se jednd o FAD-zdvislou sulthydryldzu
(Lee et al., 2000) pfitomnou v mezimembranovém prostoru mitochondrii, kterd diky
schopnosti katalyzovat tvorbu disulfidickych mustkd podporuje i bunéény metabolismus
Fe-S center (Lange et al., 2001). Vzhledem k lokalizaci Erv1p je velmi pravdépodobné, Ze
tento protein zprostiedkovava pienos prekurzori pifes membranu mitochondrii na ABC
transportér (Lange et al., 2001).

Dalsi mechanismus tvorby Fe-S center, ktery je nezdvisly na ISC systému, je tzv. SUF
systtm. U E.coli jsou jednotlivé slozky tohoto systému kédovany geny leZicimi na
operonu sufABCDSE. Vzhledem k tomu, Ze homology genu sufC byly nalezeny také u
dalSich bakterii a v plastidech mnoha rostlin, jednd se patrné o Siroce roz$ifeny

mechanismus (Takahashi and Tokumoto, 2002).

Obr.2. Priklady Fe-S center. Struktura 2Fe-2S centra (vlevo) a 4Fe-4S centra (vpravo).
Atomy uhliku cysteinylu jsou vyobrazeny Sed¢, atomy siry Zluté¢ a atomy Zeleza zelené
(upraveno podle Frazzon and Dean, 2001).
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cystein alanin

MITOCHONDRIE

CYTOSOL

Obr.3. Syntéza Fe-S center v mitochondriich. Tvorba Zelezo-sirnych center v
mitochondriich je zprostfedkovdana mechanismem ISC (Iron-Sulfur Cluster assembly), na
némz se podili minimdlné sedm proteint (IscR, IscS IscU, IscA, HscB, HscA a feredoxin).
Pyridoxal-5"-fosfat — dependentni cysteindesulfurdza IcsS katalyzuje pfeménu L-cysteinu
na L-alanin a siru, kterd slouZi jako prekurzor pro tvorbu Fe-S center. V dalSim kroku
dochdzi k ptenosu siry z proteinu IscS na IscU, ktery funguje jako “leSeni” pro syntézu
Fe-S centra Na molekule IscU dochézi v pfitomnnosti Zeleznatych iontd, které jsou do
mitochondrii importovany doposud nezndmym zplsobem, L-cysteinu, katalytického
mnoZstvi proteinu IscS a dalSich slozek k syntéze jednoho 2Fe-2S centra. Protein IscU
ndsledné pfendsi vytvoiené centrum na feredoxin (Fdx), ktery je zodpovédny za redukci
meziproduktii. Funkci “leSeni” pti syntéze Fe-S center plni pravdépodobné i protein IscA.
Chaperony HscA (66) a HscB (20) zprostfedkovavaji stabilizaci a pfenos novée
vytvofenych Fe-S center. HscA je zodpovédny za vazbu substrdtu a nasledny prenos na
HscB, ktery plni vlastni ochrannou funkci. Export prekurzora Fe-S center syntetizovanych
v mitochondriich do cytoplazmy zprostfedkovdva ABC transportér (Atml1p) pfitomny na
vnitini membrané¢ mitochondrii. Pro maturaci cytosolickych Fe-S bilkovin je rovnéz
nezbytnd FAD-zavisla sulfthydryldza lokalizovand v mezimembranovém prostoru
mitochondrii (Ervlp). Tento protein pravdépodobné umoziiuje pienos prekurzori pres
membranu mitochondrii na ABC transportér .
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1.2.5. PienaSece importujici Zelezo do bunék

Molekuly, které zprostiedkovavaji membranovy pienos iontil Zeleza u eukaryotickych
bungk, byly vyizolovany a charakterizoviany v neddvné dob¢. Gen, ktery je zodpovédny za
transport Zeleza do buné&k Arabidopsis thaliana byl objeven v roce 1996 (Eide et al.,
1996). Gunshinova a kol. (1997) klonovala a identifikovala gen DCT1 (divalent cation
transporter /) z krysiho duodena. Naslednd funk¢ni charakterizace produktu tohoto genu
vedla ke zjisténi, Ze se jednd o pienaseC obsahujici dvanict transmembranovych dsekd,
ktery transportuje Zeleznaté, zineCnaté a dalsi divalentni kationty. Ionty kovili jsou timto
proteinem translokovany mechanismem protonového symportu. In situ hybridizaci bylo
zjiSténo, Ze je tento gen exprimovan ve vétSin€ dalSich tkdni. Homologni gen ve stejnou
dobu identifikoval Fleming a kol. u mysi (Fleming et al., 1997) a potkanti (Fleming et al.,
1998). Sledovany gen je mutovdn u modelovych linii my$i a potkani s mikrocytarni
anémifi, kterd vede k nedostate¢né stievni absorpci a ndslednému deficitu v ptijmu zZeleza.

Oba vyizolované geny kdduji bilkoviny homologni s proteiny skupiny Nramp (ratural
resistance-associated macrophage protein), které zprostfedkovavaji pfenos dvojmocnych
kationtd kovli pies membranu lysosomu makrofagti (Nrampl) a jinych bunécnych linii
(Nramp2). Tyto integrdlni proteiny se vyznamné podileji na rezistenci makrofagi vici
intraceluldrnim patogentim pravé tim, Ze odcerpdvaji ionty dvojmocnych kovi z
fagolysosomu a prendsSeji je do cytoplazmy makrofigh (Malo et al., 1994; Gruenheid et
al., 1995).

Dalsi dtlezitou funkci proteinu Nramp2 je dcast na piechodu Zeleza z endosomu do
buiikky (Cannone-Hergaux et al., 1999; Gruenheid et al., 1999). Protein Nramp2 se
pravdépodobné vyskytuje v membrdnovém multiproteinovém komplexu spole¢né s
transferinem, transferinovym receptorem a dalSimi, blize nepopsanymi molekulami
(Vyoral and Petrdk, 1998; Gruenheid et al., 1999).

U bunék S. cerevisae byly objeveny 3 proteiny patiici do skupiny Nramp2 proteint,
oznacované jako Smflp, Smf2p a Smf3p (Cellier et al., 1995). Chen a kol. (1999)
prokdzal v experimentech s Zabimi oocyty, Ze se proteiny Smflp a Smf2p ucastni
metabolismu Zeleza tim, Ze stimuluji nebo piimo zprostfedkovavaji transport tohoto kovu

do bunék.
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Pro vétsi prehlednost zacaly byt proteiny DCT-1, Nramp?2 a ostatni pienasece Zeleza
patfici do rodiny Nramp proteinti (Cellier et al., 1995) oznacovany spoleénym ndzvem
DMT-1 (divalent metal ion fransporter 7).

V literatufe je popisovdno jeSt€ né€kolik dalSich systému zprostiedkovavajicich
transport Zeleza do buiiky, jako je napf. mechanismus zaloZeny na transmembranovém
proteinu SFT (stimulation of Fe fransport), ktery pienasi transferinové i netransferinové
zelezo (Gutierrez et al., 1997; Gutierrez et al., 1998). Bylo prokdzano, Ze exprese tohoto
proteinu, ktery stimuluje vstup dvojmocného i trojmocného Zeleza do experimentdlné
transfekovanych oocytt, je regulovana dostupnosti zZeleza (Yu et al., 1998). Dalsi popsany
mechanismus je zaloZeny na soucinnosti stievniho mucinu, reduktizy Zeleza,
transmembranového integrinu a transportniho proteinu mobilferinu (Umbreit ez al., 1998).
Funk¢nost v Zivych zvifecich modelech vSak doposud nebyla prokdzana ani u jednoho z

téchto systému.

1.2.6. PienaSece exportujici Zelezo z bunék

Molekula zprostfedkovdvajici export Zeleza pres cytoplazmatickou membrinu ven z
buiiky byla identifikovdna ve stejnou dobu nezavisle ve tfech laboratofich. Donovan a kol.
(2000) popsal ve ZzZloutkovém vaku ryb transmembranovy protein nazvany ferroportin,
ktery je zodpovédny za ptenos Zeleza ze Zloutkovych zdsob do krevniho ob¢hu.
Ferroportin byl ddle detekovan na bazalni stran¢ syncytiotrofoblastu placenty clovéka, kde
umoznuje dodavini Zeleza bunkam embrya, na bazolaterdlni membrané lidskych
enterocytll, kde zprostfedkovava export zZeleza z bunky do krevniho obéhu a v fad¢ dalsich
lidskych a mySich tkéani, jako jsou napf. jatra, ledviny a slezina (Donovan et al., 2000).
Exprese ferroportinu v Zabich oocytech prokdzala, Ze se skute¢né jednd o protein
exportujici Zelezo vné bunék (Donovan et al., 2000). Pozdé¢ji bylo zjiSténo, Ze mutace v
genu pro ferroportin fpnl je zodpovédna za choroby zptisobené poruchami v metabolismu
Zeleza, jako je napt. dédicnd hemochromatéza (Njajou et al., 2001; Devalia et al., 2002).

McKie a kol. (2000) identifikovali protein zprosttedkovavdjici export Zeleza z bungk,
nazvany IREGI1 (iron regulated gene /). Tento pfenaSeC je pfitomny na bazolaterdlni
membrané enterocytdl a ostatnich polarizovanych epitelidlnich bunék. Uloha proteinu
IREGI1 pfi exportu Zeleza z bun€k byla prokdzdna v experimentech s Zabimi oocyty, v

nichz exprese tohoto proteinu vedla ke zvySeni exkrece Zeleza z bun¢k (McKie et al.,

21



1.Uvod 1.2. Struktura a funkce proteinii vicastnicich se metabolismu Zeleza

2000). Yamaji a kol. (2001) popsal u Caco-2 bun¢k, Ze zvySeni exprese IREG]1 mé za
ndsledek stimulaci transepitelidlniho transportu Zeleza. Exprese IREG1 je regulovana
dostupnosti Zeleza. U pacientil s anémii vede nedostatek Zeleza ke zvysSeni syntézy mRNA
pro IREG1 (Rolfs et al., 2002), zatimco piebytek Zeleza u jedinci trpicich dédi¢nou
hemochromatézou nebo zvySeni koncentrace zZeleza v médiu in vitro kultivovanych Caco-
2 bunék zptisobuje sniZeni hladiny pfisluSné mRNA (Rolfs et al., 2002; Martini et al.,
2002).

Abboud a Hail (2000) popsali gen kédujici prenase¢ MTP1 (metal fransporter protein
I). MTP1 byl nalezen u bunék tkani udrZujicich homeostdzi zeleza, jako napf. na
bazolaterdlni mambran¢ enterocytil, v cytoplazmé bun€k retikuloendotelidlniho systému a
v bunikdch délohy. ZvySeni exprese MTP1 ve tkanovych kulturdch vede ke sniZeni hladiny
intracelularniho Zeleza. Exprese MTP1 je také regulovdna dostupnosti Zeleza. U mySich
enterocytli a hepatocytli vede nedostatek zeleza ke zvyseni exprese MTP1 v duodenu,
zatimco v jatrech dochazi ke sniZeni exprese (Abboud and Haile, 2000). Autofi se dale
domnivaji, Zze v piipadé bunék retikuloendotelidlniho systému slouZi protein MTP1 k
exportu Zeleza z cytoplazmy do ostatnich buné¢nych kompartmentt.

Analyza struktury ferroportinu a proteinit IREG1 a MTP1 prokazala, Ze se jednd o
identické molekuly patfici do rodiny DMT-1 proteini. Proto se v literatufe pro popis
proteinu  zodpovédného za export Zeleza z buiky pouZzivd souhrnné oznaceni

IREG1/ferroportinl/MTP1 (Fleming and Sly, 2001).

1.2.7. Ceruloplasmin a Hephaestin

Ceruloplasmin je monomerni sérova oxidaza o relativni molekulové hmotnosti 132 kDa
produkovand hepatocyty. Tento protein byl objeven v souvislosti s metabolismem médi,
kde funguje jako oxiddza tohoto prvku (Frieden, 1968; Camakaris et al., 1999; Musci et
al., 1999). Savci ceruloplasmin ma vSak také feroxiddzovou aktivitu a stimuluje piijem
nizkomolekularniho Zeleza u bunécnych linii HepG2 a K562 (Mukopadhyay et al., 1998)
a u linii gliomovych bun¢k BT325 (Qian et al., 2001). Exprese ceruloplasminu je
regulovdna Zelezem a je zvySena u bunck udrzovanych pii nedostatku Zeleza
(Mukopadhyay et al., 1998; Mukopadhyay et al., 2000). Je velmi pravdépodobné, Ze savci

ceruloplasmin interaguje s membranovym pienasSeCem, ktery zprostiedkovava vstup
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Zeleza do bunky stejné jako je tomu v piipadé kvasinkového homologu ceruloplasminu
Fet3 a membranové permedzy Ftrl u S. cerevisiae (viz. kap. 1.3.3).

Ackoliv bylo prokdzdno, Ze ceruloplasmin stimuluje vstup Zeleza do hepatocytli a
nckterych dalSich typ bun€k, jeho skute¢nd dloha v metabolismu Zeleza nebyla zatim
zcela objasnéna. U nékterych bunék jako je napf. linie stievnich bun¢k Caco-2 nebyla totiz
stimulace vstupu Zeleza ceruloplasminem pozorovdna (Zerounian and Linder, 2002) a
autozomdln€ recesivni aceruloplasminémie se projevuje ukladdnim Zeleza v
parenchymatickych tkénich a anémii (Harris et al., 1999). Studie na mySich s vyfazenym
genem pro ceruloplasmin ukazuji také spiSe na dlohu tohoto proteinu v mobilizaci Zeleza z
bunék retikuloendotelidlniho systému a hepatocytii (Harris et al., 1999).

Pozdéji objeveny transmembranovy homolog ceruloplasminu ze stievnich buné€k dostal
nazev hephaestin. Gen heph, ktery kéduje tento protein, je mutovén u sla-mysi (sex-/inked
anemia). Tato mutace se projevuje defektem ve vstiebdvani Zeleza do téla. Bylo
prokdzéano, ze se hephaestin neucastni absorbce Zeleza enterocyty v lumen stfeva, ale
podili se na vystupu Zeleza na bazolaterdlni stran¢ enterocytil a na nisledném ptenosu do
krevntho obéhu (Vulpe et al., 1999). Gen pro hephaestin byl pozdéji izolovan také z
enterocytli krys (Frazer et al., 2001) a detekovan v lidskych enterocytech (Syed et al.,
2002). Struktura molekuly hephaestinu naznacuje, Ze se nejedna pfimo o pienaseC Zeleza,
ale o faktor, ktery spolupracuje s pfenasecem ferroportin/IREG1/MTP1, s nimZ vytvaii na
bazolaterdlni membrané enterocytil transportni komplex (Rolfs and Hediger, 2001).

Membranova forma ceruloplasminu byla objevena také v buiikdch savciho mozku. V
tomto piipadé se vSak jedna o produkt alternativniho sestiihu, ktery je k cytoplazmatické

membrané ukotven pomoci glykosylfosfatidylinositolové kotvy (Patel ez al., 2000).

1.2.8. Protein HFE

V roce 1996 byl identifikovdn gen, jehoZ mutace u Clovéka zplisobuje onemocnéni
nazyvané dédind hemochromatéza (Feder et al, 1996). Hemochromatéza vznika
nadmérnym vstfebavanim Zeleza v tenkém stfevé, jeho akumulaci v riznych orginech
(jatra, Zzlazy s vnitini sekreci, srdce) a ndaslednym poskozenim téchto organt.
Identifikovany gen, oznacovany jako HFE (Feder, et al., 1996), patii do rodiny hlavniho
histokompatibilntho komplexu I. tfidy (MHC I). Transmembranovy protein kédovany

timto genem je, podobn¢ jako bilkoviny komplexu MHC I, asociovdn s [3-2-
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mikroglobulinem. U pacientii s hemochromatézou byla objevena mutace C282Y, ktera
brani vzniku disulfidické vazby nezbytné pro asociaci proteinu HFE s [-2-
mikroglobulinem (Feder et al., 1997). Ztrita schopnosti asociovat s mikroglobulinem vede
k poruchdm transportu Zeleza a povrchové exprese proteinu HFE (Waheed et al., 1997).
Pozd¢ji byly objeveny jest¢ dalsi mutace v genu pro HFE, které jsou spojeny s
hemochromatézou, jako napt. mutace S65C (Mura et al., 1999).

Exprese mRNA pro HFE byla prokdzana ve vSech lidskych tkanich s vyjimkou mozku.
Protein HFE sdm o sobé Zelezo nevdZe a mechanismus, kterym ovliviiuje metabolismus
tohoto kovu, neni plné¢ zndm. Bylo vSak zjisténo, Zze komplex HFE/B-2- mikroglobulin
vytvéii na povrchu bun¢k heterodimer, ktery vaze transferinovy receptor TfR1. Zda se, Ze
tato vazba sniZuje afinitu receptoru k transferinu, ¢imZ dochézi ke sniZeni bunécného
piijmu Zeleza (Feder, et al., 1998). Dalsi hypotézy predpokladaji, Ze protein HFE piimo
blokuje vazbu transferinu k jeho receptoru (Lebron et al., 1998) nebo dochézi k inhibici
uvolnovdni Zeleza z komplexu HFE-TfR1-transferin-Fe (Roy et al., 1999). Narozdil od
TfR1 nebyla vazba proteinu HFE na receptor TfR2 prokazana (West et al., 2000).

Kromé membréanové vazané formy HFE byla také identifikovdna jeho solubilni podoba
(Jeffrey et al., 1999).

Pozdéji bylo prokdzano, Ze kromé klasické hemochromatézy typu 1, kterd je zptisobena
mutaci v genu HFE, existuji jesté dalsi typy této choroby, za které nesou odpovédnost jiné
proteiny: hemochromatéza typu 2 (juvenilni hemochromatéza) zplsobend mutaci v
nezndmém genu na chromozému 1q (Roetto et al., 1999), typ 3 v disledku mutace TfR2
(Camaschella et al., 2000) a typ 4 zptisobeny mutaci v IREG1/ferroportinl/MTP1 (Njajou
et al., 2001; Devalia et al., 2002)

1.2.9. Frataxin

Frataxin je mitochondridlni protein, ktery byl plivodné objeven v souvislosti s
Friedrichovou ataxii, chorobou projevujici se progresivni nepohyblivosti vSech Ctyf
koncetin (Harding, 1981). Jedna se o dédi¢nou neurodegenerativni a kardiodegenerativni
chorobu zpisobenou sniZzenou hladinou frataxinu. Tento defekt je zavinén mutaci genu
pro frataxin ve form¢ vklddani repetice tripletu GAA (Campuzano et al., 1996). PostiZzeny
jedinec sice produkuje protein o spravné délce, v dusledku repetic vSak dochéazi ke snizeni

urovn¢ transkripce (Sakamoto et al., 1999) a néslednému snizeni exprese frataxinu
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(Campuzano et al., 1997). Lidsky frataxin je protein o relativni molekulové hmotnosti 18
kDa, pfitomny v mitochondridlni matrix (Campuzano et al., 1997). VétSina poznatkil
tykajicich se bunécné funkce frataxinu vSak byla ziskdna v experimentech s kvasinkovym
homologem frataxinu Yfhlp. Bylo prokdzino, Ze Ythlp udrzuje bunéénou homeostazi
Zeleza zejména tim, ze zprostfedkovavd export Zeleza z mitochondrii a tak ptedchazi
oxidativnimu poskozeni téchto organel (Radisky ef al., 1999). Mutace v genu kédujicim
tento protein vede k akumulaci Zeleza v mitochondriich (Radisky et al., 1999) a k
nasledné zvysené citlivosti k oxidativnimu stresu, kterd zplisobuje patologické projevy
choroby (Wong et al., 1999), ale také k poruchdm respirace, které vedou ke sniZeni
hladiny ATP v bunce (Wilson and Roof, 1997) a k inaktivaci Fe-S proteinti (Rotig et al.,
1997) v duasledku poruchy tvorby Fe-S center (Miihlenhoff er al., 2002). Ke zvySeni
oxidativniho stresu pfispivd kromé& akumulace Zeleza v mitochondriich také stimulace
bunécného piijmu Zeleza vlivem sniZené hladiny tohoto kovu v cytosolu (Babcock et al.,
1997; Radisky et al., 1999). Naopak vloZeni zdravého genu do postiZzenych bunék m4 za
nasledek presun akumulovaného mitochondridlniho Zeleza zpét do cytoplazmy (Radisky et
al., 1999).

Dalsi z funkci, kterou frataxin plni, je vazba, uklddani a udrzovani Zeleza v dostupné
form¢ v mitochondriich. Adamec a kol. (2000) prokdzali schopnost frataxinu vytvaiet
multimer, ktery védZe Zelezo. Rekombinantni protein vytvaii komplex o relativni
molekulové hmotnosti ptfiblizn¢ 1.1 Mda, ktery védze vice nez 3.000 atoml Zeleza.
Vysokomolekuldrni komplexy frataxinu o relativni molekulové hmotnosti vétsi nez 600
kDa byly detekovéany také piimo v mitochondriich (Adamec et al., 2000). Gakh a kol.
(2002) pomoci riznych metod (nedenaturujici PAGE, interferen¢ni a absorba¢ni métfeni
pfi sedimentani rovnovdze) potvrdili, Ze v piitomnosti Zeleznatych iontl skute¢né
dochdzi k agregaci molekul rekombinantniho frataxinu do multimerd o relativni
molekulové hmotnosti 840 Kda, které jsou slozeny ze 48 frataxinovych podjednotek.
Autofi ddle prokdzali, Ze v kazdém komplexu je uloZeno pfiblizné¢ 2.400 atomil Zeleza.
Zelezo je ve frataxinové schrance pravdépodobné udrZovano v oxidované formé, jak
naznacuje feroxiddzova aktivita frataxinového multimeru (Park et al., 2002).

Uloha frataxinu pii skladovdni mitochondridlniho Zeleza byla potvrzena i pii
krystalografickych studiich. Negativné nabity povrch proteinu ma totiZ vlastnosti velmi
podobné povrchu feritinu, ktery zprostfedkovava uklddani zeleza v cytoplazmé. Povrch
frataxinu tak poskytuje moznost interakce typu podjednotka-podjednotka a protein-Zelezo

(Dhe-Paganon et al., 2000). Udaje o vazebnych vlastnostech lidského frataxinu viak
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nebyly potvrzeny Adinolfim a kol. (2002), ktery prokazal schopnost vadzat Zelezo pouze u
proteint Yfhlp z kvasinek a CyaY z E. coli. Uplné potvrzeni schopnosti frataxinu uklédat

Zelezo bude tedy jeSté vyZadovat dalSi experimenty.

1.2.10. Hepcidin

Hepcidin je peptid, ktery byl poprvé popsan a izolovan z ultrafiltratu lidské krve
(Krause et al., 2000) a lidské moci (Park er al., 2001). Jedna se o molekulu bohatou na
cystein, ktera patfi do skupiny antimikrobidlnich peptidl pfitomnych u mnoha Zivocichti a
rostlin. U ¢loveka je tato latka syntetizovana zejména v jatrech, a to v nékolika formach, z
mRNA ma zvySenou expresi v jatrech mysi s experimentdlné¢ vyvolanym 1 spontdnnim
pietizenim Zelezem (Pigeon et al., 2001). Zablokovani exprese hepcidinu u mysi mé navic
za nasledek akumulaci Zeleza v jatrech a dalSich parenchymatickych tkanich (Nicolas et
al., 2001), zatimco zvySeni exprese tohoto peptidu vede k mikrocytdrni anémii a dalSim
projevim nedostatku Zeleza (Nicolas et al., 2002). Ddle bylo prokdzano, Ze hepcidin
pusobi jako negativni reguldtor stievni absorpce Zeleza (Anderson et al., 2002). Naproti
tomu u mysi s indukovanym zvySenim absorpce Zeleza ve stievé dochdzi ke sniZeni
hladiny exprese hepcidinu v jatrech (Frazer et al., 2002).

Hepcidin je lokalizovdan v bunécném jadie, kam je transportovdn pomoci signalni
sekvence (Pigeon et al., 2001), hlavni roli pro celkovy metabolismus Zeleza vSak hraje
cirkulace tohoto peptidu v krevnim obé&hu. Zda se, ze cirkulujici hepcidin je kliCovou
molekulou, kterd zprostfedkovavd komunikaci mezi stfevem, kde dochdzi k absorpci
Zeleza a jatry, kde je tento kov uklddan a udrZuje tak homeostézi Zeleza (Fleming and Sly,
2002). Snizeni poptavky po Zeleze v jatrech vede ke zvySeni sekrece hepcidinu v tomto
organu. Hepcidin ndsledné putuje krevnim obéhem k enterocytiim, kde interaguje s
povrchovym komplexem HFE-TfR1 a tim redukuje bunécny piijem Zeleza (Fleming and
Sly, 2002).

Gen pro hepcidin je také mutovdn u pacientl, ktefi trpi dédi¢nou hemochromatézou,
jez neni zpusobena mutaci v HFE genu (Majore et al., 2002). Hepcidin je tedy dalsi

molekulou, kterd je pravdépodobn¢ za hemochromatézu zodpovédna.
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1.2.11. Ostatni proteiny vazajici Zelezo

Vyse zminéné skupiny proteinti (kap.1.2.1 — 1.2.10) jsou v soucasné dobé povazovany
za klicové pro metabolismus Zeleza. V Zivych systémech se vSak metabolismu tohoto
kovu tcastni mnoho dalSich molekul (odhaduje se, Ze zhruba jedna tietina z 100.000 genti
&lovéka kéduje metaloproteiny). Césti z téchto proteint (napf. ferrireduktdzy) bude v této
praci pro lep$i pfehlednost vénovdna pozornost v pozdéjSich kapitolach, které se jejich
funkce bezprostiedné tykaji. Podrobné zahrnuti nékterych dalSich molekul jako napf.

proteinil vazajicich zelezo ve skupiné Fe-O-Fe by vSak bylo nad ramec této prace.
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1.3. Zelezo vazané v nizkomolekuldrnich komplexech

1.3.1. Nizkomolekularni Zelezo v gastrointestinalnim traktu

Za normdlnich fyziologickych podminek se v téle obratlovci vyskytuje Zelezo v
nizkomolekuldrnim stavu pouze v travicim traktu. Nizkomolekularni Zelezo je ve formé
riznych sloucenin soucasti jak Zivoc¢isné, tak i rostlinné potravy. Jednd se o solubilni
formu ve vakuoldch rostlinnych bunék nebo o nerozpustnou formu v podobé kontaminace
oxidy a hydroxidy Zeleza (Skikne and Baynes, 1994; Hazell, 1985). Nizkomolekuldrni
Zelezo je solubilizovédno v prostfedi zaludku, kde dojde k naruSeni stability vazeb mezi
Zelezem a jeho ligandy plisobenim zalude¢nich §tdv o nizkém pH a nésledné ke zméné
distribuce Zeleza vici jeho ligandim. K dal$i zméné v rozpustnosti a distribuci Zeleza
dochdzi patrné i po neutralizaci trdveniny sekretem pankreatu v duodenu. Co je tedy ve
skutec¢nosti ligandy Zeleza v okamziku pfed jeho vstupem do enterocytu neni zndmo. Dle
Conrada a Umbreita (1993) se solubilizované Zelezo vaze v Zaludku na mucin, ktery
udrzuje Zelezo v rozpustné formé€ i po vstupu do duodena.

K rozpustnosti Zeleza rovnéz prispivd jeho redukce na dvojmocné ionty. Na tomto
procesu se podili napt. kys. askorbova. Vstiebdvani nehemového Zeleza je stimulovdno
také dalSimi organickymi kyselinami a Zlu¢i (Sanyal et al., 1991). Pro pifijem Zeleza u
sttevnich bun¢k je nezbytnd redukce plisobenim povrchovych reduktiz jako je napf.
protein Dcytb. Redukované Zelezo je nasledné transportovdno pres apikdlni membranu
enterocytli pomoci pienaSeCe DMT-1 a reexportovdno pies bazolaterdlni membranu
pomoci proteinu IREGI1/ferroportinl/MTP1. Naslednd oxidace aktivitou hephaestinu
umoZziuje navazani Zeleza na transferin, ktery zprostfedkovdva dal$i pfenos po tcle
(Obr.4). Podrobngjsi popis vlastnosti proteinti Dcytb, DMT-1, IREG1/ferroportinl/MTP1
a hephaestinu je podan v kapitolach 1.2.3, 1.2.5 - 1.2.7.
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Obr. 4. Model vstiebavani Zeleza v travicim traktu. Nehemové nizkomolekularni
Zelezo (Fe) z potravy je nejprve na apikdlni stran¢ enterocytli redukovano povrchovymi
reduktdzami (Ferric reductase) a transportovdno do buiiky pomoci prenaSeCe DMT]I.
Pfijaté Zelezo muze byt v buinice skladovdno nebo transportovdno pies bazolaterdlni
membrianu pfenaSeCem IREGI1/ferroportinl/MTP1 (Ferroportin I). Naslednd oxidace
aktivitou hephaestinu umozinuje navazani Zeleza na transferin (7f) a dalSi pfenos po téle
(upraveno podle Fleming and Sly, 2001).
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1.3.2. Nizkomolekularni zelezo v télnich tekutinach

Hladina nizkomolekuldrniho Zeleza v télnich tekutinich je pti fyziologickém stavu
velmi nizkd. VétSina sérového Zeleza je vazana na transferin, ktery je saturovan zhruba ze
30 procent. V lidském séru je celkova hladina Zeleza asi 15-30 uM, z toho vSak pouze
kolem 3 procent neni védzdno na transferin (Batey et al., 1980). Hladina
nizkomolekuldrniho Zeleza v télnich tekutinich je tedy obvykle nizsi nez 10"® M (Bullen,
1981). Vyznam nizkomolekuldrniho Zeleza se vSak mulZe zvySit pfi patofyziologickych
stavech souvisejicich s poruchami metabolismu tohoto kovu. Pfi pietiZzeni organismu
Zelezem muZe transferin dosdhnout plné saturace, coZz vede ke zvySeni hladiny
nizkomolekularniho, tzv. netransferinového Zeleza (non-transferrin-bound iron, NTBI) az
na koncentraci 5-15 uM (Batey et al., 1980; Hershko and Peto, 1987; Gutteridge et al.,
1985). Tento jev byl poprvé sledovdn u pacientl s pfetiZzenim Zelezem vzniklych v
dtsledku cetnych transfizi (Hershko et al., 1978). Metabolismus nizkomolekularniho
Zeleza hraje dileZitou roli také u pacientll s dédi¢nou hemochromat6zou, u nichZz hladina
Zeleza v séru vzristd aZ na hodnotu 13 pM (Batey er al., 1980) a u jedinct trpicich
hypotransferinemii nebo atransferinemii (Saito, 1975; Hayashi et al., 1993). K lokalnimu
zvySeni hladiny nizkomolekuldrniho Zeleza dochazi patrn€ i v mistech poranéni, kde
probiha destrukce bun€k a uvolnuje se intraceluldrni Zelezo (Olakanmi et al., 1994).

SloZzeni nizkomolekuldrnich komplexi Zeleza v télnich tekutinich nebylo dosud
uspokojivé objasnéno. Pavodné byl za potencidlni nizkomolekuldrni ligand Zeleza
oznacen citrat (Grootveld et al., 1989). Koncentrace citratu v séru je vSak relativné nizka v
porovnani s jinymi molekulami schopnymi vytvatet in vifro komplexy se Zelezem, jako
jsou napt. aminokyseliny, cukry, organické kyseliny askorbat, pyruvat a laktat (Sarkar,
1970). Proto bude vyZadovat objasnéni chemické podstaty ligandi Zeleza jeSté dalSi

experimentalni dukazy.

1.3.3. Bunécny piijem nizkomolekularniho Zeleza

Mechanismus, pomoci kterého pfijimaji builkky nizkomolekuldrni Zelezo, lze obecné
charakterizovat v nésledujicich bodech: (1) transport Zeleza pres cytoplazmatickou

membréanu obvykle vyZaduje redukci na dvojmocny kationt, ktery ma vétsi schopnost
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prostupovat membranou (2) penos Fe?* je zprostfedkovan membrénovymi prenasedi nebo
kandly, (3) pfijem nizkomolekularniho Zeleza je nezavisly na endocytdze, (4) transportni
mechanismus obvykle vyZzaduje ptfitomnost vdpenatych iontl, (5) transport Fe** je
inhibovén ionty n&kterych piechodnych kovii jako napt. Cd**, (6) kapacita transportu roste
pii zvySené extracelularni koncentraci nizkomolekuldrniho Zeleza (da Silva et al., 1996).

U savcich bun¢k byla ferrireduktazova aktivita redukujici Zelezo na dvojmocny kationt
poprvé detekovdna na modelech stievni absorpce (Han et al., 1995; Riedel et al., 1995).
Pozdé¢ji bylo prokdzano, Ze je za tuto reduktdzovou aktivitu zodpovédny duodendlni
cytochrom b — Dcytb (viz. kap. 1.2.3). Nasledny transmembranovy pienos ionta zZeleza do
eukaryotickych bun¢k je zprostiedkovan zejména pienaseci typu DMT-1 (viz. kap. 1.2.5).

Mechanismus ziskdvani Zeleza z nizkomolekuldrnich komplexi byl podrobné
prostudovan také u kvasinek S. cerevisiae a S. pombae. Prvnim krokem pfi ziskdvani
Zeleza z nizkomolekuldrnich komplex u téchto organismi je redukce povrchovymi
ferrireduktdzami, kédovanymi geny Frel (Dancis et al., 1990) a Fre2 (Georgatsou and
Alexandraki, 1994). Dvojmocné ionty Zeleza jsou poté transportovdny pomoci dvou
odlisnych systému, které se li$i svou afinitou a specifitou k tomuto kovu. Jsou to: (1) méné
specificky nizkoafinitni systém zprostfedkovany proteinovym pienaseCcem Fet4, ktery
transportuje kromé Zeleznatych iontli rovnéz ionty dalSich kova (kobalt, kadmium apod.)
(Dix et al., 1997) a (2) vysokoafinitni systém specificky pouze pro Zelezo, ktery je tvofen
feroxidazou Fet3 u S. cerevisiae (Askwith et al., 1994) a Fiol u S. pombae (Askwith and
Kaplan, 1997) a transmembranovou permedzou Ftrl (Askwith and Kaplan, 1997).
Navazané dvojmocné Zelezo je nejprve reoxidovano aktivitou feroxiddzy na trojmocny

kationt a poté permedzou transportovano do cytoplazmy (Askwith and Kaplan, 1997).
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1.4. Intracelularni transport Zeleza

Velmi mélo prostudovanou oblasti metabolismu Zeleza je intracelularni transport tohoto
kovu. Zelezo, které je pienaSeno z vn&jsiho okoli pies cytoplazmatickou membranu nebo
membranu endosomtli, musi byt dopraveno do cytoplazmy, mitochondrii a ostatnich
cilovych organel, kde je zabudovano do feritinu, hemu a dalSich funk¢énich center (Morgan
et al., 1986; Sibille, et al., 1986). VétsSina hypotéz a modelii popisujicich mechanismus
intraceluldrniho transportu Zeleza predpokladd ptitomnost slabé védzané ,,mobilni* slozky
Zeleza v buiikach, kterd je v literature také oznacovana jako ,free-, ,,chelatable-*, , transit-
“, ,intermediate-*“ nebo ,labile-“ iron pool. Déle se piedpokldadd, Ze hladina této formy
Zeleza reguluje expresi proteind, které se Gcastni metabolismu Zeleza (viz. kap. 1.5.) a ma
vliv na fadu enzymatickych aktivit (Jacobs, 1977; Haile et al., 1992; Vanafova et al.,
2001). Poprvé byla tato slozka Zeleza v bufice popsana jako ¢4st bunécného Zeleza, které
zustavalo zachyceno na kolonéch pfi gelovych filtracich bunéénych lyzati a frakci (Jacobs,
1977). Labilni sloZzka Zeleza muze byt také definovdna jako frakce bunécného Zeleza
piistupnd pro chelataci béZnymi chelédtory. Ty nejsou schopny efektivné kompetovat o
Zelezo obsazené v pevnych komplexech napf. feritinu, transferinli nebo hemoproteinti, ale
pouze o kov véazany slabsi vazbou. Pies dlouholeté snahy vsSak chemickd podstata
intracelularniho mobilniho Zeleza nebyla objasnéna. Mnoho autorti predpoklddalo vazbu
Zeleza na nizkomolekuldrni ligandy jako jsou aminokyseliny, kyselina askorbovd, kyselina
citronovd, cukry a fosforylované cukerné derivaty, ATP a jiné nukleotidy a polyfosfaty
(Saltman, 1965; Jacobs, 1977; Pollack et al., 1985; Weaver and Pollack, 1989; Weaver et
al., 1989; Bohnke et al., 1995). Pfimy dikaz o fyziologické funkci téchto ligandl v
buiikdch vSak dosud nebyl ptedloZzen. Zdkladnim metodickym problémem je slaba vazba
Zeleza na hledané ligandy, kterd je Casto pfedstizena silnou chelata¢ni aktivitou pufrii
pouzivanych v experimentech jako je napt. Tris nebo fosfatové pufry (Richardson and
Ponka, 1997). Dalsi potencidlni molekuly, které by se mohly podilet na transportu
intracelularniho Zeleza, jsou nizkomolekuldrni proteiny a polypeptidy. Protein o relativni
molekulové hmotnosti 5 kDa, ktery by se mohl podilet na transportu Zeleza u retikulocyti,
objevili Workman a Bates (1974). Garrick a kol. (1993) a Adams a kol. (1989)
identifikovali dalsi nizkomolekuldrni proteiny o relativni molekulové hmotnosti 8-13 kDa

vazajici Zelezo v cytoplazmé kréli¢ich erytrocytd a transportujici tento kov k
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mitochondriim. Ostatni autofi (Blackburn and Morgan, 1977) vSak tyto vysledky
nepotvrdili. Protein o relativni molekulové hmotnosti vétsi nez 20 kDa, ktery vaze zelezo v
cytoplazmé& bunécné linie K562, identifikoval Vyoral a kol.(1992). Inkubace bunék s
transferinem prokdzala prechodnou asociaci Zeleza s timto proteinem pied inkorporaci do
feritinu. Vyzkum ve stejné laboratofi také prokazal, ze v bunikdch linie K562 nelze nalézt
nizkomolekularni komplex Zelezo-ligand o relativni molekulové hmotnosti nizsi nez 5 kDa
(Vyoral and Petrdk, 1998).

Richardson a kol. (1996) navrhli zcela novy model intraceluldarniho transportu Zeleza,
ktery obchdzi obecné zazitou piedstavu o piitomnosti intracelularniho mobilniho Zeleza.
Zelezo, které je uvolnéno v endosomech, je podle jejich hypotézy piendseno do
mitochondrii pfimym kontaktem mezi bunéénymi organelami. Tento model, nazvany ,,the
kiss and run hypothesis®, byl podpofen experimenty s inhibitorem motility endosomi
wortmanninem, které prokdzaly sniZeni inkorporace Zeleza do mitochondrii v pfitomnosti
inhibitoru (Zhang and Ponka, 1997). Interakce mezi endosomy obsahujicimi transferin a
mitochondriemi byla navic pozorovéna jiZz diive pomoci elektronové mikroskopie (Isobe

etal., 1981).
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1.5. Regulace vstupu Zeleza do burnky a jeho ukladani

Nedostatek stejn¢ jako nadbytek Zeleza miZe mit pro buiku letdlni nédsledky. Tyto
okolnosti vedly organismy ke tvorbé ucinného mechanismu regulace vstupu Zeleza do
buiiky a jeho bezpecného ukladani. Mechanismy, které se ticastni této regulace, funguji na
zdkladé monitorovani intracelularni koncentrace Zeleza. Cely proces se odehrdvd na
posttranskripéni drovni a je v literatufe velmi dobie popsin (Richardson and Ponka, 1997;
Theil, 1998).

Princip hlavniho regulaéniho mechanismu je zaloZen na sestavovani a rozkladu Fe-S
centra regula¢niho proteinu oznacovaného jako IRP-1 (iron regulatory protein /) a na
degradaci homologniho proteinu IRP-2 (Rouault et al., 1988; Sameniengo et al., 1994).
Proteiny IRP-1 a IRP-2 interaguji se sekvenéné specifickymi vldsenkovymi oblastmi
mRNA, oznacovanymi jako IRE (iron responsive element). Tyto sekvence jsou piitomny
v jedné kopii v 5" nepreklddané oblasti mRNA pro feritin a v péti kopiich v 3~
nepreklddané oblasti mRNA kdédujici transferinovy receptor TfR (Hentze et al., 1987,
Haile et al., 1992; Obr. 5). Pti nedostatku Zeleza dochazi k vazbé IRP na IRE, pfi¢emZz
vazba na 5’IRE zabranuje pfipojeni malé ribosomalni podjednotky k mRNA feritinu. To
vede ke sniZeni syntézy tohoto proteinu a ndslednému sniZzeni uklddéani Zeleza v buiice.
Naproti tomu vazba na 3’IRE stabilizuyje mRNA pro transferinovy receptor a tim
zpusobuje zvyseni jeho exprese a ndsledné¢ i zvySeni piijmu Zeleza bunikou. Pfi nardstu
hladiny Zeleza v buiice dochdzi naopak k inhibici vazby IRP na mRNA, zvySeni syntézy
feritinu a sniZeni exprese transferinového receptoru (Haile et al., 1992; Obr. 5). Studium
struktury regulacnich proteini ukdzalo, ze IRP-1 je protein identicky s akonitdzou,
enzymem Krebsova cyklu, jehoZ funkce je také regulovana hladinou Zeleza v cytoplazmeé.
Pii zvySené hladin€ Zeleza ma tento protein sestavenou krychlovou skupinu 4Fe-4S, ktera
zprostiedkovava jeho akonitdzovou aktivitu. Pfi nedostatku Zeleza naopak 4Fe-4S centrum
nevznikne nebo je rozloZeno a protein neni enzymaticky aktivni. Ziskdva vSak vysokou
vazebnou schopnost vici IRE (Rouault ef al., 1991).

Sekvence IRE ani dalsi sloZzky vySe popisovaného regulacniho mechanismu nebyly
pozorovany u transferinového receptoru TfR2, jehoz exprese neni regulovana dostupnosti

zeleza (Fleming et al., 2000).
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Pomoci mechanismu zaloZeného na interakci IRP-IRE je regulovana troven exprese
fady dalSich proteinii Gcastnicich se metabolismu Zeleza, jako je napf. 6-aminolevulinat
syntdza, klicovy enzym pro syntézu hemu. Jeho IRE jsou lokalizovany podobné jako u
feritinu v 5 nepifeklddané oblasti mRNA a exprese tohoto proteinu je tedy nedostatkem
Zeleza suprimovédna (Cox et al., 1991). U mRNA pro protein DMT-1 byla v
3 nepieklddané oblasti objevena IRE sekvence (Gunshin et al., 1997). Alternativni sestfih
a zpracovani 3 nepieklddaného konce vSak vede ke tvorb¢é dvou forem mRNA kédujicich
DMT-1: (1) formu nesouci IRE oblast a (2) formu, kterd tuto regulacni oblast postrada
(Lee et al., 1998). Zda se, Ze regulace exprese DMT-1 v zdavislosti na dostupnosti Zeleza
hraje dulezitou roli zejména ve stfevé. Regulace syntézy formy mRNA nesouci IRE byla
pozorovdna u duodendlnich bunc¢k (Cannone-Hergaux et al., 1999), zatimco u ostatnich
bun€k sledovdna nebyla (Wardrop and Richardson, 1999; Gunshin et al., 2001).
Pfitomnost regulacni oblasti IRE byla prokazana také v 5° nepiekladané oblasti mRNA
kédujici transporter IREG1/ferroportinl/MTP1 (McKie et al., 2000; Abboud and Haile,
2000). Pouziti obdobného regulaéniho mechanismu podporuje i zjiSténi, Ze nedostatek
zeleza vede ke zvySeni exprese mRNA kodujici IREGI1/ferroportinl/MTP1, zatimco
piebytek Zeleza zpusobuje sniZeni hladiny této mRNA (Rolfs et al., 2002).

Pozdé¢ji objeveny regulacni protein IRP-2 (Samaniengo et al., 1994) ma stejnou
vazebnou aktivitu pro mRNA jako IRP-1. Tato aktivita vSak neni regulovdna na trovni
sestavovani a rozkladani Fe-S centra, ale Zelezem indukovanou proteolyzou proteinu. IRP-
2 obsahuje vlozenou sekvenci 73 aminokyselin, kterd je oznaCovdna jako ,,iron
degradation dependent domain“. Tato sekvence zprostfedkovdva pii zvysSené hladiné
Zeleza nasmérovani IRP-2 do proteasomu, kde dochdzi k nédsledné degradaci proteinu
(Iwai et al., 1995).

Z predeslych udaji je ziejmé, Ze regulatni protein IRP funguje v celkovém
metabolismu bunky jako faktor, ktery vytvaii spojeni mezi Zelezem, erytropoézou a

mitochondridlnim energetickym metabolismem (Menotti et al., 1998).
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mRMNA kodujici mEMA kodujici
TRANSFERINOVY RECEPTOR FERITIN
mRMA je nestabilni mRHA je prekladana

IRE G2 IRE

mnoFstel Zeleza __:, IRF ma nizkau

v bufice klasa afinitu k mR NA
O smizeni vazebné
aktivity mB M
vk enl wazebné .
aktirity IRP

IRF z& = wysokou - mnozstl Zeleza v

afinitouviZe na mRHA bunce stoupa

mRHA je vice stabilni

mRNA neni preklddina

Obr.5. Regulace exprese transferinového receptoru a feritinu v zavislosti na mnozstvi
Zeleza v buiice. Pii nedostatku Zeleza v buiice se protein IRP vaZe na regulacni oblast
mRNA nazyvanou IRE. Tato vazba zabranuje pfipojeni ribosomu k mRNA feritinu a vede
ke snizeni syntézy tohoto proteinu a ndslednému snizeni uklddani Zeleza v buiice. Naproti
tomu vazba IRP stabilizuje mRNA pro transferinovy receptor a zpusobuje tak zvySeni
exprese tohoto receptoru a nasledné zvySeni bunécného piijmu Zeleza. Pti zvySeni hladiny
Zeleza v bunice dochazi naopak ke sniZzeni vazby IRP na IRE a naslednému zvySeni
syntézy feritinu a sniZeni exprese transferinového receptoru (upraveno podle Kiihn et al.,
1990).
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1.6. Mechanismy uplatiiujici se u patogennich
mikroorganismu pii ziskavani Zeleza od hostitele

Patogenni mikroorganismy ziskdvaji Zelezo od hostitele nejCastéji pomoci dvou
strategii: (1) produkuji nizkomolekuldrni latky s vysokou afinitou a specifitou k
trojmocnému  Zelezu nazyvané siderofory, které umoznuji odnimat tento kov z
hostitelskych molekul obsahujicich nehemové Zelezo a (2) exprimuji specifické povrchové
receptory pro molekuly vézajici Zelezo v téle hostitele. Povrchové receptory umoziuji
ziskavat Zelezo piimo z proteint a dalsich molekul produkovanych hostitelem, jako je hem
a proteiny obsahujici hemové Zelezo (hemoglobin, hemopexin, haptoglobin) nebo proteiny
vazajici nehemové Zelezo (transferin, laktoferin). Siderofory jsou produkovany aerobnimi
bakteriemi, fakultativné anaerobnimi bakteriemi a houbami, nejsou vSak syntetizovany
striktné anaerobnimi bakteriemi, bakteriemi Zijicimi intraceluldarn€ a prvoky (Weinberg,
1995a). Specifické receptory naproti tomu hraji dileZitou roli pifi ziskdvani Zeleza
predevsim u organismu neschopnych syntetizovat siderofory.

Kromé¢ vysSe zminénych nejrozsitenéjSich strategii vyvinuly mikroorganismy fadu
dalSich mechanismil, které se uplatiuji pii ziskdvani hostitelova Zeleza. Je to napf.
ziskdvani nizkomolekuldrniho Zeleza (viz. kap. 1.6.4 a 1.7) nebo vyuZiti bunéného Zeleza
v piipadé¢ intraceluldrnich paraziti (viz. kap. 1.6.5 a 1.7). Buiikky Tritrichomonas foetus
extracelularné uvolnuji Zelezo z vazebnych mist transferinu tim, Ze snizuji pH okolniho
prostiedi. Trojmocné Zelezo je poté redukovéano, transportovdno do buiiky a metabolicky
zpracovano (Tachezy et al., 1998). Legionella pneumophila proteolyticky degraduje
transferin metaloprotedzou, kterou produkuje do svého prostiedi. To vede k uvolnéni
Zeleza z transferinu a ndslednému transportu kovu do buiiky (Brian et al., 1997). Bunky E.
coli jsou schopny ziskdvat Zelezo vdzané na citrdt pomoci specifickeho mechanismu, ktery

je obdobny jako systémy umoziujici piijem Zeleza pomoci siderofort (Crosa, 1997).

1.6.1. Siderofory

Rada bakterii a hub vyluduje do svého prostiedi nizkomolekuldrni cheldtory (relativni

molekulovd hmotnost 500-1000 Da), které jsou specifické pro trojmocné Zelezo
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(Lankford, 1973; Neilands, 1981; Neilands, 1995). Tyto latky, oznacované jako
siderofory, maji extrémné vysokou afinitu k Fe®* (stabilizadni konstanty komplexti Fe’*-
siderofor leZi v rozmezi 10%°-10°%) a mohou tak odebirat Zelezo z transportnich proteini
obratlovcti (Weinberg, 1974).

Podle chemické struktury jsou siderofory déleny do dvou hlavnich skupin: (1)
katecholdty a (2) hydroxamaty (Neilands, 1995; Obr. 6).

Bakterie syntetizuji desitky hydroxamétovych sideroforii, jako je napi. aerobaktin
(Aerobacter aerogenes, Escherichia coli), pseudobaktin (r. Pseudomonas), mykobaktin (r.
Mycobacterium) a schizokinein (r. Bacillus), a podobny pocet katecholdtovych siderofort,
(Agrobacterium tumefaciens), vibriobaktin (Vibrio cholerae), parabaktin (Paracoccus
denitrificans), anguibaktin (Vibrio anguillarum) a pyochelin produkovany bakteriemi rodu
Pseudomonas (Crosa, 1989; Weinberg, 1995a).

Houby syntetizuji pouze hydroxamétové siderofory, jako napt. desferioxamin
(aktinomycéty), rhodotorulova kyselina (kvasinky rodt Rhodotorula a Rhodosporidium),
koprogen (r. Neurospora) nebo ferichrom popsany u roda Penicillium a Ustilago (Crosa,
1989; Weinberg, 1995a).

Neékteré mikroorganismy jsou schopny syntetizovat nékolik typti vlastnich
(endogennich) siderofort a zdroven vyuZivat i siderofory produkované jinymi
mikroorganismy (exogenni sidrofory). Tento fenomén je zndm zejména u enterobakterii.
U E. coli byly zjistény 4 razné mechanismy vyuzivajici siderofory pro piijem zeleza: (1)
syntéza endogenniho sideroforu enterobaktinu kédovaného chromozomadlnég, (2) syntéza
endogenniho sideroforu aerobaktinu kédovaného na plazmidu, (3) ziskdvani Zeleza z
exogennich hydroxamétovych sideroforti ferichromu, koprogenu a rhodotorulové kyseliny
a (4) ziskavani zeleza vazaného na citrat (Crosa, 1997).

Mechanismy umoziujici ziskdvat Zelezo pomoci sideroforti jsou aktivovany
nedostatkem tohoto kovu v prostiedi. Jiz diive bylo pozorovano, Ze mikroorganismy
rostouci v prostfedi s limitovanou dostupnosti Zeleza exprimuji silnéji nékteré
membranové proteiny (Finkelstein et al., 1983). Mezi tyto proteiny patii zejména
specifické receptory slouzici k pfijmu siderofori s navdzanym Zelezem. U
gramnegativnich bakterii jsou tyto receptory lokalizovany na vnéjS$i membrané. Komplex
Zelezo-siderofor je po vazbé na receptor transportovan do periplazmatického prostoru a

poté translokovan pfes cytoplazmatickou membrdnu do cytoplazmy, kde dochazi k
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uvolnéni Zeleza (Crosa, 1997). Ptrenos je pravdépodobné zprostiedkovdn membranovou
permedzou. Uvolnéni trojmocného Zeleza ze sideroforu je spojeno s jeho redukci na
dvojmocné kationty, k nimz maji siderofory vyrazn¢ nizsi afinitu. U bun¢k mnoha bakterii
a hub (napt. Escherichia coli, Bacillus subtilis, Saccharomyces cerevisiae) byla objevena
membranové vazand nebo cytoplazmatickd ferrisideroforreduktdza. Volny siderofor je
poté bunkou bud recyklovan nebo degradovdn. Napi. u bun€k Escherichia coli je
aerobaktin recyklovan, zatimco enterobaktin je intracelularné rozStépen. V pfiipadé
katecholatovych sideroforti piispivd k uvolnéni Zeleza z komplexu také intraceluldrni
degradace sideroforu (Crichton, 1991c).

Syntéza sideroforti, piisluSnych receptori a dalSich asociovanych molekul je
indukovédna nedostatkem Zeleza. Bunécnd regulace tohoto procesu je fizena proteinem
oznatovanym Fur - ferric uptake regulation (Crosa, 1997). Tento protein o relativni
molekulové hmotnosti 16,8 kDa se v pfitomnosti Zeleza vdZe na specifické sekvence v
promotorové oblasti tzv. fur-kontrolovanych geni a pisobi jako represor transkripce
(Hantke, 1984). Pii sniZeni hladiny Zeleza v bufice ztrici protein vazebnou aktivitu a
represe kontrolovanych genil je zruSena. Specifické vazebné misto u fur-kontrolovanych
gentit bylo nazvédno “FUR box”

GATAATGATAATCATTATC. VSechny doposud identifikované geny zodpovédné za

nebo “iron box” a jeho univerzdlni sekvence je:

syntézu siderofori a pifjem a transport ferrisiderofori obsahuji FUR box a jsou
regulovany proteinem Fur. Ten se vaze i na promotor vlastniho genu a autoreguluje tak i
svou vlastni expresi (Stojiljkovic et al., 1994).

Vedle negativni regulace transportu Zeleza je zndma 1 regulace pozitivni, kdy jako
stimulujici signdl plisobi pifjem ferrisideroforu. Tento mechanismus byl nejlépe
prostudovan v piipad¢ komplexu Zelezo-enterobaktin u Pseudomonas aeruginosa. U této
bakterie dochdzi ke kombinaci obou mechanismt, tj. siderofor vyvovalava pozitivni
signdl pro expresi vlastntho receptoru, zatimco nadbytek Zeleza syntézu receptoru

utlumuje ptisobenim proteinu Fur (Crosa, 1997).
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Obr. 6. Chemicka struktura a priklady sideroford. Chemickd struktura a pifklady
nékterych hydroxamétovych (a) a katecholatovych (b) sideroforti (upraveno podle

Crichton, 1991c¢).
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1.6.2. Receptory pro transferin a laktoferin

Nékteré patogenni mikroorganismy exprimuji na svém povrchu receptory, které
umoziuji ziskdvat Zelezo z transferinu a laktoferinu produkovaného hostitelem. Specifické
receptory pro tyto proteiny byly popsdny u fady bakterii (Weinberg, 1995a) a n¢kterych
prvoku (Peterson and Alderete, 1984a; Coppens et al., 1987; Chaudhri et al., 1994; Lima
and Villalta, 1990; Voyatzaki and Soteriadou, 1990; Wilson et al., 1994; Tachezy et al.,
1996). Mechanismy uplatiiujici se pfi ziskdvani Zeleza pomoci receptorti se u jednotlivych
skupin organismu li$i. Zatimco bakterie uvoliuji Zelezo z ligandu hostitele na svém
povrchu, prvoci jsou schopni komplex ligand-receptor endocytovat a Zelezo uvoliovat az
poté uvniti bunky.

Na vné&j$i membrané bakterii Zijicich v prostiedi bohatém na transferin (Haemophilus
influenzae, Neisseria meningitidis, Neisseria gonorhae, Actinobacillus pleropneumoniae)
byly zjiStény dva typy receptori pro tento protein oznaCené jako Tbpl a Tbp2
(Cornelissen et al., 1992; Gerlach et al., 1992; Legrain et al., 1993; Gray-Owen, et al.,
1995). Receptor pro transferin byl identifikovan také u Pasteurella haemolytica
(Ogunnarivo and Schryvers, 1990). Transferinové receptory vykazuji vysokou podobnost
s receptory pro laktoferin, hem (resp. hemoglobin) a dalSimi receptory vnéjsi membrany
bakterii, jejichz funkce zavisi na interakci s periplazmatickym proteinovym komplexem
TonB, ExbB, ExbD.

Vazba transferinu na receptor je znacné hostitelsky specifickd (Weinberg, 1995a). Po
navazani transferinu na receptor dochdzi k uvolnéni Zeleza a naslednému transportu v
komplexu s proteinem FbpA pfes periplazmaticky prostor k plasmatické membran¢. (Chen
et al., 1993).

Mechanismy ziskdvidni Zeleza z laktoferinu jsou u bakterii velmi podobné
mechanismim uplatiiujicim se pii piijmu Zeleza z transferinu. Receptory pro laktoferin
byly popsdny napi. u bakterii rodu Neisseria (Petterson et al., 1994), u Bordetella
pertussis (Redhead et al., 1987), Haemophilus influenzae (Schryvers, 1988) a
Staphylococcus aureus (Naidu et al., 1992). Gen kodujici laktoferinovy receptor byl
nejpodrobnéji prostudovan u Neisseria meningitidis (Petterson et al., 1994).

U parazitickych prvokti byly doposud receptory pro transferin identifikovany u

trypomastigott Trypanosoma brucei (Coppens et al., 1987; Chaudhri et al., 1994),
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amastigot Trypanosoma cruzi (Lima and Villalta, 1990) a promastigotl Leishmania
mexicana, L. infantum a L. major (Voyatzaki and Soteriadou, 1990; Voyatzaki and
Soteriadou, 1992). Specificky piijem Zeleza z laktoferinu byl popsidn u bunék L. chagasi
(Wilson et al., 1994), Trichomonas vaginalis (Peterson and Alderete, 1984) a
Tritrichomonas foetus (Tachezy et al., 1996). Prvoci ptijimaji, podobn¢ jako sav¢i buiky,
Zelezo z transferinu a laktoferinu pomoci endocytézy. Hlubsi studium vSak ukazuje, Ze
mechanismy piijmu Zeleza zalozené na receptory zprostiedkované endocytdze nejsou u
bun¢k savct a prvoktl identické. Podrobnéjsi popis mechanismii uplatiujicich se pfi

piijmu Zeleza u buné€k parazitickych prvoki je podan v kapitole 1.7.

1.6.3. Ziskavani Zeleza z hemoglobinu

Rada patogenti vyuZivd hemoglobin a produkty jeho degradace jako hlavni zdroj Zeleza
(Weinberg, 1995a). Hemoglobin, ktery se uvolfiuje pii rozruSeni erytrocytd bud
pusobenim patogennich mikroorganismi (uvoliiovani hemolyzinii, hemolyza zavisld na
kontaktu) nebo v disledku patofyziologickych procesii, je mikroby vazan pomoci
specifickych receptort. Specifickd vazba hemoglobinu na bunéény povrch byla zjisténa u
mnoha bakterii (Lee and Hill, 1992; Henderson and Payne, 1993; Hasan et al., 1997) a
také u parazitického prvoka Trichomonas vaginalis (Lehker et al., 1990). Vazba
hemoglobinu je narozdil od transferinu nebo laktoferinu znacné hostitelsky nespecificka a
jeden druh bakterie mliZe vdzat hemoglobin z riznych savci (Weinberg, 1995a).

Mechanismus ziskdvdni hemového Zeleza byl nejpodrobnéji prostudovdan u bunék
Neisseria meningitidis (Stojiljkovic et al., 1995). Tato bakterie exprimuje na svém
povrchu dva druhy receptorti umoziujicich piijem hemového Zeleza: (1) receptory vazajici
hemoglobin i volny hem a (2) receptory specifické pouze pro volny hem. Receptor
prvniho typu je krom¢ vazby hemoglobinu na povrchu buniky schopen zajistovat také
rozStépeni hemu. Volny hem je poté transportovan pies periplasmaticky prostor pomoci
systému membranovych proteinii TonB, ExbB, ExbD. Jedna se o mechanismus podobny
prenosu transferinového a laktoferinového zeleza nebo komplexu Zelezo-siderofor. Hem je
béhem transportu pies periplasmaticky prostor vdzin na protein FbpA (Desai et al., 1995).
Po transportu hemu do cytoplazmy dochdzi k rozruSeni porfyrinového kruhu aktivitou

hemoxygendzy a k uvolnéni Zeleza (Stojiljkovic and Hantke, 1994). Funkce druhého typu
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receptoru, ktery vaze pouze volny hem, je na systému proteini TonB, ExbB, ExbD
nezavislé (Stojiljkovic and Hantke, 1992; Stojiljkovic et al., 1995).

Nékteré mikroorganismy jako Staphylococcus aureus (Francis et al., 1984), Neisseria
meningitidis (Dyer et al., 1987), Haemophilus ducreyi (Lee, 1991) a Haemophilus
influenzae (Wong et al., 1994) jsou schopny védzat a vyuZivat Zelezo z komplexu
hemoglobin-haptoglobin, eventuelné komplexu hem-hemopexin. Haptoglobin je protein,
ktery vaze pouze hemoglobin, zatimco hemopexin je specificky pouze pro volny hem.
Oba bakteriostatické proteiny vznikaji pii hemolyze v rdmci reakce hostitele na uvolnéni
hemového Zeleza a maji za ukol tuto formu Zeleza z krevniho feciSt€ vyvédzat a
transportovat do jaterni tkané, kde je intraceluldrné ukladéno.

Také parazitiCti prvoci jako napt. Entamoeba histolytica, plasmodia nebo leishmanie
jsou schopni vyuZivat zelezo vdzané v hemu. Mechanismy, které vyuZzivaji bunky
parazitickych prvoku pii ziskdvani hemového Zeleza jsou podrobnéji popsany v kapitole

1.7.

1.6.4. Ziskavani Zeleza z nizkomolekularnich komplexi

Nizkomolekularni Zelezo je pro parazitické mikroorganismy nejlépe dostupné v
zazivacim traktu, kam se dostdva s potravou. V této form¢ je patrné¢ vyuzivano stfevnimi
bakteriemi i prvoky. Zatimco bakterie mohou pro piijem nizkomolekuldrniho Zeleza
vyuzivat siderofory i specifické receptory pro nizkomolekuldrni ligandy (Waggeg and
Braun, 1981), prvoci ziskdvaji Zelezo z nizkomolekuldrnich komplext pravdépodobné
pomoci membranovych pfenasecii (Tachezy et al., 1998).

Mikroorganismy vyuZzivaji pro pfijem nizkomolekuldrniho Zeleza Casto mechanismy
spojené s tvorbou redukcniho prostiedi, které kombinuji se snizovanim pH okoli. Tyto
zmény prostfedi vedou ke zvySené solubilit€¢ Zeleza a jeho snaz§imu transportu pies
cytoplazmatickou membrénu. Schopnost vytvafet redukéni prostiedi spole€né se
snizovanim pH okoli byla popsdna napt. u Bifidobacterium thermophillum (Kot and
Bezkorovainy, 1993), Bifidobacterium breve (Bezkorovainy and Solberg, 1993),
Streptococcus mutans (Evans et al., 1986), S. cerevisiae (Lesuisse et al., 1987),

Tritrichomonas foetus (Tachezy et al., 1998) a intracelularntho parazita Listeria
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monocytogenes, ktery je schopen redukovat Zelezo prostfednictvim nizkomolekuldrnich
reduk¢nich agens (Adams et al., 1990).

Za fyziologickych podminek je hladina nizkomolekuldrnich komplext Zeleza v télnich
tekutinach zanedbatelnd (Bullen, 1981). Vyznam nizkomolekularniho Zeleza pro patogeny
vSak vzrustd pfi stavech, kdy dochazi k zvyseni hladiny Zeleza v hostitelském organismu v
dasledku vrozenych poruch metabolismu Zeleza jako je napf. hemochromatéza (Batey et
al., 1980) nebo hypotransferinémie a atransferinémie (Saito, 1975; Hayashi et al., 1993),
ndsledkem nadmérného piijmu Zeleza v potravé (Weinberg, 1990) nebo jako disledek
poranéni (Olakanmi et al., 1994). Problematika vztahu Zeleza a virulence mikroorganismu

je podrobnéji zpracovana v kapitole 1.8.

1.6.5. Vyznam intracelularniho Zeleza

Intraceluldarni Zelezo hraje duleZitou roli zejména v piipadé parazitickych
mikroorganismil lokalizovanych uvniti buiiky. Intraceluldrni feritin i intraceluldrni labilné
vazané Zelezo mohou vnitrobunéénym patogentim teoreticky poskytovat dostatecné
mnozstvi tohoto prvku. Oba zdroje Zeleza by mohly byt vyuZivany i1 extraceluldrné
hostitele. Piijem zZeleza z feritinu vSak nebyl doposud u mikroorganismu piimo prokazan.
Nékteré prace (Diamond et al., 1978) naznacuji, zZe by trofozoiti Entamoeba histolytica
invadujici jaterni tkan, ktera je bohata na feritin, mohli vyuzivat pravé tento zdroj Zeleza.
Také u bunck 7. foetus byla popsdna stimulace riistu feritinem in vitro (doc. Tachezy,
nepublikovand data). V pribéhu bovinni trichomonidzy, kterd je vyvoldvdna timto
parazitem, dochdzi k rozruseni hostitelské tkané¢ a Ize tedy predpokladat, Ze by
trichomonady mohly vyuzivat i feritin, ktery se uvoliiuje z rozpadlych bunék in situ.

Ackoliv intraceluldrni labiln€¢ vidzané Zelezo (LIP) mliZe zaujimat nezanedbatelny podil
Zeleza v bunce (Vyoral et al., 1998; Suchan et al., 2003), nebyla tato forma Zeleza
doposud z hlediska poskytovani Zeleza mikroorganismiim studovédna. To je zpiisobeno
zejména nedostate¢né objasnénou podstatou ligandii na nichz je Zelezo v buice labilné
vazéno. Vzhledem ke slabé vazbé Zeleza k ligandim muZe byt LIP snadno dostupny

zejména pro mikroorganismy parazitujici pfimo v cytoplazmé hostitelskych bunék.
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1.7. Metabolismus Zeleza u parazitickych prvoki

1.7.1. Trypanozomy

Trypanozomy, které patii mezi bic¢ikovce skupiny Kinetoplastida, sttidaji ve svém
vyvojovém cyklu dvé velmi odliSnd prostiedi: travici trakt hmyziho pfenasece a krevni
feCiste (v ptipadé¢ africkych trypanozom), popft. intracelularni prostiedi (v ptipad¢ T. cruzi)
obratlov¢iho hostitele (Vickerman, 1985). Prechod mezi jednotlivymi prostfedimi je
spojen se zdsadnimi metabolickymi zménami, které se dotykaji i metabolismu Zeleza.
Procyklické (hmyzi) formy, které obsahuji pIné¢ funkéni mitochondrii, vyZzaduji relativné
velké mnoZstvi Zeleza zejména pro funkci cytochromi. Naproti tomu krevni formy maji
relativné malé nutri¢ni naroky na Zelezo, nebot’ potfebuji tento prvek pouze pro aktivitu
nc¢kolika zbyvajicich enzymi, jako je ribonukleotidreduktiza (Hofer et al., 1997;
Dormeyer et al., 1997), glycerol-3-fosfit oxiddza (Fairlamb and Bowman, 1977),
mitochondridlni termindlni alternativni oxidaza TAO (Chaudhuri et al., 1998) a Fe-
superoxiddismutdza (Le Trant et al., 1983; Ismail et al., 1997). Jedna trypomastigotni
buiika 7. brucei tak potiebuje pfi svém de€leni piijmout pouze okolo 4.000 atomi Zeleza za
hodinu (Steverding, 1998). Ptesto je vSak citlivost krevnich forem 7. brucei ke sniZeni
hladiny Zeleza v okoli (napf. pfi chelataci desferioxaminem) zhruba 10 x vysS$i nezZ v
piipadé sav¢ich bunék (Breidbach et al., 2002).

Hlavnim zdrojem Zeleza pro krevni formy trypanozom je transferin, ktery je
vychytdvan pomoci specifickych receptorti a ndsledné endocyticky internalizovan. Jedna
buiika ma na svém povrchu pouze okolo 2.300 molekul receptoru, zatimco savci buiika
muizZe na svém povrchu exprimovat az 800.000 téchto molekul (Steverding et al., 1995).
Struktura transferinovych receptori 7. brucei je tvotfena, obdobné jako u savcich
receptortl, proteinovym dimerem. V ostatnich vlastnostech se vSak receptory trypanozom
a savcu lisi. Podjednotky transferinového receptoru 7. brucei maji relativni molekulovou
hmotnost 52 a 42 kDa (Chaudhri et al., 1994) a nenesou Zadné oblasti homologni s
receptory savcl. Asociace s membranou je zprostiedkovana pouze pies t€Z8i subjednotku,
a to pomoci glykosylfosfatidylinositolové (GPI) kotvy (Schell et al., 1991). Savéi
transferinovy receptor je naproti tomu tvofen dvéma identickymi subjednotkami o

relativni molekulové hmotnosti 90 kDa. Ob€ podjednotky jsou tvofeny integralnimi
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membrdnovymi proteiny, jejichz struktura je zpevnéna vzijemnym propojenim
disulfidickymi mitstky. Dalsi odliSnosti receptorii trapanozom a savcil je riznd afinita k
holo- a apotransferinu v zdvislosti na pH. Pfi neutrdlnim pH véaZou receptory trypanozom s
vysokou afinitou holotransferin (K¢q=3,6 nM) i volny apotransferin (K4=20 nM). Sav¢i
receptory maji za téchto podminek vysokou afinitu pouze k holotransferinu (Steverding,
1998). Pii nizkém pH (okolo 5.5) maji sav¢i receptory stdle vysokou afinitu k transferinu i
po disociaci Zeleza od tohoto proteinu, zatimco u trypanozom dochdzi po disociaci Zeleza
od transferinu nasledné 1 k rozpadu komplexu receptor-transferin (Maier and Steverding,
1996). U trypanozom tedy probihd disociace komplexu receptor-transferin v kyselém
endosomalnim prostfedi a receptor je poté recyklovan, zatimco uvolnény transferin je dale
transportovan do lysosomu a zde proteolyticky degradovan (Grab et al., 1992; Steverding
et al., 1995). Zelezo zlstdva vazano v buikdch, kde je metabolicky vyuZivano, zatimco
produkty degradace transferinu jsou exkretovany vné builky. Naproti tomu u savcich
bun¢k k disociaci komplexu receptor-transferin v endosomech nedochézi, ale uvoliiuje se
pouze transferinové Zelezo. Komplex receptor-transferin je recyklovan a k oddéleni
transferinu od receptoru dochdzi azZ na povrchu bungk pti neutrdlnim pH (Steverding et al.,
1995).

Transferinové receptory jsou na povrchu trypanozom lokalizoviany pouze Vv
periflagelarni kapse. Umisténi v tomto uzkém prostoru patrné chréni receptory pred
rozpoznanim makrofdgy a s tim spojenou naslednou imunitni odpovédi hostitele (Borst,
1991).

Obé podjednotky transferinového receptoru trypanozom jsou kédovany geny, které
patii do skupiny ESAG - expression site-asociated genes (Pays et al., 1989; Schell et al.,
1991). Tyto kodujici oblasti jsou lokalizovany v blizkosti genu pro variabilni povrchovy
glykoprotein (VSG) a maji patrné i stejny evolu¢ni ptivod jako tento glykoprotein (Pays et
al., 2001). U trypanozom se vyskytuje zhruba 1.000 gent, které kéduji rizné antigenni
varianty VSG. Prepisovana je vZdy pouze jedind kopie tohoto genu, kterd lezi v jednom z
expresnich mist v blizkosti telomery. V genomu trypanozom je obsazeno zhruba 20
expresnich mist pro VSG, v dany okamZzik je vSak aktivni pouze jedno misto. Toto
piepinani zprostiedkovava antigenni variabilitu povrchu trypanozom, kterd umoziuje
branit se pred zdsahem specifickymi protildtkami hostitele (Borst er al., 1996).
Transkripce ESAG gent je pod kontrolou stejného promotoru jako VSG. Diky tomu jsou
geny ESAG-6 a ESAG-7, které koduji obé podjednotky transferinového receptoru (Schell
et al., 1991; Salmon et al., 1994; Steverding et al., 1994), schopny zarucovat obdobnou
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antigenni variabilitu tohoto receptoru. Geny pro transferinovy receptor totiz kromeé
homolognich oblasti obsahuji rovnéZz hypervariabilni oblast 32 nukleotidl, kterd kéduje
odlisné sloZeni piisluSnych polypeptidovych fetézcti (Zomerdijk et al., 1991). Tato Cast
receptoru vytvaii snadno dostupnou povrchovou smycku, proti niZ jsou namifeny
protilatky hostitele. Protoze se vSak smycka netcastni interakce transferin-receptor (Borst,
1991), umoznuje tak uték pied imunitni odpovédi hostitele. Sekvencni variabilita
piepisovanych kopii transferinového receptoru navic trypanozomdm umozZiuje reagovat
na diverzitu transferinii z rGznych hostiteld (a to i v pfitomnosti protilatek proti tomuto
proteinu) a tak z evolu¢niho hlediska rozsifovat spektrum hostitelt (Bitter et al., 1998;
Gerrits et al., 2002).

Hladina exprese transferinového receptoru je u trypanozom regulovdna dostupnosti
zeleza (Fast et al., 1999). Pii nedostatku Zeleza v prostiedi dochdzi ke zvySeni hladiny
samotného receptoru i mRNA kdédujici jednu z podjednotek (ESAG 6). Na rozdil od
savCich bunék vSak tato regulace neni zprostiedkovdna systémem IRE/IRP.
Cytoplazmatickd cis-akonitdza je sice v bunkdch trypanozom piitomnd a jeji sekvence
vykazuje vysokou podobnost se savéim regulacnim proteinem IRP-1 (Fast ef al., 1999;
Saas et al., 2000), vyfazeni tohoto proteinu v buinikidch trypanozom vSak na expresi
transferinového receptoru nemd zadny vliv (Fast et al, 1999). Podrobné&jsi znalost
regulace exprese transferinového receptoru u trypanozom bude tedy vyzadovat jesté dalsi
zkoumadni.

U procyklickych forem 7. brucei nebyla endocytéza transferinu prokdzana (Webster,
1989), ackoliv by tyto formy mohly vyuZivat transferin obsaZeny v nasité krvi uvnitt
zazivactho traktu pirenasecii. Jaké jsou dal$i mozné zdroje Zeleza pro toto stidium
trypanozom neni také zndmo. Je pravdépodobné, Ze bunky vyuZivaji zdsoby Zeleza
vytvotrené jesté v krevnim fecisti hostitele. Pfitomnost proteint skladujicich Zelezo, jako je
napf. feritin, vSak dosud nebyla potvrzena.

Funk¢ni transferinovy receptor ve formé dimeru produktti genit ESAG 6 a ESAG 7 byl
identifikovan také u krevnich forem Trypanosoma evansi (Kabiri and Steverding, 2001).
Piibuznost transferinovych receptorti obou druhli trypanozom byla podpofena zjiSténim,
7e specifické protilatky proti receptoru 7. brucei zcela inhibuji schopnost T. evansi

pfijimat transferin.

Pro Zivotni cyklus T. cruzi je charakteristické vyhradné intraceluldrni mnozeni. Tento

parazit napadd zejména makrofigy a svalové bunky clovéka, kde se usazuje pifimo v
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cytoplazmé. Pro pfenos mezi hostitelem a hmyzim pfenasecem slouzi ned¢lici se krevni
trypomastigotni stadia, které se po nasati pifenasecCem transformuji v travicim ustroji na
proliferujici neinfek¢ni epimastigoty. Ty se déle v zadni Casti stieva preménuji na infekéni
metacyklické trypomastigoty, ktefi jsou prendSeni zpét do definitivniho hostitele. Zde tyto
stddia napadaji makrofagy, kde se v cytoplazmé pieménuji na proliferujici amastigotni
formy.

Zdrojem Zeleza pro intraceluldrni amastigoty je podle nékterych autord transferin. U
bunék téchto stadii se podafilo identifikovat specifické transferinové receptory (Lima and
Villalta, 1990). Na povrchu jedné buiiky je exprimovano zhruba 80.000 molekul tohoto
receptoru o relativni molekulové hmotnosti 200 kDa a s disocia¢ni konstantou
Kd=2,82.10° M (Lima and Villalta, 1990). Transferin také stimuluje rist amastigotd in
vitro, zatimco cheldtor desferioxamin proliferaci inhibuje (Loo and Lalonde, 1984). Je
vSak sporné, zda k vyuzivani transferinu amastigotnimi stadii 7. cruzi dochdzi i za
podminek in vivo. Neni totiz zcela jasné, jakou cestou by se tento protein dostaval piimo
do cytoplazmy hostitelskych bun€k, v nichZ trypanozomy parazituji. Pfitomnost receptort
pro transferin ani jeho endocytéza nebyly potvrzeny ani v elektronmikroskopickych
studiich (Soares and deSouza, 1991).

Experimentdlni infekce 7. cruzi, jsou obvykle doprovdzeny sniZovanim hladiny
extracelularniho Zeleza v hostiteli (Lalonde and Holbein, 1984). Tento mechanismus
slouZi k obrang hostitele proti extracelularnim patogeniim a je zprostfedkovan makrofagy,
které absorbuji Zelezo z krevniho ob&hu. Zvyseni hladiny Zeleza v bunikkdch makrofagl by
tedy v piipadé¢ infekce 7. cruzi mohlo mit pozitivni dopad na intraceluldrni vyvoj téchto
paraziti. Tato hypotéza je podpofena i experimenty, které ukdzaly, Ze vyvazani
intraceluldrniho Zeleza desferioxaminem inhibuje rist amastigoti uvniti makrofagti (Loo
and Lalonde, 1984).

U epimastigotnich stadii 7. cruzi byla pozorovana vazba transferinu na povrch buiiky a
jeho néslednd internalizace v okoli periflageldrni kapsy, pfipadné cytostomu (Soares and
de Souza, 1991). Tato stadia trypanozom by tedy mohla vyuzivat transferin, ktery je uvnitf

traviciho traktu prenasect snadno dostupny z nasaté krve.
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1.7.2. Leishmanie

Leishmanie jsou dal$im vyznamnym zdstupcem skupiny Kinetoplastida. Pro vyvojovy
cyklus tohoto prvoka je charakteristické stfidani savciho hostitele, v némz se uvnitf
fagosomli makrofagti mnozi amastigotni formy, a hmyziho pienasece. V travicim traktu
prenasece proliferuji promastigotni procyklicka stddia, kterd se ndsledn¢ pfeméiuji na
infek¢ni metacyklické formy.

Experimenty in vitro prokdzaly schopnost promastigotnich stadii leishmanii vyuzivat
ruzné zdroje Zeleza jako je transferin, laktoferin, hemin nebo nizkomolekuldrni komplexy
Zeleza (Chang and Hendricks, 1985).

Ziskavani Zeleza z transferinu je u leishmanii zprostfedkovavano specifickymi
receptory. Receptorové molekuly byly identifikovany na povrchu promastigotnich stadii
L. major, L. infantum a L. mexicana (Voyatzaki and Soteriadou, 1990; Voyatzaki and
Soteriadou, 1992; Wilson et al., 1994). Tyto integrdlni glykoproteiny o relativni
molekulové hmotnosti 70-78 kDa jsou rozlozeny rovnhomérné po celém povrchu
promastigotli (Voyatzaki and Soteriadou, 1990; Voyatzaki and Soteriadou, 1992).
Zkiizend reaktivita specifické monoklondlni protilatky proti mySimu transferinovému
receptoru s transferinovym receptorem leishmanii navic naznacuje, Ze nckteré funkc¢ni
¢asti mohou byt u obou molekul podobné (Voyatzaki and Soteriadou, 1992). Pro piesné&jsi
studium podobnosti obou receptorit vS§ak budou nezbytné informace o aminokyselinové
sekvenci receptoru leishmanii.

Wilson a kol. (2002) nedavno popsali v celkovém lyzatu i v jednotlivych bunécnych
frakcich promastigoti L. donovani chagasi NADPH-zavislou aktivitu redukujici
trojmocné Zelezo. Zda se tedy, Ze u leishmanii dochdzi plisobenim membrianové vdzanych
nebo sekretovanych reduktdz k uvolnéni Zeleza z transferinu uz na povrchu buiiky. Tato
situace je odliSnd od trypanozom, které pomoci specifickych receptorii internalizuji
komplex Zelezo-transferin.

U promastigotnich stadii L. donovani chagasi byla také pozorovana vazba laktoferinu
na povrch bunék, pfijem Zeleza z tohoto proteinu a stimulace rastu in vitro (Wilson et al.,
1994). Vazba laktoferinu vSak byla inhibovéana transferinem a laktoferin naopak inhiboval
vazbu transferinu. Potvrzeni, zda je receptor na povrchu leishmanii spolecny pro oba
proteiny vsak jesté bude vyZadovat dal$i experimentélni podklady.

Naproti tomu u bun€k L. donovani donovani, u nichZ byla vazba transferinu a

laktoferinu pozorovdna také (Britigan et al., 1998), neni vazba laktoferinu na povrch
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bun¢k transferinem inhibovdna. Déle je zajimavé, Ze vazba apolaktoferinu a
ferrilaktoferinu na povrch bunék tohoto parazita je srovnatelnd, zatimco v piipade
transferinu je silné preferovdana forma proteinu s navdzanym Zelezem (Britigan et al.,
1998).

Na povrchu promastigoti L. donovani donovani byl identifikovan také specificky
receptor pro hemoglobin (Sengupta et al., 1999). Tento protein o relativni molekulové
hmotnosti 46 kDa zprostiedkovavd specifickou vysokoafinitni vazbu hemoglobinu v
oblasti periflagelarni kapsy a ndaslednou internalizaci do builkky pomoci endocytozy
(Sengupta et al., 1999). Specifickd vazbu hemu a dal§ich metaloporfyrinii byla
pozorovana také na povrchu promastigotnich stadii L. mexicana amasonensis (Galbraith
and McElrath, 1988).

Ziskdvéani Zeleza intraceluldrnimi amastigoty, jeZ jsou hlavnim patogennim agens
leishmanidzy, bohuzel nebylo doposud pro jejich komplikovanou kultivaci in vitro
studovdno. Experimenty se znaCenym transferinem vSak prokizaly, Ze v makrofazich
infikovanych leishmaniemi dochdzi k transportu endocytovaného transferinu do
parazitoforni vakuoly, soustied’ovadni tohoto proteinu na povrchu amastigotii a nasledné
endocytdze v prostoru periflagelarni kapsy. Uvnitf paraziti pak déle dochézi k transportu
endocytovaného transferinu do lysosomdlniho kompartmentu aniz by byl protein déle
recyklovan (Borges et al., 1998). Ptredchozi tdaje tedy prokazuji, Ze leishmanie jsou
schopny modulovat endocytdrni systém hostitelskych bunék takovym zplisobem, aby si
zajistily dostateCny piisun nutricnich faktort. Do jaké miry vSak toto tvrzeni plati i pro

navazané Zelezo vS$ak zatim neni znamo.

1.7.3. Plasmodia

Také ve vyvojovém cyklu plasmodii dochazi ke stiidani sav¢iho definitivniho hostitele
a hmyziho pfenaSece. Definitivni hostitel je infikovdn sporozoity, ktefi posléze opoustéji
krevni feciSt¢ a napadaji hepatocyty. V jaternich buinikdch dochdzi k asexudlnimu mnoZeni
a naslednému uvoliiovani merozoitl, ktefi infikuji erytrocyty. V Cervenych krvinkach
dochdzi k dalsimu cyklu asexudlniho pomnoZeni a uvolnéni merozoiti spojenému s
destrukci erytrocytll. Merozoiti poté napadaji i dalS$i erytrocyty. Pfenos na hmyziho
pienasece béhem sani zprosttedkovavaji sexudlni stddia, kterd se po urCité dobé v

erytrocytech vytvareji.
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Vyznam Zeleza pro vyvoj plasmodii in vitro (Shanzer et al., 1991) i in vivo (Fritsch et
al., 1985) byl prokdzidn poprvé ve studiich, v nichZ pfidani cheldtoru desferioxaminu
inhibovalo rdst tohoto parazita uvnitf erytrocytl. Pfirozeny zdroj zZeleza pro
intraerytrocytarni stddia i mechanismy uplatiiujici se pfi piijmu tohoto kovu jsou vSak u
plasmodii dosud stéle nejasné.

Hemoglobin, ktery je hlavni komponentou obsahujici Zelezo v erytrocytech, by mohl
byt pro plasmodia zdkladnim zdrojem tohoto prvku. Plasmodia vSak nedisponuji
hemoxygenazovou aktivitou, kterd katalyzuje uvoliiovani Zeleza z hemu (Sanchez-Lopez
and Haldar, 1992), a proto nebyla vyuZitelnost této formy Zeleza pro plasmodia dlouho
akceptovana. V podminkéch, které nastavaji béhem proteolytické degradace hemoglobinu
v potravni vakuole, v§ak miZe rovnéZ dochazet i ke spontdnnimu Stépeni porfyrinového
kruhu hemu a néslednému uvolnéni Zeleza bez uplatnéni hemoxygenazové aktivity
(Gabay a Gingsburg, 1993). Tento proces je katalyzovan ferylovymi kationty (Fe**) a
vyzaduje nizké pH a stimulaci protedzami. Ackoliv je timto zplsobem v potravnich
vakuolach uvolnéno pouze okolo 3% z celkového endocytovaného hemového Zeleza,
jednd se o mnoZzstvi dostacujici pro pokryti nutricnich pozadavkl parazita (Gabay et al.,
1993). RovnéZz bylo prokdzano, Ze chinoliny, které jsou pouZivané jako antimalarika,
inhibuji uvolnovani Zeleza z hemu. Blokovani piijmu ZzZeleza z hemu je tedy
pravdépodobné jednim z faktorii determinujicich antimalarické ptsobeni téchto 1€Civ
(Gabay et al., 1993). Lze proto predpokladat, Ze hem je pro intraerytrocytdrni stadia
plasmodii dalezitym zdrojem Zeleza.

Haldar a kol. (1986) a Rodriguez and Jungery (1986) popsali plasmodidlni receptor pro
transferin pfitomny na cytoplazmatické membrané erytrocytt infikovanych P. falciparum.
Receptor o predpokldadané relativni molekulové hmotnosti 100 kDa vSak nebyl piitomen
na povrchu zdravych erytrocytli. Toto pozorovani je v souladu s obecnym poznatkem, Ze
plasmodia mohou inkorporovat do membrany erytrocytii vlastni receptory. Tyto molekuly
umoznuji pifjem latek, které nejsou poskytovdny neinfikovanymi, metabolicky uzce
specializovanymi erytrocyty. Ani jedna z praci popisujicich transferinovy receptor
plasmodii vSak neprokéazala skutecné vyuziti zeleza z transferinu. Pfitomnost specifického
receptoru na povrchu infikovanych erytrocytli nebyla potvrzena ani v pozdéjsich studiich
(Pollack and Schnelle, 1988). Priace popisujici neschopnost infikovanych erytrocyta
akumulovat Zelezo z *’Fe-transferinu a zji§téni, e hladina tohoto proteinu v médiu

neovliviluje in vitro rast merozoitl uvnitf erytrocytli definitivné vyvratily atraktivni
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hypotézu o pfitomnosti funkénich plasmodiovych receptori v membrané infikovanych
erytrocytll (Sanchez-Lopez and Haldar, 1992).

Erytrocytarni stddia plasmodii jsou schopny in vitro ziskdvat také Zelezo z
nizkomolekuldrnich komplext, jako je napt. Fe-NTA nebo Fe-citrat (Sanchez-Lopez and
Haldar, 1992). Vyznam téchto zdroja je vSak patrné u jedincti s normalnim metabolismem
Zeleza zanedbatelny (Gabay et al., 1993).

Teprve v neddvné dobé bylo prokdzano, Ze regulace piisunu Zeleza je u plasmodii
zaloZena na podobném mechanismu jako u sav¢ich bunék (Loyevsky et al., 2001). V
bunikdch P. falciparum se podatilo identifikovat homolog savciho regula¢niho proteinu
IRP-1 nazvany PfIRPa, ktery se je schopen vazat in vitro na savéi IRE sekvence. Hladina
tohoto proteinu stoupd u buncék s nedostatkem Zeleza. Pomoci imunofluorescence se
podafilo detekovat tento protein také v infikovanych erytrocytech (Loyevsky et al., 2001).

Také mechanismy zprostfedkovavajici tvorbu Fe-S center v buitkdch plasmodii jsou
velmi pravdépodobné podobné procesim zndmym u ostatnich eukaryotickych bunék. U P.
falciparum i u dalSich zastupcii skupiny Apicomplexa (Seeber, 2002) byly identifikovany
sekvence piibuzné geniim kédujicim jednotlivé slozky ISC a SUF systémi (Ellis et al.,
2001; Seeber, 2002), které jsou zodpovédné za maturaci Fe-S center v buiikkdch bakterii a

v mitochondriich eukaryotickych bunék.

1.7.4. Trichomonady

Trichomonady patii mezi jednohostitelské prvoky. Ackoliv vétSina trichomondad
parazituje v travicim traktu hostitele, dva nejvyznamné€j$i a nejprostudovangj$i druhy
(Trichomonas vaginalis a Tritrichomonas foetus) parazituji v urogenitdlnim traktu a
zpusobujici sexudlné prenosné onemocnéni ¢lovéka, resp. dobytka. Zakladnim spole¢nym
prvkem buiiky trichomondd i bunék dalSich anaerobnich prvokli je nepfitomnost
mitochondrii. PfestoZe anaerobni prvoci nepotiebuji Zelezo pro tvorbu cytochromt, jsou
jejich nutriéni naroky na Zelezo ve srovnani s aerobnimi buitkami vyrazné vyssi (Diamond
et al., 1978). T. foetus vyzaduje pro optimdlni riist in vitro 50-100 uM koncentraci Zeleza
v prostiedi (Tachezy et al., 1996) a podobné rozmezi koncentraci Zeleza je nezbytné i pro
rust 7. vaginalis (Lehker and Alderete, 1992). VétSina anaerobnich bunék naproti tomu
dosahuje optimélniho rastu uz okolo 0.3-0.4 uM zZeleza v prostfedi (Diamond et al., 1978).

Vysoké nutri¢ni naroky anaerobnich prvokil na Zelezo patrné odrazeji nezbytnost tohoto
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kovu pro funkci Fe-S proteind, jako jsou feredoxiny nebo pyruvét:feredoxin
oxidoreduktdzy, které hraji klicovou roli v energetickém metabolismu této skupiny prvoki
(Miiller, 1992). Fe-S centra téchto proteint jsou v buiikdch trichomonad pravdépodobné
vytvafena podobnym mechanismem jako u ostatnich organismt. U 7. vaginalis byly
identifikovdny dva geny (TviscS-1 a TviscS-2) homologni s cysteindesulfurdzou IscS,
enzymem Ucastnicim se biosyntézy Fe-S center u bakterii a v mitochondriich
eukaryotickych bunék. Oba geny obsahuji N-terminalni vedouci sekvenci zodpovédnou za
nasmérovani nascentniho proteinu do hydrogenosomu (Tachezy et al., 2001).

Bunikky T. vaginalis i T. foetus jsou schopny vyuZivat jako zdroj Zeleza laktoferin
pfitomny ve vagindlnich sekretech (Peterson and Alderete, 1984; Tachezy et al., 1996).
Oba druhy trichomonad mohou také pfijimat a vyuzivat nizkomolekularni komplexy, jako
napt. Fe-NTA, Fe-citrdit nebo siran Zeleznato-amonny (Lehker and Alderete, 1992;
Tachezy et al., 1996). Rust T. vaginalis je stimulovdn také hemoglobinem, zatimco
transferin mnoZeni tohoto prvoka nepodporuje (Lehker et al., 1990). Naproti tomu buiiky
T. foetus jsou schopny transferinové Zelezo vyuzivat (Tachezy et al., 1996). Rozdilna
schopnost obou parazitli vyuzivat Zelezo z transferinu je patrné ddna odliSnou lokalizaci v
urogenitdlnim traktu hostitele. Zatimco 7. foetus napadd mimo jiné i d€lohu, kde je
prostiedi bohaté na transferin, buiiky 7. vaginalis parazituji pfedevSim v poSevnim
prostiedi, v némz se transferin nevyskytuje.

Trichomonddy piijimaji Zelezo z laktoferinu pomoci specifickych receptorti (Tachezy
et al., 1996; Grab et al., 2001). Struktura laktoferinovych receptorii nebyla doposud
uspokojive stanovena, pokusy o izolaci této molekuly pomoci afinitni chromatografie vSak
naznacuji, Ze se jednd o protein o relativni molekulové hmotnosti 155 kDa (Grab et al.,
2001). Experimenty s radioaktivné znaenym laktoferinem provedené v na$i laboratofi
vedly k zdvéru, Ze je laktoferin bunkami T.foetus endocytovdn a Zelezo se uvolfuje
intracelularné v endosomalnim kompartmentu, kde nizké pH oslabuje vazbu mezi timto
kovem a laktoferinem (Tachezy et al., 1996; Tachezy et al., 1998). Inhibitory okyseleni
endosomtt (NH4CI, chlorochin), které zvySuji pH téchto organel na hodnotu 6.0-6.4,
zpusobuji inhibici akumulace Zeleza z laktoferinu (Gregor et al., 1996). Nizka hodnota
této inhibice (20-30%) vSak ukazuje, Ze ke kompletnimu uvolnéni Zeleza z laktoferinu
uvnitt bunék trichomondd jsou pottebné jest¢ dalsi faktory. Experimenty in vitro
prokdzaly, Zze kromé nizkého pH je k odStépeni Zeleza z laktoferinu nezbytnd i1 pfitomnost
cheldtortt (Mazurier and Spik, 1980). Proto nelze vyloucit, Ze latky s vysokou chelata¢ni

aktivitou zprostiedkovavaji uvoliiovani Zeleza z tohoto proteinu také uvnitt lysosoml
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trichomonad. Po uvolnéni Zeleza z laktoferinu je tento protein bunkami 7. foetus
recyklovan (Tachezy et al., 1996). Proteolytické Stépeni laktoferinu, které vede k uvolnéni
Zeleza z laktoferinu u sav€ich bunck (Mikogami er al., 1994), nebylo u 7. foetus
pozorovano. Endocytézu laktoferinu a nésledné intracelularni uvolnéni Zeleza pozorovali
u bunék 7. foetus pomoci elektronové mikroskopie i dalsi autoii (Affonso et al., 1994;
Affonso et al., 1997). Odlisné vysledky publikovali Peterson a Alderete (1984) u T.
vaginalis, ktefi sledovali uvolfiovani Zeleza uz na povrchu bunky.

Zelezo z transferinu ziskavaji butiky 7. foetus pomoci mechanismu, ktery je nezavisly
na specifickych receptorech. Prvnim krokem tohoto mechanismu je extraceluldarni
uvolnéni Zeleza z transferinu v disledku nizkého pH prostiedi, které je trichomonadami
vytvéareno (Pindak et al., 1993; Tachezy et al., 1996) a vlivem extracelularni redukce
zprostiedkované NADH-zdavislou ferrireduktdzovou aktivitou nebo nizkomolekuldrnimi
redukénimi agens (Tachezy et al., 1998). Redukované Zelezo je poté transportovano do
cytoplazmy pomoci aktivniho mechanismu zalozeného pravdépodobné na specifickych
membranovych ptrenasecich (Tachezy et al., 1998). Pomoci membranovych pfenasecu je
patrné akumulovéno i Zelezo z nizkomolekuldrnich zdroji (Tachezy et al., 1998).

Mechanismus pifijmu hemového Zeleza z hemoglobinu, ktery jsou trichomonady
schopny vazat na svilij povrch, neni doposud zcela objasnén. Schopnost bun€k 7. vaginalis
vyuZzivat hemové Zelezo je pravdépodobné zdvisla na jejich hemolytické aktivité, ktera
vede k uvoliiovdani hemoglobinu z okolnich erytrocytii (Dailey et al., 1990). VétSina
autort se domnivd, Ze se jednd o lyzi zdvislou na pifimém kontaktu erytrocytl s
trichomonadami (Dailey et al., 1990; Fiori et al., 1997). Nékteré studie vSak naznacuji, Ze
k lyzi erytrocyti miiZe dochdzet i bez pfimého kontaktu bunék, napt. vlivem nizkého pH
vytvafeného v bezprostfednim okoli trichomonad (Pindak et al., 1993). Vedle vazby
hemového Zeleza byla u bunék 7. vaginalis pozorovana také specificka vazba a nasledna
internafizace celych erytrocyti (Lehker er al., 1990). Intracelulirni lyze je tedy
pravdépodobné dalS$i mozZnosti, jak mohou trichomonddy rozruSovat krvinky a uvolfiovat
hem véazany v téchto bunkach.

Diilezitym krokem v metabolismu Zeleza je jeho intraceluldrni transport. Protoze dosud
neni u trichomondd ani u jinych eukaryotickych bunék zndmo, jakym zptisobem je Zelezo
transportovano v cytosolu a jaké mechanismy se uplatiiuji pfi vstupu tohoto kovu do
bunécnych organel, zvolili jsme pro studium intracelularniho transportu Zeleza u 7. foetus
v na¥i laboratofi metodiku sledovani inkorporace Zeleza *Fe do molekul jednotlivych

subceluldrnich frakei pomoci nativni elektroforézy (Vyoral and Petrdk, 1996; Suchan et
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al., 2003). Pomoci této techniky jsme v cytoplazmé bunégk 7. foetus inkubovanych s *°Fe-
NTA identifikovali n¢kolik molekul obsahujicich Zelezo, z nichz nejvyraznéjsi byla
oznacena jako ,,.Band C* (Suchan et al., 2003). Dal§i vyznamnou sloZkou, kterd byla v
cytoplazmé detekovana, je labiln¢ vdzané intracelularni Zelezo- LIP (Vyoral et al., 1998;
Suchan et al., 2003) ptredstavované silnym difiznim prouzkem v cele elektroforézy.
Nésledna charakterizace této sloZky prokdzala, Ze se jednd o formu Zeleza chelatovatelnou
silnymi cheldtory, kterd je v bunice z v&tSi Casti vdzdna na smés molekul o relativni
molekulové hmotnosti 5-30 kDa. U trichomondd i dalS$ich anaerobnich prvokii zaujima
LIP vyrazné vétsi ¢ast z celkového mnozstvi Zeleza neZz u savcich bunék (Suchan et al.,
2003). Silné zastoupeni labilné vazaného Zeleza u prvoki mulzZe souviset s nepiitomnosti
feritinu a pouzivanim LIPu jako alternativni intracelularni zasobédrny Zeleza u této skupiny
organismu.

Jednou z hlavnich cilovych organel, do nichZz je Zelezo sméfovano, jsou
hydrogenosomy (Suchan et al., 2003). Hlavni funkci téchto organel, které se nachéazeji
pouze u trichomondd a nékolika dalSich anaerobnich mikroorganismii, je tvorba ATP za
anaerobnich podminek (Miiller, 1993). Metabolismu hydrogenosomt se tcastni tii zndmé
Fe-S proteiny: feredoxin pfendsejici elektrony, pyruvat:feredoxin oxidoreduktaza
zodpovédnd za oxidativni dekarboxylaci pyruvétu a hydrogendza, ktera katalyzuje syntézu
molekularniho vodiku. DileZitost hydrogenosomt pro metabolismus Zeleza u trichomonad
naznacuje 1 extrémné vysokd koncentrace Zeleza v téchto organeldch (4x vySSi nez
v cytosolu) méfend pomoci atomové absorpcni spektrofotometrie (Suchan et al., 2003).
Analyza inkorporace Zeleza do hydrogenosomu prokdzala, Ze Zelezo je v této organele
vazano nejméné deviti molekulami, z nichZ nejvyraznéjsi byla oznacena jako ,.band H-I*.
Sekvenace aminokyselin N-termindlniho konce tohoto proteinu prokdzala, Ze se jednd o
feredoxin (Suchan et al., 2003). Vysoka zastoupenost tohoto proteinu v hydrogenosomu
naznacuje, ze funkci feredoxinu nemusi byt pouze pienos elektront, ale Ze by se tento
protein mohl v hydrogenosomu uplatiovat 1 pii dalSich procesech, které souvisi s
metabolismem Zeleza, jako je napf. syntéza nebo uchovavani Fe-S center.

Rada autorti pozorovala vliv Zeleza v prostiedi na aktivitu hydrogenosomaélnich
enzymu a regulaci jejich exprese u 7. vaginalis (Peterson and Alderete, 1984; Gorell,
1985) i u T. foetus (Tachezy et al., 1996; Vanacova et al., 2001). Pti nedostatku Zeleza v
prostiedi dochdzi u obou druhli trichomondd ke sniZeni aktivity Fe-S proteind
pyruvat:feredoxin oxidoreduktdzy a hydrogendzy a sniZzeni hladiny Fe-S skupin

odpovidajicich feredoxinu, ale také ke snizeni aktivity enzymu maldtdehydrogendzy
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(dekarboxylujici), ktery Zelezo pro svou aktivitu nepotfebuje (Vanacova et al., 2001).
SniZeni aktivit uvedenych proteinli neni zpiisobeno pouze nedostatkem Zeleza pro tvorbu
Fe-S center, jak se ptuvodné ptedpoklddalo, ale spiSe celkovym sniZenim koncentrace
proteinti vlivem omezené transkripce mRNA koédujicich pifislusné bilkoviny (Vanicova et
al., 2001).

Drmota et al. (1996) ukdzali, Ze Zelezo ovliviiuje funkci hydrogenosomélnich bilkovin
i na posttranslacni drovni. Dvojmocné Zelezo se miiZe alternativné vazat na specifickou
sekvenci polypeptidového fetézce maldtdehydrogendzy (dekarboxylujici) a vést tim k
rozStépeni proteinu a ztrat¢ enzymatické aktivity. Ta je za normdélnich podminek
stabilizovdna vazbou kationti Mn** a Mg”* na stejné regulaéni misto.

Podle nékterych autorti (Arroyo et al., 1992; Tsai et al., 2002) Zelezo reguluje expresi
adhezinii na povrchu trichomondd. Tyto proteiny, oznacené jako AP65, AP51, AP33 a
AP23 jsou podle autort dulezitym faktorem virulence 7. vaginalis. Sekvenace genil
kédujicich tyto proteiny prekvapive ukédzala, Ze gen pro AP65 je homologni s genem
kédujicim hydrogenosomdlni maldtdehydrogendzu (dekarboxylujici) (Alderete et al.,
1995), zatimco AP33 je identicky s o- a AP51 s B- subjednotkou hydrogenosomdlni
sukcinat-CoA ligdzy (Alderete et al., 1998). Rapelli a kol. (1995) nezavisle identifikovali
sekretovany adhezin oznaCeny jako P65, jehoz sekvence byla také identickd s
hydrogenosomdlni malatdehydrogendzou (dekarboxylujici). Jiné studie zaloZené na
elektronmikroskopickém pozorovdni bunék trichomondd vSak prokdzaly ptitomnost
enzymu odpovidajicich adhezinim pouze uvnitt hydrogenosomit (Drmota et al., 1996;
Brugerolle et al., 2000). Porovnani enzymatické aktivity malatdehydrogendzy
(dekarboxylujici) ptisuzované sekretovanému P65 s aktivitou enzymu izolovaného z
hydrogenosomt ukdzalo dalsi nejasnosti tykajici se vyuZivani kofaktort (Addis et al.,
1997; Dolezal - diplomova prace, 2000). Zda se tedy, Ze geny kddujici skute¢né adheziny
bude tieba jesté identifikovat.

Podobné byla prokdzana i tloha Zeleza v regulaci exprese proteinii zodpovédnych za
adhezi na fibronektin (Crouch et al., 2001) a mucin (Lehker and Sweeney, 1999) a v
modulaci povrchové exprese a fosforylace antigenu P270 u kmenii 7. vaginalis nesoucich

dsRNA virus (Alderete, 1999).
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1.7.5. Améby

Entamoeba histolytica je jedinym zdstupcem améb, u néjz byl metabolismus Zeleza
studovan. Tento anaerobni prvok nemd hydrogenosomy ani mitochondrie, v jeho
energetickém metabolismu vSak piesto hraji dilezitou roli Fe-S proteiny (Weinbach et al.,
1976; Weinbach et al., 1980). Nutricni naroky E. histolytica na Zelezo by tedy mohly byt
dost vysoké, jak pivodné naznacovaly experimenty Latoura a Reevse (1965). Trofozoiti
tohoto prvoka vyZzadovaly pro dosazeni maximélniho ristu in vitro 44 uM koncentraci
Zeleza v prostiedi. Tyto vysledky vSak mohou byt zpochybnitelné, nebot’ v experimentech
nebyla pouzita axenicka kultura tohoto prvoka, ale kultura monoxenicka (E. histolytica
spolecné s Bacterioides symbiosus). Zajimavé vysledky pfinesly pozdé€jsi pokusy Smithe a
Meerovitche (1982) s axenickou kulturu améb, které vedly k zavéru, Ze E. hystolitica je
schopnd vyuzit z prostfedi béhem 48 hodin kultivace méné nez 2 uM zZeleza.

Améby jsou schopny vyuZzivat jako zdroj Zeleza nizkomolekuldrni komplexy (Latour
and Reeves, 1965; Smith and Meerovitch, 1982; Suchan et al., 2003) a pravdépodobné
také feritin (Diamond et al., 1978) a hemoglobin (Serrano-Luna et al., 1998). Reyes-
Lopez a kol. (2001) identifikovali na povrchu améb dva proteiny o relativni molekulové
hmotnosti 70 a 140 kDa, které mohou vazat lidsky transferin. Dale ukézali, Ze po navazani
transferinu na vazebné proteiny je komplex endocytovan do buiiky. Vazba transferinu na
povrch E. histolytica ani naslednd internalizace vSak nebyla potvrzena pomoci konfokdlni
ani elektronové mikroskopie (Batista et al., 2000). Pokusy se stimulaci riistu améb pomoci
Zeleza vazaného na transferin rovnéz ukdazaly, Ze Zelezo v této formé pravdépodobné neni
pro améby vyuZzitelné (Suchan et al., 2003). Pro objasnéni, zda je transferin vhodnym

zdrojem Zeleza pro améby, bude tedy nezbytné ziskat vice experimentalnich podkladi.

1.7.6. Giardie

Giardie patii také mezi anaerobni prvoky postradajici hydrogenosomy i mitochondrie, v
jejichZ energetickém metabolismu ptesto hraji dilezitou roli Fe-S proteiny (Miiller, 1992).
Fe-S centra jsou u giardii pravdépodobné skldddna podobnym zplisobem jako u ostatnich

eukaryotickych bunék. U G. intestinalis byl identifikovdn gen GiiscS, ktery je homologni
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s cysteindesulfurdzou IscS. Tento gen vSak neobsahuje N-termindlni vedouci sekvenci a k
biosyntéze Fe-S center tedy pravdépodobné dochdzi v cytoplazmé (Tachezy et al., 2001).
Pro ptijem Zeleza pouzivaji giardie nizkomolekularni komplexy, které jsou v travicim
traktu snadno dostupné. Naproti tomu transferin ani laktoferin nestimuluje rist tohoto
prvoka (Suchan et al., 2003). Laktoferin se navic siln¢ vaZe na povrch giardii a ptisobi tak
toxicky (Turchany et al., 1997). Vlastni mechanismy uplatiiujici se pii piijmu Zeleza u
giardii v§ak doposud nebyly objasnény. Sledovéni inkorporace Zeleza do bunck giardii
provadénd v nasi laboratofi prokdzala, Ze vyuZitelnost Zeleza z riznych zdroju je v piimé
souvislosti se schopnosti giardii inkorporovat tento prvek do slozky labilniho Zeleza
(Suchan et al., 2003). Vice informaci o metabolismu Zeleza u giardii vSak zatim neni k

dispozici.
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1.8. Vliv Zeleza na virulenci mikroorganismu

vvvvvv

mikroorganismt. V tadé studii bylo prokdzdno, Ze experimentdlni poddvini Zeleza
laboratornim zvifatim vede ke stimulaci virulence patogennich bakterii v nich
parazitujicich (napt. Clostridium perfringens, Pasteurella septica, Yersinia pestis, E. coli,
Salmonella typhimurium, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Listeria
monocytogenes, Bacillus anthracis, Staphylococcus aureus) (Finkelstein et al., 1983;
Weinberg, 1984). Srovnatelné vysledky byly ziskany i v experimentech s parazitickymi
prvoky. Intraperitonedlni a intramuskularni aplikace nizkomolekuldrnich komplext Zeleza
zvySovala infektivitu a mortalitu mysi infikovanych intraperitonealné 7. foetus (Kulda et
al., 1999). Parenterélni 1 alimentarni poddvéni Zeleza ve form¢é Fez+—glukonétu nebo citratu
Zelezito-amonného stimuluje invazivitu trofozoitl E. histolytica a tvorbu jaternich abscesi
u experimentdlng infikovanych kieckit (Diamond et al., 1978). Intraperitonedlni podavani
zeleza ve formé Fe®*- dextran zvySuje parazitémii 7. cruzi u myS$i (Pedrosa et al., 1993).
Intramuskularni aplikace tohoto komplexu stimuluje také infekci P. berghei u
experimentdlné nakazenych krys (Murray et al., 1975).

Rada autortl popisuje vztah mezi hladinou Zeleza v téle a zvy$enym rizikem infekce pro
lidského hostitele (Brock, 1994; Weinberg, 1995b). Napt. u muzi z afrického kmene Zulu
byla pozorovdna zvySend incidence amébidzy, kterd pravdépodobné souvisi s faktem, Ze
muzi z této skupiny trpi Casto sider6zou. Tato porucha je zfejmé zpisobena mistnim
zvykem piti piva, které obsahuje velké mnozstvi Zeleza uvolnéného z kovovych nadob
pouzivanych pii doméci vyrobé tohoto ndpoje (Diamond et al., 1978). Pro nomady v
Somadlsku je naproti tomu typickd sniZend hladina Zeleza v téle, kterd zaruCuje vyssi
odolnost tohoto etnika vici infekcim zpiisobenym patogennimi mikroorganismy. Naproti
tomu ordlni podavani zeleza ve formé¢ Fe,SO, vede k mnohondsobnému zvySeni poctu
infekci jako je brucel6za, malérie nebo tuberkuléza (Stockman, 1981). RovnéZ pacienti
trpici hemochromatézou jsou senzitivnéj$i k fadé infekci, jako jsou napt. ndkazy Vibrio
vulnificus, Yersinia enterocolitica a Pasteurella pseudotuberculosis (Brock, 1994). U
pacientli s AIDS, kterym byly pii profylaxi proti Pneumocystis carinii podavany léky v
kombinaci se Zelezem, byla také pozorovana vyssi mortalita neZ u pacienti, kterym Zelezo

podédvano nebylo (Salmon-Céron et al., 1995; Weinberg, 1996).
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Jak je patrné z predeslych udajt, virulence mikroorganismu je ovliviiovana dostupnosti
Zeleza v hostiteli. V piipad¢, kdy je Zelezo v hostiteli snadno dostupné, se mtiiZze projevit
patogenita organismu, které nejsou za normdlnich podminek vibec nebo jen slabé
virulentni. DtleZitou roli ve virulenci mikroorganismil hraji také mechanismy, které se
uplatiuji pfi odebirdni hostitelova zeleza. NejznaméjSim piikladem je vztah virulence
bakterii produkujicich siderofory (E. coli, Vibrio anguillarum, Vibrio cholerae, rody
Enterobacter, Shigella) a piitomnosti nékterych plasmidi, které obsahuji geny
zodpovédné za syntézu a transport sideroforti zvyhodiujicich patogeny v kompetici o
hostitelovo zelezo (Williams, 1979; Goldberg et al., 1991). U mikroorganismi
nesyntetizujicich siderofory byl vztah mezi virulenci a mechanismy, které se uplatiiuji pti
ziskdvani Zeleza, detailnéji studovdn u bunék parazitického prvoka 7. foetus
inokulovanych do bfisni dutiny mysi (Kulda et al., 1999). U mysi, které byly infikovany
siln¢ virulentnim kmenem Lub-1, se trichomonddy zafaly mnoZit bezprostfedné¢ po
inokulaci do bfisni dutiny a infekce méla smrtelny prabeh. Stejny pribéh infekce byl vSak
pozorovdn 1 u slabé virulentniho kmene KV1-V, pokud bylo mySim soucasné
intraperitonedlné nebo intramuskuldrn¢€ poddvano Zelezo. Studium schopnosti obou kment
ziskavat Zelezo z rtiznych zdroji ukézalo, Ze virulentni kmen Lub-1 je v porovnani s
kmenem KV1-V schopen ucinnéji akumulovat Zelezo z transferinu a nizkomolekularnich
zdrojl, zatimco akumulace Zeleza z laktoferinu je u obou kmeni srovnatelnd. To odpovida
jak pfirozené situaci v uteru dobytka, kde je transferin hlavnim zdrojem Zeleza, tak

experimentdln¢ navozenému piebytku Zeleza v mySim modelu.
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1.9. Zavér

Metabolismus Zeleza, ktery zahrnuje piijem tohoto kovu, jeho dal$i bunécné zpracovani
a s tim souvisejici regulacni mechanismy, je v soucasné dob¢ povazovan za jednu z
klicovych problematik v rdmci studia metabolismu buiiky. Je tomu zejména diky
zjisténim, kterd prokazaly zdsadni tlohu Zeleza v regulaci exprese proteinl souvisejicich
piimo s metabolismem tohoto kovu, ale také ulohu v regulaci Krebsova cyklu a nasledné i
celého energetického metabolismu bunky, a v neposledni fadé¢ v regulaci syntézy
nukleovych kyselin. Studium metabolismu Zeleza proSlo v posledni dobé velmi rychlym
vyvojem. Teprve nedavno se podafilo objasnit mechanismy ucastnici se transportu tohoto
kovu pfes cytoplazmatickou membranu, které dale osvétlily procesy uplatiujici se pfi
importu a exportu Zeleza z buiiky. Piesto vSak stdle jeSté existuje fada nezodpoveézénych
otazek, jako je napt. molekuldrni podstata intraceluldarntho mobilniho Zeleza a zptisob,
jakym probiha transport Zeleza v buiice. Také studium metabolismu Zeleza u parazitickych
prvokl je teprve na svém pocatku. Pravé proto vSak miiZe pfinést nové a zajimavé
informace. Jelikoz se jednd o evolu¢né staré organismy (trichomondady, giardie), mohli
bychom poznat piivodni mechanismy uplatiujici se pii piijmu Zeleza a jeho zpracovani.
Anaerobni prvoci jsou vhodnym modelem také diky extrémné vysokym nutricnim
naroklim na Zelezo a velkému mnoZstvi labiln¢ vazaného Zeleza v buiice. Zajem si urcité
zaslouzi i studium vlivu Zeleza na biogenezi a funkci hydrogenosomt, organel, které
obsahujici fadu Fe-S proteinti. Diky unikdtnim vlastnostem metabolismu anaerobnich
prvoku Ize pfedpoklddat, Ze by nalezeni rozdilu v metabolismu Zeleza téchto organismi a
jejich hostitelt (zejména Elovéka) mohlo pfispét k vyvoji novych 1éCiv proti chorobam,

zpusobenym témito patogeny.

61



1.Uvod 1.10.Literatura

1.10. Literatura

Aboud, S. and Haile, D.J. 2000. A novel mammalian iron-regulated protein involved in intracellular iron
metabolism. J.Biol. Chem. 275, 19906-19912

Abraham, N.G., Levere, R.D., and Lutton, J.D. 1991. Eclectic mechanism of heme regulation of
hematopoiesis. Int.J.Cell Cloning 9, 185-210

Adamec, J., Rusnak, F., Owen, W.G., Naylor, S., Benson, L.M., Gacy, A.M., and Isaya, G. 2000. Iron-
dependent self-assembly of recombinant yeast frataxin: implications for Friedreich ataxia.
Am.J.Hum.Genet. 67, 549-562

Adams, M.L., Ostapiuk, I., and Grasso, J.A. 1989 The effect of inhibition of heme synthesis on the
intracellular localization of iron in rat reticulocytes. Biochim.Biophys.Acta 1012, 243-253

Adams, T.J., Vartivarian, S., and Cowart, R.E. 1990. Iron acquisition systems of Listeria monocytogenes.
Infect.Immun. 58, 2715-2718

Addis, M.F., Rappelli, P., Cappuccinelli, P., and Fiori, P.L. 1997. Extracellular release by Trichomonas
vaginalis of a NADP" dependent malic enzyme involved in pathogenicity. Microb.Pathog. 23, 55-
61

Adinolfi, S., Trifuoggi, M., Politou, A.S., Martin, S., and Pastore, A. 2002. A structural approach to
understanding the iron-binding properties of phylogenetically different frataxins. Hum.Mol.Genet.
11, 1865-1877

Affonso, A.L., Benchimol, M., Ribeiro, K.C., Lins, U., and de Souza, W. 1994. Further studies on the
endocytic activity of Tritrichomonas foetus. Parasitol.Res. 80, 403-413

Affonso, A.L., de Almeida, J.C., and Benchimol, M. 1997. Partial characterization of cytoplasmic
compartments involved in the endocytic process of Tritrichomonas foetus. Eur.J.Cell.Biol. 72,
247-256

Agar, J.N., Krebs, C., Frazzon, J., Huynh, B.H., Dean, D.R., and Johnson, M.K. 2000. IscU as a scaffold for
iron-sulfur cluster biosynthesis: sequential assembly of [2Fe-2S] and [4Fe-4S] clusters in IscU.
Biochemistry 39, 7856-7862

Aisen, P., Aasa, R., Malmstrom, B.G., and Vinngard, T. 1967. Bicarbonate and the binding of iron to
transferrin. J.Biol. Chem. 242, 2484-2490

Aisen, P. and Leibman, A. 1972. Lactoferrin and transferrin: a comparative study. Biochim.Biophys.Acta
257, 314-323

Aisen, P. 1984. Transferrin metabolism and the liver. Seminars in liver disease 4, 193-206
Alderete, J.F., O"Brien, J.L., Arroyo, R., Enbring, J.A., Musatovova, O., Lopez, O., Lauriano, C., and
Nguyen, J. 1995. Cloning and molecular characterization of two genes encoding adhesion

proteins involved in Trichomonas vaginalis cytoadherence. Mol Microbiol. 17, 69-83

Alderete, J.F., Enbring, J.A., Lauriano, C.M., and O’Brien, J.L. 1998. Only two of the Trichomonas
vaginalis triplet AP51 adhesins are regulated by iron. Microb.Pathog. 24, 1-16

Alderete, J.F. 1999. Iron modulates phenotypic variation and phosphorylation of P270 in double-stranded
RNA virus-infected Trichomonas vaginalis. Infect.Immun. 67, 4298-4302

62



1.Uvod 1.10.Literatura

Alemany, R., Vila, M.R., Franci, C., Egea, G., Real, F.X., and Thomson, T.M. 1993. Glycosyl
phosphatydylinositol =~ membrane  anchoring  of  melanotansferrin  (p97):  apical
compartmentalization in intestinal epithelial cells. J.Cell.Sci. 104, 1155-1162

Anderson, G.J., Frazer, D.M., Wilkins, S.J., Becker, E.M., Millard, K.N., Murphy, T.L., McKie, A.T., and
Vulpe, C.D. 2002. Relationship between intestinal iron-transporter expression, hepatic hepcidin
levels and the control of iron absorption. Biochem.Soc.Trans. 30, 724-726

Andrews, S.C., Findlay, J.B., Guest, J.R., Harrison, P.M., Keen, J.N., and Smith, J.M. 1991. Physical,
chemical and immunological properties of the bacterioferritins of Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, and Azotobacter vinelandii. Biochim.Biophys.Acta 1078, 111-116

Arroyo, R., Enbring, J., and Alderete, J.F. 1992. Molecular basis of host epithelial cell recognition by
Trichomonas vaginalis. Mol. Microbiol. 6, 853-862

Askwith, C., Eide, D., Van Ho, A., Bernard, P.S., Li, L., Davis-Kaplan, S., Sipe, D.M., and Kaplan, J. 1994.
The FET3 gene of S. cerevisiae encodes a multicopper oxidase required for ferrous iron uptake.
Cell 76, 403-410

Askwith, C., and Kaplan, J. 1997. An oxidase-permease-based iron transport in Schizosaccharomyces
pombae and its expression in Saccharomyces cerevisiae. J.Biol. Chem. 272, 401-405

Baba, A., May, M.E., and Fish, W.W. (1977). The properties of Corbicula sandai apoferritin.
Biochim.Biophys.Acta 491, 491-496

Babcock, M., de Silva, D., Oaks, R., Davis-Kaplan, S., Jiralerspong, S., Montermini, L., Pandolfo, M., and
Kaplan, J. 1997. Regulation of mitochondrial iron accumulation by Yfhl, a putative homolog of

frataxin. Science 276, 1709-1712

Batey, R.G., Fong, P.L.C., Shamir, S., and Sherlock, S. 1980. A non-transferrin-bound serum iron in
idiopathic hemochromatosis. Digestive Diseases and Sciences 25, 340-346

Batista, E.J., de Menezes Feitosa, L.F., and de Souza, W. 2000. The endocytic pathway in Entamoeba
histolytica. Parasitol.Res. 86, 881-890

Bezkorovainy, A. and Solberg, L. 1993. Ferrous iron uptake by Bifidobacterium breve. Biol.Trace Elem.Res.
20, 251-267

Bitter, W., Gerritis, H., Kieft, R., and Borst, P. 1998. The role of transferrin-receptor variation in the host
range Trypanosoma brucei. Nature 391, 499-502

Blackburn, G.W. and Morgan, E.-H. 1977. Factors affecting iron and transferrin release from rabbit
reticulocyte ghosts to cytosol. Biochim.Biophys.Acta 497, 728-744

Bohnke, R. and Mazantke, B.F. 1995. The mobile ferrous pool in Escherichia coli is bound to a
phosphorylated sugar derivative. Biometals 8, 223-230

Borges, V.M., Vannier-Santos, M.A., and de Souza, W. 1998. Subverted transferrin trafficking in
Leishmania-infected macrophages. Parasitol.Res. 84, 811-822

Borst, P. 1991. Transferrin receptors, antigenic variation and the prospect of trypanosome vaccine. Trends in
Genetics 7, 307-309

Borst, P., Rudenko, G., Taylor, M.C., Blundell, P.A., Van Leeuwen, F., Bitter, W., Cross, M., and
McCulloch, R. 1996. Antigenic variation in trypanosomes. Arch.Med.Res. 27, 379-388

Bothwell, T.H., Charlton, R.-W., Cook, J.D., and Finch, C.A. 1979. Metabolism of Iron in Human Body. In:
Bothwell, T.H. editor, Iron Metabolism in man, pp. 1-576. Oxford, Blackwell

63



1.Uvod 1.10.Literatura

Breidbach, T., Scory, S., Krauth-Siegel, R.L., and Steverding, D. 2002. Growth inhibition of bloodstream
forms of Trypanosoma brucei by the iron chelator deferoxamine. Int.J. Parasitol. 32, 473-479

Brian, W.J., Mauchline, W.S., Dennis, P.J., and Keevil, C.W. 1997. A study of iron acquisition mechanism
of Legionella pneumophila grown in chemostat culture. Curr.Microbiol. 34, 238-243

Britigan, B.E., Lewis, T.S., McCornick., M.L., and Wilson, M.E. 1998. Evidence for the existence of a
surface receptor for ferriclactoferrin and ferrictransferrin associated with the plasma membrane of
the protozoan parasite Leishmania donovani. Adv.Exp.Med.Biol. 443, 135-140

Brock, J.H. 1994. Tron in infection, immunity, inflamation and neoplasia. In: Brock, J. H., Halliday, J. V.,
Pippard, M. J., and Powel, L. editors, Iron Metabolism in Health and Disease, pp. 353-389.
London, W. B. Saunders Company

Brown, J.P., Hewick, R.M., Hellstrom, I., Hellstrom, K.E., Doolitle, R.F., and Dreyer, W.J. 1982. Human
melanoma-associated antigen p97 is structurally and functionally related to transferrin. Nature
296, 171-173

Brugerolle, G., Bricheux, G., and Coffe, G. 2000. Immunolocalization of two hydrogenosomal enzymes of
Trichomonas vaginalis. Parasitol.Res. 86, 30-35

Bullen, J.J. 1981. The significance of iron in infection. Reviews of Infectious Diseases 3, 1127-1138

Camakaris, J., Voskoboinik, I., and Mercer, J.F. 1999. Molecular mechanism of copper homeostasis.
Biochem.Biophys.Res. Commun. 261, 225-232

Camaschella, C., Roetto, A., Cali, A., De Gobbi, M., Garozzo, G., Carella, M., Majorano, N., Totaro, A.,
and Gasparini, P. 2000. The gene TFR2 is mutated in a new type of haemochromatosis mapping
to 7q22. Nat.Genet. 25, 14 -15

Campuzano, V., Montermini, L., Molto, M.D., Pianese, L., Cossee, M., Cavalcanti, F., Monros, E., Rodius,
F., Duclos, F., and Monticelli, A. 1996. Friedreich’s ataxia: autosomal recessive disease caused
by an intronic GAA triplet repeat expansion. Science 271, 1423-1427

Campuzano, V., Montermini, L., Lutz, Y., Cova, L., Hindelang, C., Jiralerspong, S., Trottier, Y., Kish, S.J.,
Faucheux, B., and Trouillas, P. 1997. Frataxin is reduced in Friedreich ataxia patients and is
associated with mitochondrial membranes. Hum.Mol.Genet. 6, 1771-1780

Cannone-Hergaux, F., Gruenheid, S., Ponka, P., and Gros, P. 1999. Cellular and subcellular localization of

the Nramp?2 iron transporter in the intestinal brush border and regulation by dietary iron. Blood
12, 4406-4417

Cellier, M., Prive, G., Belouchi, A., Kwan, T., Rodrigues, V., Chia, W., and Gros, P. 1995. Nramp defines a
family of membrane proteins. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 92, 10089-10093

Coppens, 1., Opperdoes, F.R., Courtoy, P.J., and Baudhin, P. 1987. Receptor-mediated endocytosis in the
bloodstream form of Trypanosoma brucei. J.Protozool. 34, 465-473

Cornelissen, C.N., Biswas, G.D., Tsai, J., Paruchuri, D.K., Thompson, S.A., and Sparling, P.F. 1992.
Gonococcal transferrin-binding protein 1 is required for transferrin utilization and is homologous
to TonB-dependent outer membrane receptors. J.Bacteriol. 174, 5788-5797

Corsi, B., Cozzi, A., Arosio, P., Drysdale, J., Santambrogio, P., Campanella, A., Biasiotto, G., Albertini, A.,

and Levi, S. 2002. Human mitochondrial ferritin expressed in HeLa cells incorporates iron and
affects cellular iron metabolism. J.Biol. Chem. 277, 22430-22437

64



1.Uvod 1.10.Literatura

Cox, T.C., Bawden, M.J., Martin, A., and May, B.K. 1991. Human erythroid 5-aminolevulinate synthase:
promoter analysis and identification of an iron-responsive element in the mRNA. EMBO J. 10,
1891-1902

Crichton, R. 1990. Proteins of iron transport and storage. Adv.Prot.Chem. 40, 281-363

Crichton, R.R. 1991a. Solution chemistry of iron in biological media. In: Burgess, J. editor, Inorganic
Biochemistry of Iron Metabolism, pp. 13-28. Ellis Horwood series in inorganic chemistry, New
York, Ellis Horwood

Crichton, R.R. 1991b. The importance of iron for biological systems. In: Burgess, J. editor, Inorganic
Biochemistry of Iron Metabolism, pp. 29-58. Ellis Horwood series in inorganic chemistry, New
York, Ellis Horwood

Crichton, R.R. 1991c. Microbial iron uptake and intracellular release. In: Burgess, J. editor, Inorganic
Biochemistry of Iron Metabolism, pp. 59-76. Ellis Horwood series in inorganic chemistry, New
York, Ellis Horwood

Crosa, J.H. 1989. Genetics and molecular biology of siderophore-mediated iron transport in bacteria.
Microbial.Rev. 53, 517-530

Crosa, J.H. 1997. Signal transduction and transcriptional and posttranscriptional control of iron-regulated
genes in bacteria. Microbiology and Molecular Biology Reviews 61, 319-336

Crouch, M.L., Benchimol, M., and Alderete, J.F. 2001. Binding of fibronectin by Trichomonas vaginalis is
influenced by iron and calcium. Microb.Pathog. 31, 131-144

Cupp-Vickery, J.R and Vickery, L.E. 2000. Crystal structure of Hsc20, a J-type co-chaperone from
Escherichia coli. J.Mol.Biol. 304, 835-845

Dailey, D.C, Chang, T.H., and Alderete, J.F. 1990. Characterization of Trichomonas vaginalis haemolysis.
Parasitology 101 Pt 2, 171-175

Dancis, A., Klausner, R.D., Hinnebusch, A.G., and Barriocanal, J.G. 1990. Genetic evidence that ferric
reductase is required for iron uptake in Saccharomyces cerevisiae. Mol.Cell.Biol. 10, 2294-2301

da Silva, D.M., Askwith, C.C., and Kaplan, J. 1996. Molecular mechanisms of iron uptake in eukaryotes.
Physiol.Rev. 76, 31-47

de Capurro, M., Iughetti, P., Ribolla, P.E., and de Bianchi, A.G. 1996. Musca domestica hemolymph ferritin.
Arch.Insect.Biochem.Physiol. 32, 197-207

Desai, P. J., Nzeribe, N., and Genco, C. A. 1995. Binding and accumulation of hemin in Neisseria
gonorrhae. Infect.Immun. 63, 4634-4641

Devalia, V., Carter, K., Walker, A.P., Perkins, S.J., Worwood, M., May, A., and Dooley, J.S. 2002.
Autosomal dominant reticuloendothelial iron overload associated with a 3-base pair deletion in

the ferroportin 1 gene (SLC11A3). Blood 100, 695-697

Dhe-Paganon, S., Shigeta, R., Chi, Y.I., Ristow, M., and Shoelson, S.E. 2000. Crystal structure of human
frataxin. J.Biol.Chem. 275, 30753-30756

Diamond, L.S., Harlow, D.R., Phillips, B.P., and Keister, D.B. 1978. Entamoeba histolytica: iron and
nutritional immunity. Arch.Invest.Med. (Mex.) 9, 329-338

Dix, D., Bridgham, J., Broderius, M., and Eide, D. 1997. Characterization if the FET4 protein of yeast-
evidence for a direct role in the transport of iron. J.Biol.Chem. 272, 11770-11777

65



1.Uvod 1.10.Literatura

Donovan, A., Brownlie, A., Zhou, Y., Shepard, J., Pratt, S.J., Moynihan, J., Paw, B.H., Drejer, A., Barut, B.,
Zapata, A., Law, T.C., Brugnara, C., Lux, S.E., Pinkus, G.S., Pinkus, J.L., Kingsley, P.D., Palis,
J., Fleming, M.D., Andrews, N.C., and Zon, L.I. 2000. Positional cloning of zebrafish ferroportin
1 identifies a conserved vertebrate iron exporter. Nature 403, 776-781

Dormeyer, M., Schoneck, R., Dittmar, G.A., and Krauth-Siegel, R.L. 1997. Cloning, sequencing and
expression of ribonucleotide reductase R2 from Trypanosoma brucei. FEBS Lett. 414, 449-453

Drmota, T., Proost, P., Van Ranst, M., Weyda, F., Kulda, J., and Tachezy, J. 1996. [ron-ascorbate cleaveable
malic enzyme from hydrogenosomes of Trichomonas vaginalis: purification and characterization.
Mol.Biochem.Parasitol. 83, 221-234

Dupic, F., Fruchon, S., Bensaid, M., Loreal, O., Brissot, P., Borot, N., Roth, M.P., and Coppin, H. 2002.
Duodenal mRNA expression of iron related genes in response to iron loading and iron deficiency
in four strains of mice. Gut 51, 648-653

Dyer, D.W., West, E.P., and Sparling, P.F. 1987. Effects of serum carrier proteins on the growth of
pathogenic Neisseria with haem-bound iron. Infect.Immun. 85, 2171-2175

Egyed, A. 1988. Carrier mediated iron transport throught erythroid cell membrane. Br.J.Haematol. 68, 483-
486

Eide, D., Broderius, M., Fett, J., and Guerinot, M.L. 1996. A novel iron-regulated metal transporter from
plants identified by functional expression in yeast. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 93, 5624-5628

Ellis, K.E.S., Clough, B., Saldanha, JJW. and Wilson, RJ.M. 2001. NifS and SufS in malaria.
Mol.Microbiol. 41, 973-981

Evans, S.L., Arceneaux, J.E.L., Martin, M.E., and Aranha, H. 1986. Ferrous iron transport in Streptococcus
mutans. J.Bacteriol. 168, 1096-1099

Evans, D.J., Evans, D.J. Jr., Lampert, H.C., and Nakano, H. 1995. Identification of four new prokaryotic
bacterioferritins, from Helicobacter pylori, Anabaena variabilis, Bacillus subtilis and Treponema
pallidum by analysis of gene sequences. Gene 153, 123-127

Fairlamb, A.H. and Bowman, I.B.R. 1977. The isolation and characterization of particulate sn-glycerol-3-
phosphate oxidase from Trypanosoma brucei. Int.J.Biochem. 8, 659-668

Fast, B., Kremp, K, Boshart, M., and Steverding, D. 1999. Iron-dependent regulation of transferrin receptor
expression in Trypanosoma brucei. Biochem.J. 342, 691-696

Feder, J. N., Gnirke, A., Thomas, W., Tsuchihashi, Z., Ruddy, D.A., Basava, A., Dormishian, F., Domingo,
R. Jr., Ellis, M.C., Fullan, A., Hinton, L.M., Jones, N.L., Kimmel, B.E., Kronmal, G.S., Lauer, P.,
Lee, V.K., Loeb, D.B., Mapa, F.A., McClelland, E., Meyer, N.C., Mintier, G.A., Moeller, N.,
Moore, T., Morikang, E., and Wolff, R.K. 1996. A novel MHC class I-like gene is mutated in
patiens with hereditary haemochromatosis. Nat.Genet. 13, 399-408

Feder, J. N., Tsuchihashi, Z., Irrinki, A., Lee, V.K., Mapa, F.A., Morikang, E., Prass, C.E., Starnes, S.M.,
Wolff, R.K., Parkkila, S., Sly, W.S., and Schatzman, R.C. 1997. The hemochromatosis founder
mutation in HLA-I distrupts beta2-microglobulin interaction and cell surface expression.
J.Biol.Chem. 272, 14025-14028

Feder, J. N., Penny, D.M., Irrinki, A., Lee, V.K., Lebron, J.A., Watson, N., Tsuchihashi, Z., Sigal, E.,
Bjorkman, P.J., and Schatzman, R.C. 1998. The hemochromatosis gene product complexes with
the transferrin receptor and lowers its affinity for ligand binding. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 95,
1472-1477

Fenchel, T. and Finlay, B.J. 1994. The evolution of live without oxygen. American Scientist 82, 22-29

66



1.Uvod 1.10.Literatura

Finkelstein, R.A., Sciortino, C.V., and Mclntosh, M.A. 1983. Role of iron in microbe-host interactions.
Reviews of Infectious Diseases 5, 759-777

Fiori, P.L., Rappelli, P., Addis, M.P., Mannu, F., and Cappuccinelli, P. 1997. Contact- dependent disruption
of the host cell membrane skeleton induced by Trichomonas vaginalis. Infect.Immun. 65, 5142-
5148

Fleming, M.D., Trenor, C.C., Su, M.A., Foernzler, D., Beier, D.R., Dietrich, W.F., and Andrews, N.C. 1997.
Microcytic anaemia mice have a mutation in Nramp2, a candidate iron transporter gene.
Nat.Genet. 16, 383-386

Fleming, M.D., Romano, M.A., Su, M.A., Garrick, L.M., Garrick, M.D., and Andrews, M.C. 1998. Nramp2
is mutated in the anemic Belgrade (b) rat: evidence of a role for Nramp2 in endosomal iron
transport. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 95, 1148-1153

Fleming, R.E., Migas, M.C., Holden, C.C., Waheed, A., Britton, R.S., Tomat, S., Bacon, B.R., and Sly, W.S.
2000. Transferrin receptor 2: continued expression in mouse liver, the face of iron overload and in
hereditary hemochromatosis. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 97,2214-2219

Fleming, R.E. and Sly, W.S. 2002. Mechanisms of iron accumulation in hereditary hemochromatosis.
Annu.Rev.Physiol. 64, 663-680

Food, M.R., Rothensberger, S., Gabathuler, R., Haidl, I.D., Reid, G., and Jefferies, W.A. 1994. Transport
and expression in human melanomas of a transferrin-like glycosylphosphatidylinositol-anchored
protein. J.Biol. Chem. 269, 3034-3040

Francis Jr., R.T., Booth, J.W., and Becker, R.R. 1984. Uptake of iron from hemoglobin and the haptoglobin-
hemoglobin complex by hemolytic bacteria. Int.J.Biochem. 17, 767-773

Frazer, D.M., Vulpe, C. D., McKie, A.T., Wilkins, S.J., Trinder, D., Cleghorn, G.J., and Anderson, G.J.
2001. Cloning and gastrointestinal expression of rat hephaestin: relationship to other iron proteins.
Am.J.Physiol.Gastrointest.Liver.Physiol. 281, G931-939

Frazer, D.M., Wilkins, S.J., Becker, E.M., Vulpe, C. D., McKie, A.T., Trinder, D., and Anderson, G.J. 2002.
Hepcidin expression inversely correlates with the expression of duodenal iron transporters and

iron absorption in rats. Gastroenterology 123, 835-844

Frazzon, J. and Dean, D.R. 2001. Feedback regulation of iron-sulfur -cluster biosynthesis.
Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 98, 14751-14753

Frieden, E. 1968. The biochemistry of copper. Sci.Am. 218, 103-114

Fritsch, G., Treumer, J., Spira, D.T., and Jung, A. 1985. Plasmodium vinckei: suppression of mouse
infection with desferrioxamine B. Exp. Parasitol. 60, 171-174

Frolow, F., Kalb, A. J., and Yariv, J. 1994. Structure of a unique twofold symmetric haem-binding site.
Nat.Struct.Biol. 1, 453-460

Fry, M. 1989. Diferric transferrin reductase in Plasmodium falciparum-infected erythrocytes.
Biochem.Biophys.Res. Commun. 158, 469-473

Fuchs, O., Borov4, J., Hradilek, A., and Neuwirt, J. 1988. Non-transferrin donors of iron for heme synthesis
in immature erythroid cells. Biochim.Biophys.Acta 969, 158-166

Gabay, T. and Ginsburg, H. 1993. Hemoglobin denaturation and iron release in acidified red blood cell

lysate- a possible source of iron for inreaerythrocytic malaria parasites. Exp.Parasitol. 77, 261-
272

67



1.Uvod 1.10.Literatura

Gabay, T., Krugliak, M., Shalmiev, G., and Ginsburg, H. 1993. Inhibition by anti-malarial drugs of
haemoglobin denaturation and iron release in acidified red blood cell lysates- a possible
mechanism of their anti-malarial effect? Parasitology 108, 371-381

Gakh, O., Adamec, J., Gacy, A.M., Twesten, R.D., Owen, W.G., and Isaya, G. 2002. Physical evidence that
yeast frataxin is an iron storage protein. Biochemistry 41, 6798-6804

Galbraith, R.A. and McElrath, M.J. 1988. Heme binding to Leishmania mexicana amazonensis.
Mol.Biochem.Parasitol. 29, 54

Garrick, L.M., Gniecko, K., Liu, Y., Cohan, D.S., Grasso, J.A., and Garrick, M.D. 1993. Iron distribution in
Belgrade rat reticulocytes after inhibition of heme synthesis with succinylacetone. Blood 81,
3414-3421

Georgatsou, E. and Alexandraki, D. 1994. Two distinctly regulated genes are required for ferric reduction,
the first step of iron uptake in Saccharomyces cerevisiae. Mol.Cell.Biol. 14, 3065-3073

Gerlach, G.F., Klashinsky, S., Anderson, C., Potter, A.A., and Willson, P.J. 1992. Characterization of two
genes encoding distinct transferrin-binding proteins in different Actinobacillus pleuropneumoniae
isolates. Infect.Immun. 60, 3253-3261

Gerrits, H., Mussmann, R., Bitter, W., Kieft, R., and Borst, P. 2002. The physiological significance of
transferrin receptor variations in Trypanosoma brucei. Mol.Biochem.Parasitol. 119, 237-247

Goldberg, M.B., Boyko, S.A., and Calderwood, S.B. 1991. Positive transcriptional regulation of an iron-
regulated virulence gene in Vibrio cholerae. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 88, 1125-1129

Gorrell, T.E. 1985. Effect of culture medium iron content on the biochemical composition and metabolism
of Trichomonas vaginalis. J.Bacteriol. 161, 1228-1230

Grab, D.J., Wells, C.W., Shaw, M.K., Webster, P., and Russo, D.C. 1992. Endocytosed transferrin in
African trypanosomes is delivered to lysosomes and may not be recycled. Eur.J.Cell.Biol. 59,
398-404

Grab, D.J., Lonsdale-Eccles, J.D., Oli, M.W., and Corbeil, L.B. 2001. Lactoferrin-binding proteins of
Tritrichomonas foetus. J.Parasitol. 87, 1064-1070

Gray-Owen, S.D., Loosmore, S., and Schryvers, A.B. 1995. Identification and characterization of genes
encoding the human transferrin-binding proteins from Haemophilus influenzae. Infect.Immun. 63,
1201-1210

Gregor, M., Tachezy J., and Slavik, J. 1996. The effect of lysosomal pH on lactoferrin-dependent iron
uptake in Tritrichomonas foetus. In: Slavik, J. editor. Fluorescent Probes and Fluorescent
Microscopy, pp. 95-99. New York, Plenum

Grootveld, M., Bell, ].D., Halliwell, B., Aruoma, O.1., Bomford., A., and Sadler, P.J. 1989. Non-transferrin-
bound iron in plasma or serum from patients with idiopathic hemochromatosis. J.Biol. Chem. 264,
4417-4422

Gruenheid, S., Cellier, M., Vidal., S., and Gros, P. 1995. Identification and characterization of a second
mouse Nramp gene. Genomics 25, 514-525

Gruenheid, S. Canonne-Hergaux, F., Gauthier, S., Hackam, D.J., Grinstein, S., and Gros, P. 1999. The iron
transport protein NRAMP?2 is an integral membrane glycoprotein that colocalizes with transferrin
in recycling endosomes. J.Exp.Med. 189, 831-841

Gunshin, H., Mackenzie, B., Berger, U.V., Gunshin, Y, Romero, M.F., Boron, W.F., Nussberger, S., Gollan,

J.L., and Hediger, M.A. 1997. Cloning and characterization of a mammalian proton-coupled
metal-ion transporter. Nature 388, 482-488

68



1.Uvod 1.10.Literatura

Gunshin, H., Allerson, C.R., Polycarpou-Schwarz, M., Rolfs, A., Rogers, J.T., Kishi, F., Hentze, M.W_,
Rouault, T.A., Andrews, N.C., and Hediger, M.A. 2001. Iron-dependent regulation of the divalent
metal ion transporter. FEBS Lett. 509, 309-316

Gutierrez, J.A., Yu, J., Rivera, S., and Wessling-Resnick, M. 1997. Functional expression, cloning and
characterization of SFT, a stimulator of Fe transport. J.Cell.Biol. 139, 895-905

Gutierrez, J.A., Yu, J., and Wessling-Resnick, M. 1998. Characterization and chromosomal mapping of the
human gene for SFT, a stimulator of Fe transport. Biochem.Biophys.Res.Commun. 253, 739—42

Gutteridge, J. M., Rowley, D.A., Griffiths, E., and Halliwell, B. 1985. Low-molecular-weight iron

complexes and oxygen radical reactions in idiopathic haemochromatosis. Clin.Sci.(Lond). 68,
463-467

Hagiya, M., Francavilla, A., Polimeno, L., Ihara, I., Sakai, H., Seki, T., Shimonishi, M., Porter, K.A., and
Starzl, T.E. 1994. Cloning and sequence analysis of the rat augmenter of liver regeneration (ALR)

gene: expression of biologically active recombinant ALR and demonstration of tissue distribution.
Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 91, 8142-8146

Haile, D.J., Rouault, T.A., Tang, C.K., Chin, J., Harford, J.B., and Klausner, R.D. 1992. Reciprocal control
of RNA-binding and aconitase activity in the regulation of the iron-responsive element binding
protein: role of the iron-sulfur cluster. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 89, 7536-7540

Haldar, K., Henderson, C.L., and Cross, G.A.M. 1986. Identification of the parasite transferrin receptor of
Plasmodium falciparum-infected erythrocytes and its acylation via 1,2-diacyl-sn-glycerol.
Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 83, 8565-8569

Han, O., Failla., M.J., Hill, A.D., Morris, E.R., and Smith, J.C. 1995. Reduction of Fe(Ill) is required for
uptake of nonheme iron by Caco-2 cells. J.Nutr. 125, 1291-1299

Hantke, K. 1984. Cloning of the repressor protein gene of iron regulated system in E. coli K-12.
Mol.Gen.Genet. 197, 337-341

Harding, A.E. 1981. Friedreich’s ataxia: a clinical and genetic study of 90 families with an analysis of early
diagnostic criteria and intrafamilial clustering of clinical features. Brain 104, 589-620

Harris, D.C. and Aisen, P. 1989. Physical biochemistry of the transferrins. In: Loehr, T. M. editor, Iron
Carriers and Iron Proteins, pp. 239-351. Physical Bionorganic Chemistry Series, New York, VCH
Publishers

Harris, Z.L., Durley, A.P., Man, T.K., and Gitlin, J.D. 1999. Targeted gene disruption reveals an essencial
role for ceruloplasmin in cellular iron efflux. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 96, 10812-10817

Hasan, A.A., Holland, J., Smith, A., and Williams, P. 1997. Elementar iron does repress transferrin,
haemopexin and haemoglobin receptor expression in Haemophilus influenzae. FEMS

Microbiol.Lett. 150, 19-26

Hayashi, A., Wada, Y., Suzuki, T., and Shimizu, A. 1993. Studies on familial hypotransferrinemia: unique
clinical course and molecular pathology. Am.J.Hum.Genet. 53, 201-213

Hazell, T. 1985. Minerals in foods: dietary sources, chemical forms, interactions, bioavailability. World
Rev.Nutr.Diet. 46, 1-123

Henderson, D.P. and Payne, S.M. 1993. Cloning and characterization of the Vibrio cholerae genes encoding
the utilization of iron from haemin and haemoglobin. Mol.Microbiol. 7, 461-469

Henle, E.S., Luo, Y., Gassmann, W., and Linn, S. 1996. Oxidative damage to DNA constituents by iron-
mediated fenton reactions. The deoxyguanosine family. J.Biol. Chem. 271, 21177-21186

69



1.Uvod 1.10.Literatura

Hentze, M.W., Caughman, S.W., Roualt, T.A., Barriocanal, J.G., Dancis, A., Harford, J.B., and Klausner,
R.D. 1987. Identification of the iron-responsive element for the translational regulation of human
ferritin mRNA. Science 238, 1570-1572

Hershko, C., Graham, G., Bates, G.W., and Rachmilewitz, E.A.1978. Non-specific serum iron in
thalassemia:an abnormal serum iron fraction of potencial toxicity. Br.J.Haematol. 40, 255-263

Hershko, C. and Peto, T.E. 1987. Non-transferrin plasma iron. Br.J. Haematol. 66, 149-151

Hirt, R.P., Healy, B., Vossbrink, C.R., Canning, E.U., and Embley, T.M. 1997. A mitochondrial Hsp70
orthologue in Vairimorpha necatrix: molecular evidence that microsporidia once contained
mitochondria. Curr.Biol. 7, 995-998

Hofer, A., Schmidt, P.P., Gralsund, A., and Thelander, L. 1997. Cloning and characterization of the R1 and
R2 subunits of ribonucleotide reductase from Trypanosoma brucei. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 94,
6959-6964

Hoff, K.G., Silberg, J.J., and Vickery, J.E. 2000. Interaction of the iron-sulfur cluster assembly protein IscU
with  the  Hsc66/Hsc20  molecular  chaperone  system  of  Escherichia  coli.
Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 97, 7790-7795

Hu, W. L., Mazurier, J., Montreuil, J., and Spik, G. 1990. Isolation and partial characterization of a
lactotransferrin receptor of mouse small-intestinal brush border. Binding characteristic of
membrane-bound and triton X-100-solubilized forms. Biochem.J. 249, 435-441

Chan, L.N. and Gerhardt, E.M. 1992. Transferrin receptor gene is hyperexpressed and transcriptionally
regulated in differentiating erythroid cells. J.Biol. Chem. 267, 8254-8259

Chang, K.P. and Hendricks, L.D. 1985. Laboratory cultivation and maintenance of Leishmania. In: Chang,
K.P. and Bray, R.S. editors, Leishmaniasis, pp. 214-244. New York, Elsevier

Chaudhuri, M., Steverding, D., Kittelberger, D., Tjia, S., and Overath, P. 1994. Expression of a
glycosylphosphatidylinositol-anchored Trypanosoma brucei transferrin-binding complex in insect
cells. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 91, 6443-6447

Chaudhuri, M., Ajayi, W., and Hill, G.C. 1998. Biochemical and molecular properties ot the Trypanosoma
brucei alternative oxidase. Mol. Biochem.Parasitol. 95, 53-68

Chen, C.Y., Berish, S.A., Morse, S.A., and Mietzner, T.A. 1993. The ferric iron-binding protein of
pathogenic Neisseria spp. functions as a periplasmic transport protein in iron-acquisition from
human transferrin. Mol. Microbiol. 10, 311-318

Chen, X.Z., Peng, J.B., Cohen, A., Nelson H., Nelson N., and Hediger, M.A. 1999. Yeast SMF1 mediates
H(+)-coupled iron uptake with concomitant uncoupled cation currents. J.Biol. Chem. 274, 35089-
35094

lacopetta, B.J., Morgan, E.H., and Yeoh, G.C.T. 1982. Transferrin receptors and iron uptake during
erythroid cell development. Biochim.Biophys.Acta 687, 204-210

lacopetta, B.J.and Morgan, E.H. 1983. Transferrin endocytosis and iron uptake during erythroid cell
development. Biomed.Biochim.Acta 42, S182-S186

Inglis, N.F., Stevenson, K., Hosie, A.H.F., and Sharp, J.M. 1994. Complete sequence of the gene encoding
the bacterioferritin subunit of Mycobacterium avium subspecies silvaticum. Gene 150, 205-206

Ismail, S.O., Paramchuk, W., Skeiky, Y.A., Reed, S.G., Bhatia, A., and Gedamu, L. 1997. Molecular

cloning and characterization of two iron superoxide dismutase cDNAs from Trypanosoma cruzi.
Mol.Biochem.Parasitol. 86, 187-197

70



1.Uvod 1.10.Literatura

Isobe, K., Isobe, Y., and Sakurami, T. 1981. Cytochemical demonstration of transferrin in the mitochondria
of immature human erythroid cells. Acta Haematol. 65, 2-9

Iwai, K., Klausner, R.D., and Roualt, T.A. 1995. Requirements for iron-regulated degradation of the RNA
binding protein, iron regulatory protein 2. EMBO J. 14, 5350-5357

Jacobs, A. 1977. Low molecular weight intracellular iron transport compounds. Blood 50, 433-439

Jeffrey, G.P., Basclain, K., Hajek, J., Chakrabarti, S., and Adams, P.C. 1999. Alternate splicing produces a
soluble form of the hereditary hemochromatosis protein HFE. Blood Cells Mol.Dis. 25, 61-67

Jensen, L.T. and Culotta, V.C. 2000. Role of Saccharomyces cerevisiae ISA1 and ISA2 in iron homeostasis.
Mol.Cell.Biol. 20, 3918-3927

Jing, S. and Trowbridge, 1.S. 1990. Nonacylated human transferrin receptors are rapidly internalized and
mediated iron uptake. J.Biol. Chem. 265, 11555-11559

Jones, M.S. and Jones, O.T. 1969. The structural organization of haem synthesis in rat liver mitochondria.
Biochem.J. 113, 507-514

Kabiri, M. and Steverding, D. 2001. Trypanosoma evansi: demonstration of a transferrin receptor derived
from expression site-associated genes 6 and 7. J.Parasitol. 87, 1189-1191

Katinka, M.D., Duprat, S., Cornillot, E., Metenier, G., Thomarat, F., Prensier, G., Barbe, V., Peyretaillade,
E., Brottier, P., Wincker, P., Delbac, F., El Alaoui, H., Peyret, P., Saurin, W., Gouy, M.,
Weissenbach, J., and Vivares, C.P. 2001. Genome sequence and gene compaction of the eukaryote
parasite Encephalitozoon cuniculi. Nature 414, 450-453

Kato, S., Mihara, H., Kurihara, T., Takahashi, Y., Tokumoto, U., Yoshimura, T., and Esaki, N. 2002. Cys-
238 of IscS and Cys-63 of IscU are the sites of disulfide bridge formation in a covalently bound
IscS/IscU complex: implications for the mechanism of iron-sulfur cluster assembly.
Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 99, 5948-5952

Kaut, A., Lange, H., Diekert, K., Kispal, G., and Lill, R. 2000. Isalp is a component of the mitochondrial
machinery for maturation of cellular iron-sulfur proteins and requires conserved cysteine residues
for function. J.Biol. Chem. 275, 15955-15961

Kawabata, H., Yang, R., Hirama, T. Vuong, P.T., Kawano, S, Gombart, A., and Koeffler, H.P. 1999.
Molecular cloning of transferrin receptor 2. A new member of the transferrin receptor-like family.
J.Biol.Chem. 274, 20826-20832

Kawabata, H., Germain, R.S., Vuong, P.T., Nakamaki, T., Said, J.W., and Koeffler, H.P. 1999. Transferrin
receptor 2-alpha supports cell growth both in iron-chelated cultured cells and in vivo.

J.Biol.Chem. 275, 16618-16625

Kawabata, H., Germain, R.S., Ikezoe, T., Tong, X., Dreen, E.M., Gombart, A.F. and Koeffler, H.P. 2001.
Regulation of expression of murine transferrin receptor 2. Blood 98, 1949-1954

Kispal, G., Csere, P., Prohl, C., and Lill, R. 1999. The mitochondrial proteins Atmlp and Nfs1p are essential
for biogenesis of cytosolic Fe/S proteins. EMBO J. 18, 3981-3989

Knopfel, M. and Solioz, M. 2002. Characterization of a cytochrome b(588) ferric/cupric reductase from
rabbit duodenal brush border membranes. Biochem.Biophys.Res.Commun. 291, 220-225

Kot, E. and Bezkorovainy, A. 1993. Distribution of accumulated iron in Bifidobacterium thermophilum.
Journal of Agricultural and Food Chemistry 41, 177-181

71



1.Uvod 1.10.Literatura

Krause, A., Neitz, S., Magert, H.J., Schulz, A., Forssmann, W.G., Schulz-Knappe, P., and Adermann, K.
2000. LEAP-1, a novel highly disulfide-bonded human peptide, exhibits antimicrobial activity.
FEBS Lett. 480, 147-150

Krebs, C., Agar, J.N., Smith, A.D., Frazzon, J., Dean, D.R., Huynh, B.H., and Johnson, M.K. 2001. IscA, an
alternate scaffold for Fe-S cluster biosynthesis. Biochemistry 40, 14069-14080

Kriegerbeckova, K. and Kovit, J. 2000. Role of melanotransferrin (p97) in non-transferrin iron uptake by
HeLa and K562 cells. Folia Biol. (Praha) 46, 77-81

Kulda, J., Poislovd, M., Suchan, P., and Tachezy, J. 1999. Iron enhancement of experimental infection of
mice by Tritrichomonas foetus. Parasitol.Res. 85, 692-699

Kiihn, L.C., McClelland, A., and Ruddle, F.H. 1984. Gene transfer, expression, and molecular cloning of the
human transferrin receptor gene. Cell 37, 95-103

Kiihn, L.C., Schulman, H.M., and Ponka, P. 1990. Iron-transferin requirements and transferrin receptor
expression in proliferating cells. In: Ponka, P., Schulman, H. M., and Woodworth, R. C. editors,
Iron transport and storage, pp. 149-191, CRC Press

Land, T. and Rouault, T.A. 1998. Targeting of a human iron-sulfur cluster assembly enzyme, nifS, to
different subcellular compartments is regulated through alternative AUG utilization. Mol.Cell. 2,
807-815

Lange, H., Kaut, A., Kispal, G., and Lill, R. 2000. A mitochondrial ferredoxin is essential for biogenesis of
cellular iron-sulfur proteins. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 97, 1050-1055

Lange, H., Lisowsky, T., Gerber, J., Miihlenhoff, U., Kispal, G., and Lill, R. 2001. An essencial function of
the mitochondrial sulfhydryl oxidase Ervlp/ALR in the maturation of cytosolic Fe/S proteins.
EMBO Rep. 2,715-720

Lalonde, R.G. and Holbein, B.E. 1984. Role of iron in Trypanosoma cruzi infection in mice. J. Clin.Invest.
73, 470-476

Lankford, C.E. 1973. Bacterial assimilation of iron.CRC Crit.Rev.Microbiol. 2, 273-331

Latour, N.G. and Reeves, E.R. 1965. An iron requirement for growth Entamoeba histolytica in culture, and
the antiamebial activity of 7-iodo-8-hydroxy-quinoline-5-sulfonic acid. Exp.Parasitol. 17, 203-
209

Lebron, J. A., Bennett, M.J., Vaughn, D.E., Chirino, A.J., Snow, P.M., Mintier, G.A., Feder, J.N., and
Bjorkman, P.J. 1998. Crystal structure of the hemochromatosis protein HFE and characterization
of its interaction with transferrin receptor. Cell 93, 111-123

Le Trant, N., Meshnick, S.R., Kitchener, K., Eaton, J. W., and Cerami, A. 1983. [ron-containing superoxide
dismutase from Crithidia fasciculata. Purification, characterization, and similarity to leishmanial

and trypanosomal enzymes. J.Biol. Chem. 258, 125-130

Lee, B.C. and Bryan, L.E. 1989. Identification and comparative analysis of the lactoferrin and transferrin
receptors among clinical isolates of gonococci. J.Med.Microbiol. 28, 199-204

Lee, B.C. 1991. Iron sources for Haemophilus ducreyi. J.Med.Microbiol. 34, 317-322

Lee, B.C. and Hill, P. 1992. Identification of an outer membrane haemoglobin-binding protein in Neisseria
meningitidis. J.Gen.Microbiol. 138, 2647-2657

Lee, P.L., Gelbart, T., West, C., Halloran, C., and Beutler, E. 1998. The human Nramp2 gene:

characterization of the gene structure, alternative splicing, promoter region and polymorphism.
Blood Cells Mol.Dis. 24, 199-215

72



1.Uvod 1.10.Literatura

Lee, J.E., Hofhaus, G., and Lisowsky, T. 2000. Ervlp from Saccharomyces cerevisiae is a FAD-linked
sulfhydryl oxidase. FEBS Lett. 477, 62-66

Legrain, M., Jacobs, E., Irwin, S.W., Schryvers, A.B., and Quentin-Millet, M.J. 1993. Molecular cloning and
characterization of Neisseria meningitidis genes encoding the transferrin binding proteins Tbpl
and Tbp2. Gene 130, 73-80

Lehker, M.W., Chang, T.H., Dailey, D.C., and Alderete, J.F. 1990. Specific erythrocyte binding is an
additional nutrient acquisition system for Trichomonas vaginalis. J.Exp.Med. 171, 2165-2170

Lehker, M.W. and Alderete, J.F. 1992. Iron regulates growth of Trichomonas vaginalis and the expression
of immunogenic trichomonad proteins. Mol.Microbiol. 6(1), 123-132

Lehker, M.W. and Sweeney, D. 1999. Trichomonad invasion of the mucous layer requires adhesins,
mucinases, and motility. Sex.Transm.Infect. 75, 231-238

Lesuisse, E., Raguzzi, F., and Crichton, R.R. 1987. Iron uptake by yeast Saccharomyces cerevisiae:
involvement of a reduction step. J.Gen.Microbiol. 133, 3229-3236

Leveugle, B., Mazurier, J., Legrand D., Mazurier C., Montreuil, J., and Spik, G. 1993. Lactotransferrin
binding to its platelet receptor inhibits platelet aggregation. Eur.J. Biochem. 213, 1205-1211

Levi, S., Corsi, B., Bosisio, M., Inverzzini, R., Volz, A., Sanford, D., Arosio, P., and Drysdale, J. 2001. A
human mitochondrial ferritin encoded by an intronless gene. J.Biol.Chem. 276, 24437-242440

Li, J., Kogan, M., Knight, S.A., Pain, D., and Dancis, A. 1999. Yeast mitochondrial protein, Nfslp,
coordinately regulates iron-sulfur cluster proteins, cellular iron uptake and iron distribution.
J.Biol.Chem. 274, 33025-33034

Lima, M.F. and Villalta, F. 1990. Trypanosoma cruzi receptors for human transferrin and their role.
Mol.Biochem.Parasitol. 38, 245-252

Lisowsky, T. 1992. Dual function of a new nuclear gene for oxidative phosphorylation and vegetative
growth in yeast. Mol.Gen.Genet. 232, 58-64

Lisowsky, T. 1994. ERV1 is involved in the cell-division cycle and the maintenance of mitochondrial
genome of Saccharomyces cerevisiae. Curr.Genet. 26, 15-20

Loo, V.G. and Lalonde, R.G. 1984. Role of iron in intracellular growth of Trypanosoma cruzi. Infect.Immun.
45, 726-730

Loyevsky, M., La Vaute, T., Allerson, C.R., Stearman, R., Kassim, O.0., Cooperman, S., Gordeuk, V.R.,
and Roualt, T.A. 2001. An IRP-like protein from Plasmodium falciparum binds to mammalian
iron-responsive element. Blood 98, 2555-2562

Maier, A. and Steverding, D. 1996. Low affinity of Trypanosoma brucei transferrin receptor to
apotransferrin at pH 5 explains the fate of the ligand during endocytosis. FEBS Lett. 396, 87-89

Maines, M.D., Trakshel, G.M., and Kutty, R.K. 1986. Characterization of two constitutive forms of rat liver
microsomal heme oxygenase. Only one molecular species of the enzyme is inducible.
J.Biol.Chem. 261, 411-419

Majore, S., Binni, F., Ricerca, B.M., Brioli, G., and Grammatico, P. 2002. Absence of hepcidin gene
mutations in 10 Italian patients with primary iron overload. Haematologica 87, 221-222

Malo, D., Vodan, K., Vidal, S., Hu, J., Cellier, M., Shurr, E., Fuks, A., Bumstead, N., Morgan, K., and Gros,

P. 1994. Haplotype mapping and sequence analysis of the mouse Nramp gene predict
susceptibility to infection with intracellular parasites. Genomics 23, 51-61

73



1.Uvod 1.10.Literatura

Martin, A.W., Huebers, E., Huebers, H., Webb, J., and Finch, C.A. 1984. A mono-sited transferrin from a
representative deuterostome: the ascidian Pyura stolonifera (Subphyllum Urochordata). Blood 64,
1047-1052

Martini, L.A., Tchack, L., and Wood, R.J. 2002. Iron treatment downregulates DMT1 and IREG1 mRNA
expression in Caco-2 cells. J. Nutr. 132, 693-696

Mason, D.Y. and Taylor, C.R. 1978. Distribution of transferrin, ferritin, and lactoferrin in human tissues. J.
Clin.Pathol. 31, 316-327

Masson, P.L. and Heremans, J.F. 1971. Lactoferrin in milk from different species. Comp.Biochem.Physiol.
39B, 119-129

Massover, W.H. 1993. Ultrastructure of ferritin and apoferritin: A review. Micron 24, 389-437

Mazurier, J. and Spik, G. 1980. Comparative study of the iron-binding propertis of human transferrin.
Biochim.Biophys.Acta 629, 399-408

McKie, A.T., Marciani, P., Rolfs, A., Brennan, K., Wehr, K., Barrow, D., Miret, S., Bomford, A., Peters,
T.J., Farzaneh, F., Hediger, M.A., Hentze, M.W., and Simpson, R.J. 2000. A novel duodenal iron-
regulated transporter, IREG1, implicated in the basolateral transfer of iron to the circulation.
Mol.Cell. 5,299-309

McKie, A.T., Barrow, D., Latunde-Dada, G.O., Rolfs, A., Sager, G., Mudaly, E., Mudaly, M., Richardson,
C., Barlow, D., Bomford, A., Peters, T.J., Raja, K.B., Shirali, S., Hediger, M.A., Farzaneh, F., and
Simpson, R.J. 2001 An iron-regulated ferric reductase associated with the absorbtion of dietary
iron. Science 291, 1755-1759

McKie, A.T., Latunde-Dada, G.O., Miret, S., McGregor, J.A., Anderson, G.J., Vulpe, C.D., Wrigglesworth,
JM., and Simpson, R.J. 2002 Molecular evidence for the role of a ferric reductase in iron

transport. Biochem.Soc.Trans. 30, 722-724

Menotti, E., Henderson, B.R., and Kithn, L.C. 1998. Translational regulation of mRNAs with distinct IRE
sequences by iron regulatory proteins 1 and 2. J.Biol. Chem. 273, 1821 -1824

Mikogami, T., Heyman, M., Spik, G., and Desjeux, J.F. 1994. Apical-to-basolateral transepithelial transport
of human lactoferrin in the intestinal cell line HT-29¢1.19A. Am.J.Physiol. 267,G308-G315

Minnotti, G. and Aust, S.D. 1992. Redox cycling of iron and lipid peroxidation. Lipids 27, 219-226

Mogulievsky, N., Masson, P.L., and Courtoy, P.-J. 1987. Lactoferrin uptake and iron processing into
macrophages: a study in familial haemochromatosis. Br.J.Haematol. 66, 129-136

Morgan, E.H., Smith, G.D., and Peters, T.J. 1986. Uptake and subcellular processing of 59Fe-125I-labeled
transferrin by rat liver. Biochem.J. 237, 163-173

Morgan, E.H. 1988. Membrane transport of non-transferrin-bound iron by reticulocytes. Biochim.Biophys.
Acta 943, 428-439

Miihlenhoff, U., Richhard, N., Ristow, M., Kispal, G., and Lill, R. 2002. The yeast frataxin homolog Yfhlp
plays a specific role in the maturation of cellular Fe/S proteins. Hum.Mol.Genet. 11, 2025-2036

Mukhopadhyay, C.K., Attiech, Z.K., and Fox, P.L. 1998. Role of ceruloplasmin in cellular iron uptake.
Science 279, 714-717

Mukhopadhyay, C.K., Mazumder, B., and Fox, P.L. 2000. Role of hypoxia-inducible factor-1 in
transcriptional activation of ceruloplasmin by iron deficiency. J.Biol. Chem. 275, 21048-21054

74



1.Uvod 1.10.Literatura

Miiller, M. 1992. Energy metabolism of ancestral eukaryotes: a hypothesis based on the biochemistry of
amitochondriate parasitic protists. Biosystems 28, 33-40

Miiller, M. 1993. The hydrogenosome. J.Gen.Microbiol. 139, 2879-2889

Mura, C., Raguenes, O., and Ferec, C. 1999. HFE mutations analysis in 711 hemochromatosis probands:
evidence for S65C implication in mild form of hemochromatosis. Blood 3, 2502-2505

Murray, M.J., Murray, A.B., Murray, N.J., and Murray, M.B. 1975. Refeeding-malaria and hyperferraemia.
Lancet 653-654

Musci, G., Polticelli, F., and Calabrese, L.1999. Structure/function relationship in ceruloplasmin.
Adv.Exp.Med.Biol. 279, 175-182

Naidu, A.S., Andersson, M., and Forsgren, A. 1992. Identification of a human lactoferrin-binding protein in
Staphylococcus aureus. J.Med.Microbiol. 36, 177-183

Nakai, Y., Yoshihara, Y., and Kagamiyama, H. 1998. cDNA cloning and characterization of mouse nifS-like
protein, m-Nfs1: mitochondrial localization of eukaryotic NifS-like proteins. FEBS Lett. 433, 143-
148

Neilands, J.B. 1981. Microbial iron compounds. Annu.Rev.Biochem. 50, 715-731

Neilands, J.B. 1995. Siderophores: structure and function of microbial iron transport compounds.
J.Biol.Chem. 270, 26723-26726

Nicolas, G., Bennoun, M., Devaux, 1., Beaumont, C., Grandchamp, B., Kahn, A., and Vaulont, S. 2001.
Lack of hepcidin gene expression and severe tissue iron overload in upstream stimulatory factor 2
(USF2) knockout mice. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 98, 8780-8785

Nicolas, G., Bennoun, M., Porteu, A., Mativet, S., Beaumont, C., Grandchamp, B., Sirito, M., Sawadogo,
M., Kahn, A., and Vaulont, S. 2002. Severe iron deficiency anemia in transgenic mice expressing
liver hepcidin. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 99, 4596-4601

Nishio, K. and Nakai, M. 2000. Transfer of iron-sulfur cluster from NifU to apoferredoxin. J.Biol.Chem.
275, 22615-22618

Njajou, O.T., Vaessen, N., Joosse, M., Berghuis, B., van Dongen, J.W., Breuning, M.H., Snijders, P.J.,
Rutten, W.P., Sandkuijl, L.A., Oostra, B.A., van Duijn, C.M., and Heutink, P. 2001. A mutation
in SLC11A3 is associated with autosomal dominant hemochromatosis. Nat.Genet. 28, 213-214

Nunez, M.T., Tapia, V., and Arredondo, M. 1996. Intestinal epithelia (Caco-2) cells acquire iron through the
basolateral endocytosis of transferrin. J. Nutr. 126, 2151-2158

Nunez, M.T., Nunez-Millacura, C., Beltran, M., Tapia, V., and Alvarez-Hernandez, X. 1997. Apotransferrin
and holotransferrin undergo different endocytoc cycles in intestinal epithelia (Caco-2) cells.
J.Biol.Chem. 272, 19425-19428

Nunez, M.T and Tapia, V. 1999. Transferrin stimulates iron absorption, exocytosis, and secretion in cultured
intestinal cells. Am.J.Physiol. 276, 1085-1090

Ogunnariwo, J.A. and Schryvers, A.B. 1990. Iron acquition in Pasteurella haemolytica: Expression and
identification of a bovine-specific transferrin receptor. Infect.Immun. 58, 2091-2097

Ollagnier-de-Choudens, S., Mattioli, T., Takahashi, Y., and Fontecave, M. 2001. Iron-sulfur cluster

assembly: characterization of IscA and evidence for a specific and functional complex with
ferredoxin. J.Biol. Chem. 276, 22604-22607

75



1.Uvod 1.10.Literatura

Olakanmi, O., Stokes, J.B., and Britigan, B.E. 1994. Acquisition of iron bound to low molecular weight
chelates by human monocyte-derived macrophages. J.Immunol. 153, 2691-2703

Page, M.A., Baker, E., and Morgan, E.H. 1984. Transferrin and iron uptake by rat hepatocytes in culture.
Am.J.Physiol. 246, G26-G33

Park, C.H., Valore, E.V., Waring, A.J., and Ganz, T. 2001. Hepcidin, a urinary antimicrobial peptide
synthesized in he liver. J.Biol. Chem. 276, 7806-7810

Park, S., Gakh, O., Mooney, S.M., and Isaya, G. 2002. The feroxidase activity of yeast frataxin.
J.Biol.Chem. 277, 38589-38595

Patel, B.N.,, Dunn, RJ. and David, S. 2000. Alternative RNA splicing generates a
glycosylphosphatidylinositol-anchored form of ceruloplasmin an mammalian brain. J.Biol. Chem.
275, 4305-4310

Pays, E., Tebabi, P., Pays, A., Coquelet, H., Revelard, P., Salmon, D., and Steinert, M. 1989. The genes and
transcripts of an antigen gene expression site from 7. brucei. Cell 57, 835-845

Pays, E., Lips, S., Nolan, D., Vanhamme, L., Perez-Morga, D. 2001. The VSG expression sites of
Trypanosoma brucei: multipurpose tools for the adaptation of the parasite to mammalian hosts.
Mol.Biochem.Parasitol. 114, 1-16

Pedrosa, M.L., Nicoli, J.R., Silva, M.E., Silva, M.E.C., Vieira, L.Q., Bambirra, E.A, and Vieira, E.C. 1993.
The effect of iron nutritional status on Trypanosoma cruzi infection in germfree and conventional
mice. Comp.Biochem.Physiol. 106A, 813-821

Peterson, K.M. and Alderete, J.F. 1984. Iron uptake and increased intracellular enzyme activity follow host
lactoferrin binding by Trichomonas vaginalis receptors. J.Exp.Med. 160, 398-410

Pettersson, A., Maas, A., and Tommassen, J. 1994. Identification of the iroA gene product of Neisseria
meningitidis as a lactoferrin receptor. J.Bacteriol. 176, 1764-1766

Pigeon, C., Ilyin, G., Courselaud, B., Leroyer, P., Turlin, B., Brissot, P., and Loreal O. 2001. A new mouse
liver-specific gene, encoding a protein homologous to human antimicrobial peptide hepcidin, is
overexpressed during iron overload. J.Biol. Chem. 276, 7811-7819

Pindak, F.F, Mora de Pindak, M., and Gardner, W.A. 1993. Contact independent cytotoxicity of
Trichomonas vaginalis. Genitourin.Med. 69, 35-40

Polimeno, L., Lisowsky, T., and Francavilla, A. 1999. From yeast to man — from mitochondria to liver
regeneration: a new essencial gene family. Ital.J.Gastroenterol.Hepatol. 31, 494-500

Pollack, S., Campana, T., and Weaver, J. 1985. Low molecular weight iron in guinea pig reticulocytes.
Am.J.Haematol. 19, 75-84

Pollack, S. and Schnelle, V. 1988. Inability to detect transferrin receptors on P. falciparum parasitized red
cells. Br.J.Haematol. 68, 125-129

Ponka, P. 1994. Physiology and pathophysiology of iron metabolism: Implications for iron chelation therapy
in iron overload. In: Bergeron R.J. and Brittenham, G.M. editors, The development of iron
chelators for clinical use, pp. 1-32. CRC Press

Qian, Z.M., Tsoi, Y.K., Ke, Y., and Wong, M.S. 2001. Ceruloplasmin promotes iron uptake rather than
release in BT325 cells. Exp.Brain.Res. 140, 369-374

Quail, M.A., Jordan, P., Grogan, J.M., Butt, J.N., Lutz, M., Thomson, A.J., Andrews, S.C., and Guest, J.R.

1996. Spectroscopic and voltammetric characterisation of the bacterioferritin-associated
ferredoxin of Escherichia coli. Biochem.Biophys.Res. Commun. 229, 635-642

76



1.Uvod 1.10.Literatura

Radisky, D.C., Babcock, M.C., and Kaplan, J. 1999. The yeast frataxin homologue mediates mitochondrial
iron efflux: evidence for a mitochondrial iron cycle. J.Biol.Chem. 274, 4497-4499

Rappelli, P., Rocchigiani, A.M., Erre, G., Colombo, M.M., Cappuccinelli, P., and Fiori, P.L. 1995. Sequence
of cDNA coding for a 65 kDa adhesive protein for the specific detection of Trichomonas
vaginalis by PCR. FEMS Microbiol.Lett. 129, 21-26

Redhead, K. and Hill, T. 1991. Acquisition of iron from transferrin by Bordetella pertussis. FEMS
Microbiol.Lett. 77, 303-308

Reyes-Lopez, M., Serrano-Luna, J.J., Negrete-Abascal, E., Leon-Sicairos, N., Guerrero-Barrera, A.L., and
de la Garza, M. 2001. Entamoeba histolytica: transferrin binding proteins. Exp.Parasitol. 99, 132-
140

Riedel, H.D., Remus, A.J., Fitscher, B.A., and Stremmel, W. 1995. Characterization and partial purification
of a ferrireductase from human duodenal microvillus membranes. Biochem.J. 309, 745-748

Richardson, D.R and Baker, E. 1991. The uptake of inorganic iron complexes by human melanoma cells.
Biochim.Biophys.Acta 1093, 20-28

Richardson, D.R., Ponka, P., and Vyoral, D. 1996. Distribution of iron in reticulocytes after inhibition of
heme synthesis with succinylacetone: examination of the intermediates involved in iron
metabolism. Blood 87, 3477-3488

Richardson, D.R. and Ponka, P. 1997. The molecular mechanisms of the metabolism and transport of iron in
normal and neoplastic cells. Bba-Rev. Biomembranes. 1331, 1-40

Richardson, D.R. 2000. The role of the membrane-bound tumour antigen, melanotransferrin (p97), in iron
uptake by the human malignant melanoma cell. Eur.J.Biochem. 267, 1290-1298

Richter, G.W. 1960. The nature of storage iron in hemosiderosis. Electron optical, chemical, and serologic
studies on isolated hemosiderin granules. J.Exp.Med. 112, 551-557

Rodriguez, M.H. and Jungery, M. 1986. A protein on Plasmodium falciparum-infected erythrocytes
functions as transferrin receptor. Nature 324, 388-391

Rodriguez-Manzaneque, M.T., Tamarit, J., Belli, G., Ros, J., and Herrero, E. 2002. Grx5 is a mitochondrial
glutaredoxin required for the activity of iron/sulfur enzymes. Mol.Biol.Cell. 13, 1109-1121

Roetto, A., Totaro, A., Cazzola, M., Cicilano, M., Bosio, S., D'Ascola, G., Carella, M., Zelante, L., Kelly,
A.L., Cox, T.M., Gasparini, P., and Camaschella, C. 1999. Juvenile hemochromatosis locus maps
to chromosome 1q. Am.J. Hum.Genet. 64, 1388-1393.

Rochard, E., Legrand, D., Mazurier, J., Montreuil, J., and Spik, G. 1989. The N-terminal domain I of human
lactotransferrin binds specifically to phytohemagglutinin-stimulated peripheral blood human
lymphocyte receptors. FEBS Lett. 255, 201-204

Rochard, E., Legrand, D., Lecocq, M., Hamelin, R., Crepin, M., Montreuil, J., and Spik, G. 1992.
Characterization of lactotransferrin receptor in epithelial cell lines from non-malignant human
breast, benign mastopathies and breast carcinomas. Anticancer Res. 12, 2047-2051

Rolfs, A. and Hediger, M.A. 2001. Intestinal metal ion absorbtion: an update. Curr.Opin.Gastroenterol. 17,
177-183

Rolfs, A., Bonkovsky, H.L., Kohlroser, J.G., McNeal, K., Sharma, A., Berger, U.V, and Hediger, M.A.

2002. Intestinal expression of genes involved in iron absorption in humans.
Am.J.Physiol.Gastrointest.Liver Physiol. 282, G598-607

77



1.Uvod 1.10.Literatura

Rotig, A., de Lonlay, P., Chretien, D., Foury, F., Koenig, M., Sidi, D., Munnich, A., and Rustin, P. 1997.
Aconitase and mitochondrial iron-sulphur protein deficiency in Friedreich ataxia. Nat.Genet. 17,
215-217

Rouault, T.A., Hentze, M.W., Caughman, S.W., Harford, J.B., and Klausner, R.D. 1988. Binding of a
cytosolic protein to the iron-responsive element of human ferritin messenger RNA. Science 241,
1207-1210

Rouault, T.A., Stout, C.D., Kaptain, S., Harford, J.B., and Klausner, R.D. 1991. Structural relationship
between an iron-regulated RNA-binding protein (IRE-BP) and aconitase: functional implications.
Cell 64, 881-883

Roy, C.N., Penny, D.M., Feder, J.N., and Enns, C.A. 1999. The hereditary hemochromatosis protein, HFE,
specifically regulates transferrin-mediated iron uptake in HeLa cells. J.Biol. Chem. 274, 9022-9028

Saas, J., Ziegelbauer, K., von Haeseler, A., Fast, B., and Boshart, M. 2000. A developmentally regulated
aconitase related to iron-regulatory protein-1 is localized in the cytoplasm and in the mitochondrion
of Trypanosoma brucei. J.Biol. Chem. 275, 2745-2755

Saito, H. 1975. [A case of atransferrinemia and 35 cases of hypotansferrinemia as determined by radioassay
of total iron-binding capacity of the serum (authors transl.)]. Rinsho.Ketsueki. 16, 1036-1043

Sakamoto, N., Chastain, P.D., Parniewski, P., Ohshima, K., Pandolfo, M., Griffith, J.D., and Wells, R.D.
1999. Sticky DNA: self-association properties of long GAA.TTC repeats in R.R.Y triplex structures
from Friedreich's ataxia. Mol.Cell 3, 465-475

Salmon, D., Geuskens, M., Hanocq, F., Hanocq-Quertier, J., Nolan, D., Ruben, L., and Pays, E. 1994. A
novel heterodimeric transferrin receptor encoded by a pair of VSG-site-associated genes in 7.
brucei. Cell 78, 75-86

Salmon-Céron, D., Fontbonne, A., and Saba, J. 1995. Lower survival in AIDS patients receiving dapsone
compared with aerosolized pentamidine for secondary prophylaxis of Preumocystis carinii
pneumonia. J.Infect.Dis. 172, 656-664

Saltman, P. 1965. The role of chelation in iron metabolism. J.Chem.Educ. 42, 682-687

Sameniengo, F., Chin, J., Iwai, K., Roualt, T.A., and Klausner, R.D. 1994. Molecular characterization of a
second iron-responsive element binding protein, iron regulatory protein 2. J.Biol.Chem. 269,
30904-30910

Sanchez, L., Calvo, M., and Brock, J.H. 1992. Biological role of lactoferrin. Arch.Dis.Child. 67, 657-661

Sanchez-Lopez, R. and Haldar, K. 1992. A transferrin-independent iron uptake activity in Plasmodium
falciparum-infected and uninfected erythrocytes. Mol.Biochem.Parasitol. 55, 9-20

Sanyal, A.J., Shiffmann, M.L., Hirsch, J.I., and Moore, E.-W. 1991. Premicellar taurocholate enhances
ferrous iron uptake from all regions of rat small intestine. Gastroenterology 101, 382-389

Sarkar, B. 1970. State of iron(III) in normal human serum: low molecular weight and protein ligands besides
transferrin. Canadian Journal of Biochemistry 48, 1339-1350

Seeber, F. 2002. Biogenesis of iron-sulphur clusters in amitochondriate and apicomplexan protists.
Int.J.Parasitol. 32, 1207-1217

Sekyere, E. and Richardson, D.R. 2000. The membrane-bound transferrin homologue melanotransferrin:
roles other than iron transport? FEBS Lett. 483, 11-16

78



1.Uvod 1.10.Literatura

Sengupta, S., Tripathi, J., Tandon, R., Raje, M., Roy, R.P., Basu, S.K., and Mukhopadhyay, A. 1999.
Hemoglobin endocytosis in Leishmania is mediated through 46-kDa protein located in the flagellar
pocket. J.Biol.Chem. 274, 2758-2765

Serrano-Luna, J.J., Negrete, E., Reyes, M., and de la Garza, M. 1998. Entamoeba histolytica HM1:IMSS:
hemoglobing-degrading neutral cysteine proteases. Exp.Parasitol. 89, 71-77

Shanzer, A., Libman, J., Lytton, S.D., Glickstein, H., and Cabantchik, Z.I. 1991. Reversed siderofores act as
antimalarial agents. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 88, 6585-6589

Schell, D., Evers, R., Preis, D., Ziegalbauer, K., Kiefer, H., Lottspeich, F., Cornelissen, A.W.C.A., and
Overath, P. 1991. A transferrin-binding protein of Trypanosoma brucei is encoded by one of the
genes in variant surfaces glycoprotein gene expression site. EMBO J. 10, 1061-1066

Schneider, C., Owen, M.J., Banville, D., and Williams, J.G. 1984. Primary structure of human transferrin
receptor deduced from the mRNA sequence. Nature 311, 675-678

Schryvers, A.B. 1988. Characterization of the human transferrin and lactoferrin receptors in Haemophilus
influenzae. Mol.Microbiol. 2, 467-472

Schussler, P., Potters, E., Winnen, R., Michel, A., Bottke, W., and Kunz, W. 1996. Ferritin mRNAs in
Schistosoma mansoni do not have iron-responsive elements for post-transcriptional regulation.
Eur.J.Biochem. 241, 64-69

Schwartz, C.J., Giel, J.L., Patschkowski, T., Luther, C., Ruzicka, F.J., Beinert, H., and Kiley, P.J. 2001.
IscR, an Fe-S cluster-containing transcription factor, represses expression of Escherichia coli
genes encoding Fe-S cluster assembly proteins. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 98, 14895-14900

Sibille, J.C., Octave, J.N., Schneider,Y.J., Trouet, A., and Crichton, R. 1986. Subcellular localization of
transferrin protein and iron in the perfused rat liver. Effect of Triton WR 1339, digitonin, and
temperature. Eur.J.Biochem. 155, 47-55

Silberg, J.J., Hoff, K.G., Tapley, T.L., and Vickery, J.E. 2001. The Fe/S assembly protein IscU behaves as a
substrate for the molecular chaperone Hsc66 from Escherichia coli. J.Biol. Chem. 276, 1696-1700

Sitaram, M.P. and McAbee, D.D. 1997. Isolated rat hepatocytes differentially bind and internalize bovine
lactoferrin N- and C- lobes. Biochem.J. 323, 815-822

Skikne B. and Baynes, R. 1994. Iron absorption. In: Brock, J. H., Halliday, J. V., Pippard, M. J., and Powel,
L. editors, Iron Metabolism in Health and Disease, pp. 151-187. London, W. B. Saunders
Company

Smith, J.M. and Meerovitch, E. 1982. Specificity of iron requirements of Entamoeba histolytica in vitro.
Arch.Invest. Méd. (Méx.) 13, 63-69

Soares, M.J. and deSouza, W. 1991. Endocytosis of gold-labeled proteins and LDL by Trypanosoma cruzi.
Parasitol.Res. 77, 461-468

Spik, G. and Montreuil, J. 1983. The role of lactotransferrin in the molecular mechanisms of antibacterial
defense. Bull. Eur.Physiopatol.Respir. 19, 123-130

Spik, G., Legrand, G., Leveugle, B., Mazurier, J., Mikogami, T., Montreuil, J., Pierce, A., and Rochard, E.
1994. Characterization of two kinds of lactotransferrin (lactoferrin) receptors on different target
cells. Adv.Exp.Med.Biol. 357, 13-19

Steverding, D., Stierhof, Y.D., Chaudhri, M., Ligtenberg, M., Schell, D., Beck-Sickinger, A.G., and

Overath, P. 1994. ESAG 6 and 7 products of Trypanosoma brucei form a transferrin binding
protein complex. Eur.J Cell.Biol. 64, 78-87

79



1.Uvod 1.10.Literatura

Steverding, D., Stierhof, Y.D., Fuchs, H., Tauber, R., and Overath, P. 1995. Transferrin-binding protein
complex is the receptor for transferrin uptake in Trypanosoma brucei. J.Cell.Biol. 131, 1173-1182

Steverding, D. 1998. Bloodstream form of Trypanosoma brucei require only small amounts of iron for
growth. Parasitol.Res. 60, 59-62

Stockman, J.A. 1981. Infections and iron. Am.J.Dis.Child. 135, 18-20

Stolijkovic, I. and Hantke, K. 1992. Haemin uptake system of Yersinia enterocolitica: similarities with other
TonB-dependent systems in Gram-negative bacteria. EMBO J. 11, 4359-4367

Stolijkovic, I. and Hantke, K. 1994. Transport of haemin across the cytoplasmic membrane through a
haemin-specific periplasmic binding protein-dependent transport system in Yersinia
enterocolitica. Mol.Microbiol. 13, 719-732

Stolijkovic, I., Hwa, V., Saint Martin, L., O’Gaora, P., Nassif, X., Heffron, F., and So, M. 1995. The
Neisseria meningitidis haemoglobin receptor: its role in iron utilization and virulence.
Mol.Microbiol. 15, 531-541

Stubbe J. 1990a. Ribonucleotide reductases: amazing and confusing. J.Biol. Chem. 265, 5329-5332
Stubbe J. 1990b. Ribonucleotide reductases. Adv.Enzymol.Relat.Areas.Mol.Biol. 63, 349-419

Strain, J., Lorenz, C.R., Bode, J., Garland, S., Smolen, G.A., Ta, T.D., Vickery, L.E., and Cullota, V.C.
1998. Supressors of superoxide dismutase (SODI1) deficiency in Saccharomyces cerevisiae.
Identification of proteins predicted to mediate iron-sulfur cluster assembly. J.Biol.Chem. 273,
31138-31144

Suchan P., Vyoral D., Petrdk J., Sut'sk R., Rasoloson, D., Nohynkova E., Dolezal, P., and Tachezy J. 2003.
Incorporation of iron to Tritrichomonas foetus cell compartments revealed ferredoxin as a major
iron binding protein in hydrogenosomes. Microbiology, accepted

Sun, I.L., Navas, P., Crane, F.L., Morré, D.J., and Low, H. 1987a. Differic transferrin reductase in the
plasma membrane is inhibited by adryamycin. Biochem.Int. 14, 119-127

Sun, I.L., Navas, P., Crane, F.L., Morré, D.J., and Low, H. 1987b. NADH differic transferrin reductase in
liver plasma membrane. J.Biol.Chem. 262, 15915-15921

Syed, B.A., Beaumont, N.J., Patel, A., Naylor, C.E., Bayele, H.K., Joannou, C.L., Rowe, P.S., Evans, R W.,
and Srai, S.K. 2002. Analysis of the human hephaestin gene and protein: comparative modelling
of the N-terminus ecto-domain based upon ceruloplasmin. Protein.Eng. 15, 205-214

Tachezy, J., Kulda, J., Bahnikov4, 1., Suchan, P., R4zga, J., and Schrével, J. 1996. Tritrichomonas foetus:
iron acquisisition from lactoferrin and transferrin. Exp.Parasitol. 83,216-228

Tachezy, J., Suchan, P., Schrével, J., and Kulda, J. 1998. The host-protein-independent iron uptake in
Tritrichomonas foetus. Exp.Parasitol. 90, 155-163

Tachezy, J., Sanchez, L.B., and Miiller, M. 2001. Mitochondrial type iron-sulfur cluster assembly in the
amitochondriate eukaryotes Trichomonas vaginalis and Giardia intestinalis, as indicated by
phylogeny of IscS. Mol.Biol.Evol. 18, 1919-1928

Takahashi, Y. and Tokumoto, U. 2002. A third bacterial system for the assembly of iron-sulfur clusters with
homologs in archaea and plastids. J.Biol. Chem. 277, 28380-28383

Theil, C.E. 1998. The iron responsive element (IRE) family of mRNA regulators. In: Siegel, A. and Siegel

H. editors, Iron Transport and Storage in Microorganisms, Plants, and Animals, pp. 403-434.
Metal Ions in Biological Systems, Vol. 35, New York, Marcel Dekker Inc.

80



1.Uvod 1.10.Literatura

Thorstensen, K. and Aisen, P. 1990. Release of iron from differic transferrin in the presence of the rat liver
plasma membranes: no evidence of a plasma membrane differic transferrin reductase.
Biochim.Biophys.Acta 1052, 29-35

Tokumoto, U., Nomura, S., Minami, Y., Mihara, H., Kato, S., Kurihara, T., Esaki, N., Kanazawa, H.,
Matsubara, H, and Takahashi, Y. 2002. Network of protein-protein interactions among iron-sulfur
cluster assembly proteins in Escherichia coli. J.Biochem. 131, 713-719

Tong, W.H. and Rouault, T. 2000. Distinct iron-sulfur cluster assembly complexes exists in the cytosol and
mitochondria of human cells. EMBO J. 19, 5692-5700

Trakshel, G.M., Kutty, R.K., and Maines, M.D. 1986. Purification and characterization of the major
constitutive form of testicular heme oxygenase. The noninducible isoform. J.Biol.Chem. 261,
11131-11137

Trinder, D., Zak, O., and Aisen, P. 1996. Transferrin receptor-independent uptake of differic transferrin by
human hepatoma cells with antisense inhibition of receptor expression. Hepatology 23, 1512-
1520

Tsai, C.D., Liu, H.W., and Tai, J.H. 2002. Characterization of an iron-responsive promoter in the protozoan
pathogen Trichomonas vaginalis. J.Biol. Chem. 277, 5153-5162

Turchany, J.M., McCaffery, J.M., Aley, S.B., and Gillin, F.D. 1997. Ultrastructural effects of lactoferrin
binding on Giardia lamblia trofozoites. J. Euk.Microbiol. 44, 68-72

Umbreit, J.N., Conrad, M.E., Moore, E.G., and Latour, L.F. 1998. Iron absorption and cellular transport: the
mobilferrin/paraferritin paradigm. Semin.Hematol. 35, 13-26.

Urbina, H.D., Silberg, J.J., Hoff, K.G., and Vickery, L.E. 2001. Transfer of sulfur from IscS to IscU during
Fe/S cluster assembly. J.Biol.Chem. 276, 44521-44526

Vanacova, g, Rasoloson, D., Razga, J., Hrdy, 1., Kulda, J., and Tachezy, J. 2001. Iron-induced changes in
pyruvate metabolism of Tritrichomonas foetus and involvement of iron in expression of
hydrogenosomal proteins. Microbiology 147, 53-62

Vickerman, K. 1985. Development cycles and biology of pathogenic trypanosomes. Br.Med.Bull. 41, 105-
114

Vickery, L.E., Silberg, JJ., and Ta, D.T. 1997. Hsc66 and Hsc20, a new heat shock cognate molecular
chaperone system from Escherichia coli. Protein.Sci. 6, 1047-1056

Vidal, S., Gros, P., and Skamene, E. 1995. Natural resistance to infection with intracellular parasites:
molecular genetics identifies Nramp1 as the Bcg/Ity/Lsh locus. J.Leukoc.Biol. 58, 382-390

Visca, P., Dalmastri, C., Verzili, D., Antonini, G., Chiancone, E., and Valenti, P. 1990. Interaction of
lactoferrin ~ with  Escherichia coli cells and correlation with antibacterial activity.
Med.Microbiol.Immunol. 179, 323-333

Voyatzaki, Ch.S. and Soteriadou, K.P. 1990. Evidence of transferrin binding sites on the surface of
Leishmania promastigotes. J. Biol. Chem. 265, 22380-22385

Voyatzaki, Ch.S. and Soteriadou, K.P. 1992. Identification and isolation of the Leishmania transferrin
receptor. J.Biol.Chem. 267, 9112-9117

Vulpe, C.D., Kuo, Y.M., Murphy, T.L., Cowley, L., Askwith, C., Libina, N., Gitschier, J., and Anderson,

G.J. 1999. Hephaestin, a ceruloplasmin homologue implicated in intestinal iron transport, is
defective in the sla mouse. Nat.Genet. 21, 195-199

81



1.Uvod 1.10.Literatura

Vyoral, D., Hradilek, A., and Neuwirt, J. 1992. Transferrin and iron distribution in subcellular fractions of
K562 cells in the early stages of transferrin endocytosis. Biochim.Biophys.Acta 1137, 148-154

Vyoral, D., Petrdk, J., and Hradilek, A. 1998. Separation of cellular iron containing compounds by
electrophoresis. Biol. Trace Elem.Res. 61, 263-275

Vyoral, D. and Petrdk, J. 1998. Iron transport in K562 cells: a kinetic study using native gel electrophoresis
and *Fe autoradiography. Biochim.Biophys.Acta 1403, 179-188

Waggeg, W. and Braun, V. 1981. Ferric citrate transport in Escherichia coli requires outer membrane
receptor protein FecA. J.Bacteriol. 145, 156-163

Waheed, A., Parkkila, S., Zhou, X.Y., Tomatsu, S., Tsuchihashi, Z., Feder, J.N., Schatzman, R.C., Britton,
R.S., Bacon, B.R, and Sly, W.S. 1997. Hereditary hemochromatosis: effects of C282Y and H63D
mutations on association with B, — microglobulin, intracellular processing, and cell surface
expression of the HFE protein in COS-cells. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 94, 12384-12389

Wardrop, S.L. and Richardson, D.R. 1999. The effect of intracellular iron concentration and nitrogen
monoxide on Nramp2 expression and non-transferrin-bound iron uptake. Eur.J.Biochem. 263, 41-
49

Weaver, J. and Pollack, S. 1989. Low-M, iron isolated from guinea pig reticulocytes as AMP-Fe and ATP-
Fe complexes. Biochem.J. 261, 787-792

Weaver, J., Pollack, S., and Zhan, H. 1989. Low molecular weight iron from guinea pig reticulocytes
isolated by Sephadex G-25 chromatography. Eur.J.Haematol. 43, 321-327

Webster, P. 1989. Endocytosis by African trypanosomes.Il. Occurrence in different life-cycle stages and
intracellular sorting. Eur.J.Cell Biol. 49, 303-310

Weinbach, E.C., Diamond, S.D., Claggett, C.E., and Kon, H. 1976. Iron-sulfur proteins of Entamoeba
histolytica. J.Parasitol. 62, 127-128

Weinbach, E.C., Takeuchi, T., Claggett, C.E., Inohue, F., Kon, H., and Diamond, S.D. 1980. Role of iron-
sulfur proteins in the electron transport system of Entamoeba histolytica. Arch.Invest.Méd.(Méx.).
11, 75-81

Weinberg, E.D. 1974. Iron and susceptibility to infectious disease. Science 184, 952-956

Weinberg, E.D. 1990. Cellular iron metabolism in health and disease. Drug Metabolism Reviews 22, 531-
579

Weinberg, E.D. 1995a. Acquisition of iron and other nutrients in vivo. In: Roth, J. A. editor, Virulence
Mechanisms of Bacterial Pathogens, pp. 79-93. Washington, D. C., American Society for
Microbiology

Weinberg, E.D. 1995b. The role of iron in infection. Current Opinion in Infectious Diseases 8, 164-169

Weinberg, E.D. 1996. Iron overload as a mechanism for the lowered survival in AIDS patients receiving
dapsone-iron protoxalate for secondary prophylaxis of Pneumocystis carinii. J.Infect.Dis. 174,
241-242

West, A.P.Jr., Bennet, M.J., Sellers, V.M., Andrews, N.C., Enns, C.A., and Bjorkman, P.J. 2000.
Comparison of the interactions of transferrin receptor and transferrin receptor 2 with transferrin

and the hereditary hemochromatosis protein HFE. J.Biol. Chem. 275, 38135-38138

Williams, P.H. 1979. Novel iron uptake system specified by ColV plasmid: an important component in the
virulence of invasive strains of Escherichia coli. Infect.Immun. 26, 925-932

82



1.Uvod 1.10.Literatura

Williams, J. 1982. The evolution of transferrin. Trends in Biochemical Science 7, 394-397

Williams, R.J. 1985. 16th Sir Hans Krebs lecture. The symbiosis of metal and protein functions.
Eur.J.Biochem. 150, 231-248

Wilson, M.E., Vorhies, R. W., Andersen, K.A., and Britigan, B.E. 1994. Acquisition of iron from transferrin
and lactoferrin by the protozoan Leishmania chagasi. Infect.Immun. 62, 3262-3269

Wilson R.B. and Roof, D.M. 1997. Respiratory deficiency due to loss of mitochondrial DNA in yeast
lacking the frataxin homologue. Nat.Genet. 16, 352-357

Wilson, M.E., Lewis, T.S., Miller, M.A., McCormick, M.L., and Britigan, B.E. 2002. Leishmania chagasi:

uptake of iron bound to lactoferrin or transferrin requires an iron reductase. Exp.Parasitol. 100,
196-207

Wixom, R.L., Prutkin, L., and Munro, H.N. 1980. Hemosiderin: nature, formation, and significance.
Int.Rev.Exp.Pathol. 22, 193-225

Wong, J.C.Y., Holland, J., Parsons, T., Smith, A., and Williams, P. 1994. Identification and characterization

of an iron-regulated hemopexin receptor in Haemophilus influenzae type b. Infect.Immun. 62, 48-
59

Wong, A., Yang, J., Cavadini, P., Gellera, C., Lonnerdal, B., Taroni, F., and Cortopassi, G. 1999. The
Friedreich's ataxia mutation confers cellular sensitivity to oxidant stress which is rescued by
chelators of iron and calcium and inhibitors of apoptosis. Hum.Mol.Genet. 8, 425-430

Woodbury, R.G., Brown, J.P., Yeh, M.-Y., Hellstrom, I., and Hellstrom, K.E. 1980. Identification of a cell
surface protein, p97, in human melanoma and certain other neoplasms. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A.
77, 2183-2187

Wooldridge, K.G. and Williams, P.H. 1993 Iron uptake mechanisms of pathogenic bacteria. FEMS
Microbial.Rev. 12, 325-348

Workman, E.F.Jr. and Bates, G. W. 1974. Mobilization of iron from reticulocyte ghosts by cytoplasmic
agents. Biochem.Biophys.Res.Commun. 58, 787-794

Yamaji, S., Tennant, J., Tandy, S., Williams, M., Singh Srai, S.K., and Sharp, P. 2001. Zinc regulates the
function and expression of the iron transporters DMT1 and IREG1 in human intestinal Caco-2
cells. FEBS Lett. 507, 137-141

Yang, F., Lum, J.B., McGill, J.R., Moore, Ch.M., Naylor, S.L., Van Bragt, P.H., Baldwin, W.D., and
Bowman, B.H. 1984. Human transferrin: cDNA characterization and chromosomal localization.
Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 81, 2752-2756

Yu, J., Zhong Kang, Y., and Wessling-Resnick, M. 1998. Expression of SFT (stimulator of Fe transport) is
enhanced by iron chelation in HeLa cells and by hemochromatosis in liver. J.Biol.Chem. 273,
34675-34678

Yuvaniyama, P., Agar, J.N., Cash, V.L., Johnson, M.K., and Dean, D.R. 2000. NifS-directed assembly of a
transient [2Fe-2S] cluster within the NifU protein. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 97, 599-604

Zerounian, N.R. and Linder, M.C. 2002. Effects of copper and ceruloplasmin on iron transport in the Caco-2
cell intestinal model. J.Nutr.Biochem. 13, 138-148

Zhang, A.S. and Ponka, P. 1997. Microfilament-dependent trafficking of iron into erythroid cell

mitochondria. In: International Symposium Iron in Biology and Medicine, Saint-Malo, Program
and Abstract Book, p. 106

83



1.Uvod 1.10.Literatura

Zheng, L., White, R.H., Cash, V.L., Jack, R.F., and Dean, D.R. 1993. Cysteine desulfurase activity indicates
arole for NIFS in metallocluster biosynthesis. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 90, 2754-2758

Zheng, L. and Dean, D.R. 1994. Catalytic formation of a nitrogenase iron-sulfur cluster. J.Biol. Chem. 269,
18723-18726

Zheng, L., Cash, V.L., Flint, D.H., and Dean, D.R. 1998. Assembly of iron-sulfur clusters. Identification of
an iscSUA-hscBA-fdx gene cluster from Azotobacter vinelandii. J.Biol.Chem. 273, 13264-13272

Ziere, GJ., Kruijt, J.K., Bijterbosch, M.K., and van Berkel, T.J.C. 1996. Recognition of lactoferrin and
aminopeptidase M-modified lactoferrin by the liver: involvement of proteoglycans and the
remnant receptor. Biochem.J. 313, 289-295

Zimecki, M., Mazurier, J., Machnicki, M., Wieczorek, Z., Montreuil, J., and Spik, G. 1991.
Immunostimulatory activity of lactotransferrin and maturation of CD4- and CD8- murine
thymocytes. Immunol.Lett. 30, 119-123

Zomerdijk, J.C.B.M., Kieft, R., Duyndam, M., Shiels, P.G., and Borst, P. 1991. Antigenic variation in
Trypanosoma brucei: a telomeric expression site for the variant-specific surface glycoprotein

genes with novel features. Nucleic Acids Res. 19, 1395-1368

84



2. Cile prace

2. CILE PRACE

1. Zjistit, zda jsou bunky Tritrichomonas foetus a bunky dalSich
anaerobnich prvokii schopny vyuzivat Zelezo =z riiznych
potencidlnich  zdroji  tohoto kovu (laktoferin, transferin,

nizkomolekularni komplexy)

2. Popsat mechanismy, které se uplatiuji pti vstupu Zeleza z téchto

zdroj do buné€k Tritrichomonas foetus

3. Identifikovat hlavni kompartmenty a cilové molekuly v bunkach

Tritrichomonas foetus, do nichZ je zelezo inkorporovano

4. Zjstit, zda schopnost Tritrichomonas foetus ziskdvat zelezo

ovliviuje virulenci tohoto parazita
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4. ZAVER

Vysledky mé prace ptispély k nédsledujicim zavérim:

1. Bunky anaerobnich prvokii jsou schopny v razné mife vyuzivat zZelezo z
laktoferinu, transferinu i z nizkomolekuldrnich komplext. Z experimentli sledujicich
stimulaci rstu a intraceluldrni inkorporaci tohoto kovu vyplyvd, Ze bunky T. foetus
vyuZzivaji pro svij rast Zelezo ze vSech vyse zminénych zdroju, zatimco G. intestinalis a E.
histolytica mohou pokryvat své nutricni pozadavky pouze Zelezem vdazanym v
nizkomolekuldrnim komplexu (Zelezo-nitrilotriacetdt). Rozdilnd schopnost parazitl
vyuZzivat Zelezo z rGznych zdroji je patrné ddna odliSnou lokalizaci v téle hostitele.
Zatimco T. foetus napada predevs$im délohu, délozni hrdlo a vaginu, tedy prosttedi bohaté
zejména na laktoferin a transferin, ve kterém se za urcitych okolnosti mize vyskytovat i
Zelezo v nizkomolekuldarni formé, bunky G. intestinalis a E. histolytica parazituji

v travicim traktu, v némZ se nachazi pfedevSim nizkomolekularni komplexy Zeleza.

2. Bunky T. foetus ptijimaji zelezo z laktoferinu pomoci endocytézy zprostiedkované
receptory. Na jedné buiice je exprimovéno priblizné 1.7 x 10° specifickych vazebnych
mist pro laktoferin (Kd = 3.6 uM.). Komplex hololaktoferin-receptor je nejprve
endocytovén a Zelezo je ndsledn€ uvolnéno intracelularné v endosomdlnim kompartmentu,
kde nizké pH oslabuje vazbu mezi timto kovem a laktoferinem. Po uvolnéni Zeleza z
laktoferinu je protein bunikami recyklovan. Proteolytické Stépeni laktoferinu, které vede k

uvolnéni Zeleza z tohoto proteinu u sav¢ich bunék, nebylo u trichomondd pozorovano.

3. Transferinové Zelezo pfijimaji bunky 7. foetus pomoci mechanismu, ktery je
nezdvisly na specifickych receptorech. Zelezo je nejprve extraceluldrné uvolnéno vlivem
nizkého pH, které je trichomonddami vytvafeno v jejich okoli a vlivem extracelularni
redukce zprostiedkované NADH-zavislou ferrireduktdzovou aktivitou a sekretovanymi
nizkomolekuldrnimi redukénimi agens. Redukované dvojmocné Zelezo je ndsledné
transportovano do cytoplazmy pomoci mechanismu pravdépodobné zprostfedkovaného
specifickymi  membranovymi pifenaseCi. Identickym mechanismem, tj. pomoci
membranovych pienasecl, je patrné absorbovdno také zelezo z nizkomolekularnich

zdrojt.
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4. Hydrogenosomy piedstavuji jeden z hlavnich cilovych kompartmentt, do nichZ je
Zelezo intraceluldrné transportovdno. Tyto organely jsou schopny pii inkubaci s
komplexem Fe-NTA Zelezo u¢inn€¢ akumulovat (360.4 pmol Fe / hod. / mg prot.).
Atomova absorpéni spektrofotometrie prokdzala, Ze ustdlend hladina Zeleza v téchto
organeldch pfi dlouhodobé kultivaci v komplexnim médiu je extrémné vysoka (54.4 nmol
Fe / mg prot.). Pomoci nativni elektroforézy bylo zjiSténo, Ze je Zelezo v téchto organelach
vazano nejmén¢ deviti komponentami. Sekvenace aminokyselin N-termindlniho konce
nejvyraznéjsi slozky vazajici zelezo, proteinu oznaceného ,.band H-I“, prokazala, Ze se
jednd o feredoxin adrenoxinového typu. Vysokd zastoupenost tohoto proteinu v
hydrogenosomu naznacuje, Ze feredoxin nemusi plnit pouze funkci pfenasece elektrond,
jak se pivodné predpokladalo, ale Ze se v hydrogenosomech mize uplatiiovat i pii dalSich

procesech souvisejicich s metabolismem Zeleza.

5. PfestoZe je ustdlend hladina Zeleza v cytoplazmé 4 x niZ$i nez v hydrogenosomech
(13.4 nmol Fe / mg prot.), tento kompartment vykazuje srovnatelnou rychlost akumulace
Zeleza pii kratkodobé inkubaci s Fe-NTA (304.7 pmol Fe / hod. / mg prot.). Analyza
pomoci nativni elektroforézy prokdzala, Ze hlavni slozkou, kterd véaze Zelezo v
cytoplazmé, je LIP (,,pool* labilné vdzaného intraceluldrniho Zeleza). Zelezo vazané v této
sloZce je odstranitelné silnymi chelétory a v buiice je z vétsi ¢asti vdzano na smes molekul
o relativni molekulové hmotnosti 5-30 kDa. U trichomonéad i dal$ich anaerobnich prvokl
zaujima LIP mnohem vétsi ¢ast z celkového mnozstvi Zeleza neZ u savcich bunck Silné
zastoupeni labiln¢ vazaného Zeleza miiZe souviset s nepfitomnosti feritinu u prvokd a
moznym vyuZitim LIPu jako intraceluldrni zdsobdrny Zeleza u této skupiny organismii. V
cytoplazmé bunck T. foetus bylo dédle identifikovdno minimdlné dalSich pét komponent
vazajicich Zelezo, z nichz nejvyraznéjsi byla oznacfend jako ,,band-C*. Studie kinetiky

inkorporace Zeleza do téchto proteint ukdzaly, Ze se jednd o konecné piijemce Zeleza.

6. Mechanismy umoznujici ziskdvat Zelezo od hostitele hraji klicovou roli ve virulenci
Tritrichomonas foetus. Kmen T. foetus KV-1, ktery ma sniZenou schopnost pfijimat Zelezo
z nizkomolekuldrnich komplex1i a transferinu, projevuje pii experimentdlni infekci mysiho
modelu sniZenou virulenci (~5% hladina mortality infikovanych mysi) ve srovnani s

kmenem LUB-1 MIP (~80% hladina mortality infikovanych mysi), jehoZ schopnost
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ziskavat Zelezo ze jmenovanych zdroju je vétSi. ZvySeni dostupnosti Zeleza v prostiedi
hostitele formou intraperitonedlniho podavani nizkomolekuldarniho komplexu Zeleza
mySim ma vSak za ndsledek zvySeni virulenci kmene KV-1 na uroven srovnatelnou s

kmenem LUB-1 MIP.
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