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ABSTRAKT

Zelezo je nepostradatelnym prvkem lidského téla. Jeho hladiny jsou p¥isné kontrolovany.
Pfi naru$eni mechanizmi, které se na homeostize Zeleza podileji, dochazi k riznym
dysfunkcim.

V organizmu se Zelezo vyskytuje jako souddst proteini resp. proteinovych komplexi.
Dosud neni pin€ objasné&no, kolik proteint a jakym zpilisobem se na procesech zpracovéani
Zeleza v buiikach podili.

Cilem moji prace bylo popsat mitochondridlni proteinové komplexy, které obsahuji
Zelezo. V pokusech jsem pro metabolické znaceni jaternich bun€k vyuZivala radioaktivné
zna&ené Zelezo (*°Fe).

Prace s komplexy bilkovin, které Zelezo vazou nekovalentng, vyzaduje velmi Setrné
zachazeni. Proto jsem zvolila takové metody separace bilkovin, které by nenarusily
nekovalentni vazby mezi proteiny a iontem kovu a zachovaly tim integritu proteinového
komplexu s navazanym Zelezem, kterym byly buiiky znaeny. Pokusy jsem provadéla na
modelovych buiikdch jatemi tkané. V prici popisuji mozny vztah mezi jednotlivymi
identifikovanymi proteiny a Zelezem. ProtoZe se Zelezo podili na vzniku volnych radikald,

sleduji také moZny vztah mezi identifikovanymi proteiny a volnymi radikaly.

Kli¢ova slova: Zelezo, pfetiZeni Zelezem, mitochondrie, volné radikaly, proteinové

komplexy, proteomika, hmotnostni spektrometrie



Protein complexes of iron metabolism

ABSTRACT

Iron is an essential element in the human body where his metabolism is strictly controlled.
When mechanisms participating in the homeostasis are disturbed several dysfunctions
occur.

In the organism iron can be found as a component of many proteins or protein complexes.
It is still not completely clear how many proteins participate in iron processing in the
cells.

The aim of my work was to identify mitochondrial iron containing protein complexes. In
my experiments the transport of iron in the cells was monitored by radioactive iron (*Fe).
The work with complex proteins which bind iron by non-covalent bounds requires a very
sensitive handling and mild separation techniques. I used such protein separation methods
which do not break the non-covalent couplings of iron and protein. That way the integrity
of the protein complex with bound and radioactively marked iron was not affected. These
experiments were performed on model liver cells in tissue culture. In my thesis I described
the protein composition of iron-labeled protein complexes and possible relationships
between the identified proteins and iron. Since iron participates in the formation of free
radicals the roles of free radical-protecting enzymes identified in protein complexes are

also discussed.

Keywords: iron, iron overload, mitochondria, reactive oxygen species, protein complexes,

proteomics, mass spectrometry



2. PREHLED O BIOLOGICKEM VYZNAMU ZELEZA

ZE SOUCASNYCH PUBLIKACT.......ccutiremiiiininieeee it ceee st 9
2.1 Fyzikiln& chemické vlastnosti Zeleza...........c..ccceueruineenernincnnieceencennnnn 9
2.2 Zelezo v lidském t8le........cecerueeeirruneersenirinenescnsuessnenessenesssencessneesanee 9
2.3 Prijem Zeleza v Potravé.........ccccevuieiieininiecirierecnncererirensscesssesassacasens 17
2.4 Vstiebavani Zeleza a vstup Zeleza do buné@k..........cccceveiivniiiniiniainrecnnee 18
2.5 Vstup Zeleza do mitochondrii........ccoevveirrniniininniiiniinniiiiiiiiiniecnnnee. 21
2.6 Skladovani Zeleza........ccccueuuierniniiininiieiiiniiiniiniiieciiinieiesiecatacssienmn 23
2.7 Regulace obratu Zeleza v t€le........ccceeeeieieiininrncnnicirrirrercecsaccnscnnsnne 24
2.8 Regulace mnozstvi Zeleza v buiice 26
2.9 Onemocnéni zpisobena nedostatkem ¢&i nadbytkem Zeleza 29
2.10 Nadbytek Zeleza a volné kyslikové radikaly......cccccceevveiinininriincinninnnn 30

3.MATERIAL A METODY ........ccittirieneeicirreeeeeeeeeesssnnsenseesssesessssssnnnsseses 33

3.1 Bunélna limie.....coceeeenieirnniiininiiiniiieieiceriieceresirecessasiccssessnsesssnsmns 33

3.2 Kultivace bunék HepG2.......ccccvviiiniiniiiiiiinncicassiessasesssscsssescssocesosnns 34

3.3 Metabolické zna&eni bunék HepG2 pomoci g YT 34

3.4 Lyza bunék a izolace mitochondrii difereciilni centrifugaci ..................... 34

3.5 Analyza proteinovych komplexii vazajicich Zelezo dvojrozmérnou

nativni separaci — kombinaci kapalinové iontoméni¢ové

chromatografie a nativni elektroforézy........c.ccccoeevvieinieieniiininiecnnnnne 35
3.6 Barveni proteinii v gelu StFibrem.......c.ccceeiieiiiiiiiiiiieiiiieeeceneneceneeenns 36

3.7 Detekce radioaktivné oznadenych proteini v gelu pomoci
fOSTOIMAGErU.....ccuiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiaittiitasetssestesacsssssesscessasssossecnns 36

3.8 Analyza proteinli.......cccceveiuirrininriirriiineiiirneiitetacicreesssressscasssosnn 37
3.8.1 PFiprava proteinovych komplexi pro tandemovou

hmotnostni SPEKIrOMELTii ...........cceeeveeiieininnniieiinnnecasornssncasssencens 37



3.8.2 Analyza peptidi z proteinovych komplexi tandemovou

hmotnostn spektrometrii LC- MS/MS ..........c.cceeieeieiuiiniinineincnncnnes 37
3.9 Koimunoprecipitace bilkovin asociovanych s TfR..........cccccceiuiuieninnnnen.. 39
3.10 Koimunoprecipitace bilkovin asociovanych s VDAC2..........cccccevvnennnnene 39
3.11 Analyza imunoprecipitovanych proteinii pomoci
polyakrylamidové elektroforézy..........ccccovunieninniiiiinieiniiniiniiniennnen. 40
3.12 Western bloting koimunoprecipitovanych proteini za pouZiti
protilatky proti TfR.....ccecuiuuiirniiiirniiiiiiiiiiitiiiitrtieieiacetetcenenen 40
3.13 Western bloting koimunoprecipitovanych proteini za pouZiti
protilatky proti VDAC2.......cccciiiiuiiininircesiesircecieccescrsessercsssscssses 41
RIS TR 0T A0] 210 1111 /AN 41
4. VYSLEDKY A DISKUZE.......cccuueieriuneeeeeeeseenceeeesssnssesesssnnnssssssnnnsnsssson 44
4.1, VYSIEdKY . c.utuuiriiiiniiininiiiiiiiiiuincesaiesaressstesesecsaseressssasssssssessssasssns 44
4.1.1 Identifikované proteiny chromatografické frakce 20,
PPOUZKU A eannnnannnnnnenneieinreereienenesiesesosssesessesssasssssssssssssnsasses 47
4.1.2 Identifikované proteiny chromatografické frakce 21,
J 2772 7 J N 56
4.1.3 Identifikované proteiny chromatografické frakce 22,
PPOUZKU C...oannennnenneneinennierniieienreieeiosesesesssssesacsssssssessssssssnses 66
4.2. Metodické PFiStUPY..cccocuiiriiriiiininniniieccctesscssicrseceesessescsssssesnssnsnes 76
S.SOUHRN....ccitiittitriritiiteteretittittieceseesesesssesscsssesessssssssssssssssssssssssnses 79

6. SEZNAM CITOVANE LITERATURY ......cccotiiieieiiieiieeeereeeneeeeseeseeseesses 81



,,Clovék m4 v sob& Zeleza, Ze by se z toho ukoval hieb, na kterém by se mohl ¢lovék

obésit.“ Bohumil Hrabal, v knize Obsluhoval jsem anglického krale.

1. UVOD

Zelezo je nezastupitelny biogenni prvek, ktery vSak miiZe iniciovat vznik patogennich
volnych radikali. Ty jsou spojovany se vznikem mnoha chorob (viz. déle). Studium
metabolizmu Zeleza v Zivych systémech je kvili fyzikalné-chemickym vlastnostem
Zeleza (existence Zeleza ve dvou oxida¢nich stavech, rychla oxidace Zeleznatych iontd,
téméf nulova rozpustnost trojmocného Zeleza za fyziologickych podminek, tvorba
koordina¢nich komplexti) problematické a vyZaduje specidlni metody pro analyzu
bilkovin obsahujicich Zelezo. Zelezo netvoii v biologickych systémech kovalentni
slouceniny a proto i sebemens$i zména fyziologickych podminek muze vést k uvolnéni
Zeleza z bilkovinného komplexu, ktery je zkouman. Proto je tfeba k jeho studiu vyuZivat

co nejSetrnéjsi techniky.



2. PREHLED O BIOLOGICKEM VYZNAMU ZELEZA ZE SOUCASNYCH
PUBLIKACI

2.1 Fyzikalné chemické vlastnosti Zeleza

Zelezo, chemicka znalka Fe, je kovovy prvek s relativni atomovou hmotnosti 55,845.
Zelezo ma atomové &islo 26 a patii mezi ptechodné prvky, které maji valenéni elektrony
v d-orbitalu. Diky své elektronové konfiguraci ([Ar] 3d64s2 - ma Ctyfi nesparované
valen¢ni elektrony) je Zelezo velmi reaktivnim redoxnim ¢inidlem. V mnoha enyzmech
je 2elezo donorem i akceptorem elektronii. Zelezo se b&Zné vyskytuje ve dvou oxidaénich
stavech: Fe?* a Fe®. Méng& &asto tvofi velmi nestabilni Zelezitity Fe (IV) iont.
P¥i fyziologickém pH je Zeleznaty iont (Fe’*) rychle oxidovan na nerozpustny Zelezity
iont (Fe*").

Zelezo je po kysliku, kiemiku a hliniku &tvrtym nejrozsifenéj$im prvkem na zemékouli.
Vétsina anorganicky vazaného Zeleza se vyskytuje v nerozpustné formé€ oxidi. Pouze
malé mnoZstvi tohoto Zeleza je dostupné pro organizmy, pro které je esencidlnim prvkem.
Zasadni vyznam ma jako kofaktor mnoha biomolekul podilejicich se na transportu
elektroni i jako stavebni prvek fady proteinti. Jako katalyzator vzniku volnych radikalt

ma Zelezo vyznam v patofyziologii mnoha chorob.

2.2 Zelezo v lidském téle

Lidské télo obsahuje asi 4-5 gramii Zeleza. Jeho mnozZstvi zaleZi na télesné vaze a na po-
hlavi. Zelezo se v organizmu vyskytuje jako souést biologicky aktivnich molekul nebo
v zasobni formé€. Volna forma Zeleza je pro buiiky toxicka (CHENG et al. 2005). Nejvétsi
mnoZstvi biologicky aktivniho Zeleza v lidském téle je vazdno v hemoglobinu &ervenych

krvinek, kde se G¢astni na pfenosu kysliku (Obr. 1).



Obrazek 1: Struktura hemoglobinu.
(http://www.monroecc.edu/depts/pstc/backup/heme.gif)

Hemoglobin je bilkovina sloZena ze Etyf polypeptidovych fetézct (podjednotek), z nichz

kazdy vaze jednu molekulu hemu.

Hem je pevné vazana, neproteinova molekula, kterd slouzi jako prostetickd skupina
mnoha riznych hemoproteind (napf. hemoglobinu, myoglobinu, cyklooxygenazy,
katalazy, peroxidazy, cytochromi) (LUTTON et al. 1991). Hem je slozen z
protoporfyrinu IX a iontu Zeleza.

Porfyrin je planamni struktura &tyf pyrolovych kruhti, propojenych methinovymi mustky

v tetrapyrolovy kruh, ke kterému jsou pfipojeny rizné postranni fetézce (Obr. 2).

Obrazek 2: Struktura porfyrinu.
(http://semicrystalline.wordpress.com/)
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Metaloporfyrin hem vznika koordina&ni vazbou Fe** do centra pyrolového kruhu (Obr.
4). Reakce pfi niz dochazi k inkorporaci Zeleza probiha v mitochondriich u€inkem
enzymu ferochelatizy (jinak také nazyvana hemova syntaza). Ke &tyfem dusikim
v centru kruhu je vazan jeden atom Zeleza, pata a Sesta koordinacni vazba Zeleza je
namifena kolmo kroviné¢ tetrapyrolového kruhu a pomaha vytvafet spole¢né
s postrannimi fetézci na tetrapyrolovém kruhu komplexy hemu s bilkovinami a vazat
molekuly kysliku. Biosyntéza hemu probiha z&asti v matrix mitochondrie a zasti

v cytoplazmé buiiky.

Obrazek 3: Struktura hemu.
(http://www.roselab.jhu.edu/~raj/Research/Hemo/images/porph.gif)

Legenda k obrazku 3:
Uhlikové atomy jsou zabarveny Sed€, kyslikové atomy Cervené, atomy dusiku modie

a Zlut€ je na obrazku znazoméno Zelezo.

Ptenosu kysliku se u€astni i transportni bilkovina myoglobin (Obr. 4). Myoglobin je

globulari hem syntetizovany v kosternim a srde¢nim svalu.
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Obrazek 4: Struktura myoglobinu.
(http://www .brooklyn.cuny.edu/bc/ahp/SDPS/graphics/MyoGlobin.GIF)

Myoglobin heme
(carrys the oxygen)

Myoglobin je protein slozeny z jednoho polypeptidového fetézce, ktery je poskladan

okolo hemu.

Vkrvi je Zelezo navazano na sérovy transportni protein tramsferin (Tf) (Obr. 5).
Transferin je glykoprotein o velikosti 80 kDa s N-terminalni a C-terminalni koncovou

rwr 1

doménou vazici trojmocné Zelezo.

Obrazek 5: Transferin s navazanymi atomy Zeleza.

(http://pubpages.unh.edu/~ndc/Itffe2.GIF)

Legenda k obrazku 5:
Transferinova molekula ma dvoudoménové uspofadani. Do kazdé domény vaze jeden ion

trojmocného Zeleza (Cervené kolecko).
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Molekula transferinu je stavbou, sloZzenim a schopnosti vazby Fe podobna ovotransferinu
u ptakti (WILLIAMS et al. 1982), laktoferinu u savei (MAZURIER 1983) a melano-
transferinu, ktery je produkovan bufikami nddoru zvaného melanom (BROWN 1982).
Transferin udrzuje Zelezo v ob&hu a ptivadi ho ke tkanim. Dalsi vyznam vazby Zeleza na
transferin spo¢iva v ochrané pied toxickym uéinkem volnych ionti Zeleza. Prijem
transferinového Zeleza do buriky je zprostfedkovan receptory (KAPLAN et al. 1991,
STURROCK et al. 1990, BASSET et al. 1986).

Celkovy sérovy transferin je normalné nasycen Zelezem z jedné tfetiny. P¥i vysyceni
vazebné kapacity sérového transferinu se v séru zvysuje zastoupeni netransferinového
Zeleza.

Zelezo nenavazané na transferin tvofi vséru nizkomolekuldmi komplexy s mnoha
ligandy, naptiklad aminokyselinami, organickymi kyselinami a podobné. Soudi se, Ze vy-
znamnym ligandem pro takové Zelezo je citrat (GROOTVELD et al. 1989). Této
vlastnosti jsem vyuzila pfi metabolickém zna¢eni buné€k linie HepG2 pomoci komplexu
“Fe/citrat. Tento komplex je vyuZivan jako nastroj pro studium pijmu Zeleza
nenavazaného na transferin (in vitro jsou nékteré typy bun€k schopny Zelezo pfijmout
i vkomplexu s askorbatem, kyselinou nitriltrioctovou anebo jako komplex citrat
zelezitoamonny (RICHARDSON a BAKER 1992). Podle kinetiky vstupu
netransferinového Zeleza do bunék je pravdépodobné, Ze se jedna o specificky
pfena$ecovy systém (STURROCK et al. 1990).

Jatemi buiiky obecné pfijimaji transferinové Zelezo pouze v omezeném mnoZstvi, proto
je uc¢inngjsi buriky metabolicky znadit pomoci citratového Zeleza. Citratové -
netransferinové Zelezo zaruCuje, Ze Zelezo zistane b&hem znafeni bunék v médiu

i v butikach v monoinické podobé.

Transferin s navazanym Zelezem, holotransferin, se vaZe na transferinovy receptor, ktery
je soudasti bunééné membrany.

Transferinovy receptor (TfR) je membranovy protein, ktery se sklada ze dvou
monomerd spojenych disulfidlovym mistkem. Kazdy znich ma vazebné misto pro
transferin. Nejvys$$i afinitu ma receptor k transferinu piné saturovanému Zelezem.
Hladina Zeleza v buiikach je regulovdna mirou exprese membranového transferinového

receptoru. Buiika tak reaguje na potfeby pfijmu Zeleza, ktery je ovliviiovan rychlosti
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déleni bunék a také zvlastnimi metabolickymi potfebami buiiky, jako je napf. produkce
hemoglobinu.

Komplex transferinového receptoru a transferinu s navdzanym Zelezem se receptorem
zprostiedkovanou endocytdzou dostdva do endozomu, kde se Zelezité ionty uvolfiuji
do kyselého prostiedi endozomu (Obr. 6). Kyselé prosttedi endozomu vyvola
konformaéni zménu transferinového receptoru a Zelezité ionty se uvolni z transferinu
(BALI et al. 1991a, 1991b, BALI a AISEN 1991, 1992, SIPE a MURPHY 1991).
Zelezité ionty se posléze, diky kyselému prosttedi endosomu a proteinu Steap3
(KNUTSON 2007), redukuji na Zeleznaté, které vaze membranovy prenaSe¢ Zeleza
(DMT-1 - divalent metal transporter). DMT-1 je dile miZe transportovat ven z
endozomu (do cytplazmy). Transferin, nyni zvany apotransferin, vSak zlistivad vazany na
transferinovy receptor a spole¢né€ putuji k povrchu buiiky, kde dochazi k uvolnéni

apotransferinu cely cyklus se opakuje.

Obrazek 6: Internalizace extracelulirniho Zeleza do endozomu pfes Tf-TfR komplex.

(http://www.chem.duke.edu/~alc/labgroup/tf files/image002.jpg)

Ferritin 1

i Nonerythroid
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Hemosiderin j

Cytopiasm

Zelezo se zendozomu miZe dostat i do dalsich organel (mitochondrii,
endoplazmatického retikula). K pfenosu dochazi pravdépodobné pftimym kontaktem mezi
endozomem, organelou nebo (apo)metaloproteinem pies transferinovy receptor.

Transferinovy receptor se vSak na povrchu endozomu nevyskytuje samostatng, ale
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v komplexu s dal§imi proteiny. Pravdépodobné se zde vyskytuje kanal, kterym je Zelezo
k organelam dopravovano. Jednou z moznosti je, Ze by timto kandlem mohl byt protein

DMT-1.

Déle se zde mohou vyskytovat dal$i proteiny souvisejici s metabolizmem Zeleza
(Obr. 23).

V okamziku, kdy se Zelezo uvolni z transferinu, stiva se volnym Zelezem, které, pokud
neni nalezit¢ chranéno, miZe buiiku ohroZovat tvorbou hydroxylovych radikald.
Je mozZné, ze se zde vyskytuje pravé enzym katalaza se svymi antioxidaénimi u¢inky,
aby buiiku chranil pfed poskozenim volnymi radikaly.

Funkce transferinového receptoru je ovliviiovana dalSimi bilkovinami, napf. proteinem
HFE (viz. kap. 2.9). HFE je molekula patfici k MHC molekulam I tfidy, ktera interaguje
s alfa 2-mikroglobulinem a tvofi komplex s transferinovym receptorem. Kdyz buriky
exprimuji HFE, afinita transferinového receptoru k transferinu se snizuje (FEDER et al.
1998, GROSS et al. 1998). SniZena afinita transferinového receptoru k transferinu je
zpisobena kompetici mezi HFE a transferinem o pirekryvajici se vazebnad mista
na transferinovém receptoru (LEBRON ezal. 1998, LEBRON et al. 1999, LEBRON
a BJORKMAN 1999). Bylo dokazano, Zze HelLa buiiky exprimujici HFE maji sniZzené
hladiny Zeleza (GROSS et al. 1998, CORSI et al. 1999, RIEDEL et al. 1999, ROY et al.
2002). Pri¢inou sniZzeného obsahu Zeleza v burikach je sniZzeny ptijem Zeleza do bun€k

zprostiedkovany transferinem (ROY et al. 1999).

Kromé hemoglobinu, myoglobinu a transferinu je Zelezo také obsazeno ve velkém poctu
dalsich bilkovin. Jednu skupinu tvofi enzymy obsahujici Fe ve struktufe hemu. Jsou
to pfedev§im mitochondridlni cytochromy, které se ucastni procesu oxidativni
fosforylace, dale jsou to cytochromy v endoplazmatickém retikulu (cytochrom P450
a cytochrom b5), které se ucastni detoxikace léki, kancerogenl a nékterych xenobiotik
(latek télu cizich).

Dalsi skupinu tvofi enzymy v nichz je Fe svazano s atomy siry, tzv. Fe-S proteiny. Tyto

bilkoviny obsahuji ve své molekule prostetickou skupinu sloZenou z Zeleza a siry ([Fe-S]

klastr).
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[Fe-S] klastr je struktura, kterd miize mit v proteinech odlisnou podobu, nej¢astéji se viak
vyskytuje ve formé& 2Fe-2s anebo 4Fe4S (Obr. 7). Proteiny obsahujici [Fe-S] klastry se
(bakterialni nitrat reduktaza, formiat dehydrogenaza, fumarat reduktaza, glutamin PRPP
amidotransferaza, hydrogenaza, metan monooxygenaza, NADH: ubichinon reduktaza,
ftalat dioxygendza reduktdza, sukcinat dehydrogendza, sulfid reduktiza a xantin
dehydrogenaza, hydrolyazy (akonitiza) a proteiny podilejici se na pfenosu elektront
(feredoxiny, Rieskeho proteiny, rubredoxiny).

V eukaryotickych buiikdch probiha sklddéani [Fe-S] klastri v mitochondriich. Tvorba [Fe-
S] klastri je zprostfedkovana aparatem skladajicim se z komplexu alespoii deseti
proteind. Tento komplex obsahuje enzym cystein desulfarazu, ktera poskytuje siru jako
zakladni stavebni kimen biogeneze klastru, bilkovinu feredoxin, dva chaperony, protein
Isul a cystein desulfardizu Nfsl. Aparat syntézy mitochondridlnich [Fe-S] klastri
nesestavuje pouze mitochondridlni [Fe-S] proteiny, ale také se podili na tvorbé extra-
mitochondrialnich [Fe-S] proteini (JOHNSON et al. 2005). Proteiny obsahujici [Fe-S]
klastr hraji dilezitou roli v pfenosu elektronti, v regulaci genové exprese a v dalsich
procesech. Mezi mitochondridlni enzymy s [Fe-S] klastrem patfi nékteré enzymy
dychaciho fetézce (komplex I, II a III), ferochelatiza (syntéza hemu) a enzymy
citritového cyklu (akonitdza, sukcinat dehydrogendza). Také IRP1 a IRP2, proteiny
ucastnici se regulace vstupu Zeleza do bunék ovliviiovanim transkripce transferinového

receptoru (viz. dale), obsahuji [Fe-S] klastr.
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Obriazek 7: Struktura vybranych Fe-S klastrii v proteinech elektronového
transportu.
(http://www.nature.com/nchembio/journal/v3/n5/images/nchembio0507-243-F1.jpg)

Legenda k obrazku 7:
2Fe2S (modie) a 4Fe4S klastr (zelené).

[Fe-S] klastry pfijimaji a odevzdavaji jeden elektron v procesu transportu elektronu.

Vyse zminéné metaloproteiny tvofi pouze malou ¢ast bilkovin, na které se Zelezo vaZze.
Zelezo se miZe vazat na proteiny i jinymi typy vazeb neZ je vazba pies hem a [Fe-S]
klastry. Ty se vyskytuji napf. u ribonukleotid reduktazy, lysyl a prolyl oxidazy a mnoha

dal$ich enzymii.

2.3 Prijem Zeleza v potravé

Z celkového obsahu Zeleza v potravé vstfeba dospély ¢loveék asi 1,2 mg Zeleza denné.
Zelezo je ptijimano jako hemové (vazané v molekule hemu) a nehemové (Zelezo
nehemov€ vézané na proteiny anebo Zelezo vazané na nizkomolekuldmi latky).
Schopnost vazat nehemové Zelezo maji i aminokyseliny pfitomné v natravené potravé.
Vazba Zeleza na tyto aminokyseliny je zavisla napH (SIMPSON a PETERS 1987).
Hemové Zelezo je vysoce biologicky dostupné. Jeho zdrojem je maso, vyskytuje se také
ve vnitinostech (jatra, srdce, ledviny). V priimyslové vyspélych zemich tvofi hemové
zelezo az tfetinu celkového mnozstvi Zeleza ziskaného z potravy (BEZWODA et al.

1983). Hemové Zelezo je pravdépodobné pfijimano slizniénimi butikami prostfednictvim
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specifického hemového receptoru a jeho naslednou endocytézou. Na vstfebani tohoto
Zeleza se dale podili hemova oxygenaza, ktera vystépi zelezo z komplexu Zelezo-hem.
Nehemové Zelezo se vyskytuje v potravinach jak Zivo¢i$ného plivodu, tak i v potravinach
ptivodu rostlinného (SCZEKAN a JOSHI 1987, THEIL 2004).

V Zaludku je vétSina Zeleza z metaloproteini uvolnéna a rozpousténa diky kyseliné
chlorovodikové, ktera je soudasti Zalude€nich $t'av. Absorpci také podporuje vitamin C,
ktery napomaha udrzet zelezo v rozpustném stavu.

Kromé& kyseliny askorbové se idalsi organické kyseliny, jako napf. kyselina citronova

a mlééna, podileji na vstiebavani nehemového Zeleza z potravin.

Kromé latek, které podporuji vstiebavani nehemového Zeleza, zname i latky, které jeho
vstfebavani potlacuji. Patfi mezi né fytaty (nachazeji se napf. v ryzi, obilnych semenech,
fazolich, ovesnych vlo€kach), polyfenoly (obsazené v ¢aji a kavé), soli vapniku, fosforu,

oxalaty (napf. ve $penatu) a vlédkniny.

2.4 Vstiebavani Zeleza a vstup Zeleza do bunék

Zelezo se vstfebiava ve dvanactniku a hornim laéniku, kde piechazi ze stfeva
do enterocyti.

Nehemové Zelezo je prenaseno pies apikdlni membranu builkky prostfednictvim
membranového pienase¢e DMT-1 (ANDREWS 1999). Pied absorpci Zeleza musi byt
zelezité ionty redukovany na Zeleznaté ionty. Jednim zenzymi zodpovidajicich
za redukci iontl Zeleza je duodenalni cytochrom-b reduktaza (Dcytb) (GUNSHIN et al.
2005).

V enterocytu vytvafi Zelezo uvolnéné z hemu nebo Zelezo vnesené transporterem DMT-1
intracelularni zasobu Zeleza. Zelezo se uvnitt buiiky vaZe na nizkomolekulami chelaty
nebo se stdva soucasti chaperonovych proteint, které Zelezo dale transportuji.

Pfenos pfes bazolaterdlni membrinu vyzaduje souhru minimalné¢ dvou proteind,
feroportinu, ktery slouzi jako ptrenase¢ (ABBOUD a HAILE 2000, DONOVAN et al.
2000, 2006; HENTZE et al. 2004) a hefaistinu, membranového enzymu, ktery Zelezo
oxiduje z jeho Fe** formy na Fe** a tim usnadiiuje pfestup zeleza z buiiky do krve
(CHEN et al. 2004, VULPE et al. 1999). Mnozstvi feroportinu na bazolateralni
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membrané enterocytu je nepfimo imérné hladiné peptidového hormonu hepcidinu, ktery
snizuje resorpci Zeleza ve stfevé (viz. kap. 2.7 a obr. 11). Navazani hepcidinu na
feroportin vede k internalizaci a degradaci feroportinu (NEMETH et al. 2004).

Vsttebavani Zeleza enterocytem je piehledn€ zndzornéno na obrazku 8.

Obrizek 8: Vstiebavani Zeleza enterocytem.

Legenda k obrazku 8:

Nehemové Zelezo je po redukci trojmocného Zeleza (F e’* na dvojmocné Fe?") enzymem
ferireduktdzou (reductase), vychytavano enterocytem ve dvanactniku (McKIE et al.
2001). Identita tohoto proteinu neni dosud znama. Jednim z kandidati pro tuto funkci je
duodenalni protein Dcytb (GUNSHIN et al. 2005). Po redukci je Fe?* iont transportovan
do cytoplazmy tmasportérem DMT-1. Hemové Zelezo (Heme) je vazano na receptor
HCP-1 (HCP-1), internalizovano spole¢né s receptorem a uvolnéno z hemu enzymem
hemovou oxygenazou (HO-1). Cast Zeleza miize &4st Zeleza vytvafet tzv. labilni fond
zeleza (LIP-,labile iron pool®“). Podle nékterych nazori je LIP smés organickych

komplext Zeleza, které difunduji v cytozolu (napi. citrat-Fe, ATP-Fe, aminokyseliny-Fe
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a dal8i) (VYORAL et al. 1992). Podle jinych minéni miiZe byt Zelezo pfenaSeno ptimym
kontaktem mezi jednotlivymi proteinovymi komplexy (Obr. 10).

Zelezo je ptenaseno pres bazolaterilni membranu enterocytu bilkovinou feroportinem
(FPN-I). Zeleznaté ionty jsou oxidovény hefaistinem (Hp) na Fe’* a poté navaziny
na transferin (Tf) a transportovany do krve (obrizek pfevzat z publikace DUNN et al.
2007).

Zelezo navazané na transferin vstupuje do bunék pies povrchové receptory pro transferin
Obr. 6). Transferinové receptory se nachazeji na vSech buiikach, nejvice je jich viak na
prekurzorech &ervenych krvinek. Komplex transferinu s Fe** je vychytavan na TfR
prekurzorii ¢ervené krevni fady, ve kterych se Zelezo stava soucasti hemu a podili se
na pfenosu kysliku hemoglobinem. Navéazany transferin je spole¢né s receptorem
endocytovan (HENTZE et al. 2004). Z endozomélnitho vacku je Zelezo exportovano
pomoci DMT-1. Protoze DMT-1 transportuje Fe*', musi byt uvnitf endozomu Zelezo
enzymaticky redukovano. V buiikdch ¢ervené krevni fady je touto reduktazou protein
Steap3 (OHGAMI et al. 2005). Schéma vstupu Zeleza do prekurzorti ¢ervenych krvinek

je znazornéno na obrazku 9.

Obrazek 9: Vstup Zeleza do bunék pres transferinovy receptor a intraceluldrni

transport Zeleza v prekurzorech &ervenych krvinek (Erythroid precursor).
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Legenda k obrazku 9:

Transferin s navazanym Zelezem vytvafi komplex s transferinovym receptorem (Tf~-TfR1
Complex) a jsou spole¢né internalizovany. V endozomu piisobenim snizeného pH (H+) je
Zelezo uvolnéno ztranferinu a redukovano enzymem Steap3 (Steap3) na Fe**.
Endozoméini vacky jsou nasmérovany k mitochondriich (Mitochondria) ptisobenim
proteinu Secl5/1 (Secl5/1) a exportovany z endozomu transportérem DMT-1 (DMT-1).
Kontakt endozomu a mitochondrie je znazomén na obrazku 22. Komplex transferin-
transferinovy receptor je navricen na membranu a transferin uvolnén z vazby (obrazek

prevzat z publikace DUNN et al. 2007).

2.5 Vstup zeleza do mitochondrii

Piesny mechanizmus vstupu Zeleza do mitochondrie zatim neni znam.

Jednou z moznosti, jak se Zelezo dopravuje k mitochondrii, je difuze. Takovad forma
difuzibilniho transportu Zeleza se nazyva LIP (viz. legenda k obr. 8). Zelezo by se mohlo

dostavat do mitochondrie volnou difuzi pfes mitochondridlni membranu.

Dal§i z moZnosti je vstup Zeleza sméfovanim a té€snym kontaktem endozomalni
membrany s vné€j§i membranou mitochondrie. V tomto piipadé by se Zelezo
k mitochondrii dostavalo diky bilkovinnému komplexu obsahujicimu transferinovy
receptor s navazanym Zelezem (VYORAL a PETRAK 1998, PONKA 1997). Tato
moznost je znazoména na obrazku 10. Z endozomi se Zelezo dostdva do cytozolu,
endoplazmatického retikula, Golgiho aparatu, jadra i mitochondrii. V mitochondriich je

Zelezo vyuzito pii syntéze hemu a [Fe-S] klastri (HENTZE et al. 2004).

Podle ,kiss and run“ teorie, dochazi ke kontaktu mitochondrie s endozomem vytvofi
pfechodny komplex (PONKA 1997). V momentu pfiblizeni membran miize dochazet
k pfenosu Zeleza diky transferinovému receptoru a dal§im, dosud neidentifikovanym,
bilkovinam (X, Y) na endozomalni membrané (Obr. 22). Mohlo by téz dochazet

ke splynuti obou membran.
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Obriazek 10: Kontakt endozomu a mitochondrie.

ENDOZOM

Legenda k obrazku 10:

Na obrazku je vyznaen kontakt mitochondrie a endozomu spole¢né s proteinovym
komplexem (X, Y, TfR), ktery by se mohl tvofit mezi obéma membranami. Tento
proteinovy komplex by mohl obsahovat fadu bilkovin, kterou se nam podafilo

koimunoprecipitovat spole¢né s transferinovym receptorem (Obr. 22).

Mezi neznamé proteiny komplexu (X, Y) by mohly patfit napf. Steap proteiny. Steap
proteiny jsou endozomalni reduktizy kovi (Zeleza a médi) (OHGAMI et al. 2006,
KNUTSON 2007). Reduktazy kovii redukuji Zelezo ze stavu Fe** na Fe?*, aby mohlo byt
pfenaSeno pfes membrany. Steap reduktazy tak stimuluji pfijem Zeleza do buné&k
(OHGAMI et al. 2006). Steap proteiny se vyskytuji v plazmatické membranéa a v endo-
zomech. Steap2, Steap3 a Steap4 obsahuji ve své struktufe N-terminalni
oxidoreduktizovou doménu s motivem vazjicim NAD(P)H, které slouzi jako donor
elektroni transmembranového elektronového pienosu. Protein Steap2 se hojné vyskytuje
v tkani produkujici mozkomi$ni mok (choroid plexus), Zaludku a tenkém stfevé. JelikoZ
Jje Zelezo je v té€chto tkanich vstfebavano, zda se, Ze protein Steap2 mé vliv na miru jeho
dostupnosti pro tyto tkan€ a podporuje jeho vstiebavani. Protein Steap3 je dulezity pro
udrzovani homeostizy Zeleza u &ervenych krvinek (OHGAMI et al. 2005). Steap4
protein je hojné exprimovan v placenté. Steap proteiny jsou také schopny zvysit pfijem
netransferinového Zeleza v situacich prebytku Zeleza (opakované transfize,

hemochromato6za). To nasvé€d€uje tomu, Ze tyto proteiny mohou hrat dilezitou roli i pfi
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onemocnénich zplisobenych pfetizenim organizmu Zelezem. Dal$im proteinem patficim
mezi Steap proteiny je protein Steapl, ktery sice kolokalizuje s transferinem i transfe-
rinovym receptorem, ale Zelezo neredukuje a ani se nepodili na jeho pfijmu. Stejn€ jako
proteiny Steap2, Steap3 a Steap4, i tento protein prochdzi membranou a vaze hem. Je
také mozné, Ze funguji-li ostatni Steap proteiny jako heteromultimery s proteinem

Steapl, pak Steap]l miZze upravovat jejich aktivitu nebo lokalizaci.

Mezi dalsimi proteiny bilkovinného komplexu, podilejictho se na pfenosu Zeleza
z endozomu do mitochondrie, by mohly byt napf. proteiny DMT-1 a Sec proteiny (viz.
legenda k obrazku 9).

2.6 Skladovani Zeleza

Zasobni Zelezo tvofi 15-20% celkového Zeleza v lidském téle. Hlavni zasobarmou Zeleza
pro organizmus jsou jatra. Zasobni Zelezo je rezervou, kterd miize byt, v pfipad€ potieby
organizmu, mobilizovana. Zelezo je v jatrech uloZeno pfedeviim ve formé feritinu a he-
mosiderinu. Feritin je koplexem bilkovinné slozky apoferitinu, multimeru sloZzeného z 24
podjednotek, a Zelezitych iontd (Obr. 11) (CRICHTON 1971). Obsah Zzeleza
uskladnéného ve feritinu kolisa podle celkového obsahu Zeleza v organizmu. Feritin

uvoliiuje Zelezo po jeho redukci na dvojmocny iont.
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Obrazek 11: Struktura feritinu.

(http://www javeriana.edu.co/Facultades/Ciencias/neurobioquimica/libros/perinatal/ferriti

nl.jpg)

iron stored
as mineral
inside ferri

Legenda k obrazku 11:

Uprostfed molekuly feritinu je zobrazeno Zelezo.

Feritin piisobi na tvorbu volnych radikali, které hraji dileZitou roli v degenerativnich
buné&nych procesech a také plisobi na tvorbu neurotransmiteru glutamatu (DAVALOS
et al. 2000), ktery je béhem nervového pienosu recyklovan glutamat dehydrogenazami.
Tyto dehydrogenazy patii mezi proteiny, které byly v této praci také identifikovany (viz.
kap. 4.1.2).

Nahromadénim feritinovych molekul vznikaji nerozpustnd granula hemosiderinu.
Hemosiderin je pravdépodobné degradovanou formou feritinu (bliz$i znalosti chybi).

Zelezo uloZené v hemosiderinu jiz mobilizovatelné neni.

2.7 Regulace obratu Zeleza v téle

Hladina Zeleza v téle je regulovana na drovni absorbce Zeleza v tenkém stfevé a recy-
klovani zeleza z makrofigi (HENTZE et al. 2004). Regulaci hladin Zeleza v téle fidi
antimikrobidlni peptid hepcidin. Hepcidin je produkovan téméf vyhradné v jatrech.
Vyskytuje se ve tfech forméch. Podle délky aminokyselinového fetézce jsou oznaceny:
hepcidin 25, hepcidin 22 a hepcidin 20. VSechny formy hepcidinu vznikaji z jednoho
spoleéného prekurzoru dlouhého 84 aminokyselin. Po odstépeni signalniho peptidu je
transportovan skrz jatemi bazolaterdlni membranu do krevniho fecist€. Na povrchu bunék
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(enterocytd, makrofiagh a hepatocytii) interaguje hepcidin s transmembranovym
exportnim kanilem pro Fe?* feroportinem a zplsobuje internalizaci a degradaci
feroportinu. Hepcidin zamezuje uvolfiovani Zeleza z enterocytli, makrofagti a hepatocyti
(KNUTSON 2005, NEMETH 2004, KNUTSON 2003). Vliv hepcidinu na tok Zeleza
z enterocytli, hepatocyti a makrofiagh je zobrazen na obrazku 11. ZvySena hladina
hepcidinu vede k sideropenické anemii. SniZzena hladina hepcidinu vede k pfetizeni
organizmu Zelezem. Hladina hepcidinu se zvySuje také pfi zanétech a infekcich (GANZ
2003) a nadorovych onemocnénich (WEINSTEIN 2002). V téchto stavech zpisobuji
zvy$ené hladiny hepcidinu pokles Zeleza v krvi a snizuji tak dostupnost Zeleza pro
organizmy vyvoldvajici infekci a pro nadorové buiiky. Soudi se, Ze hladina hepcidinu je
alespori ¢aste¢né regulovana proteiny HFE, hemojuvelinem a TfR2, tj. proteiny jejichZ

geny jsou mutovany u vrozenych chorob s nadbytkem Zeleza v téle.

Nebyl nalezen zadny vyznamny fyziologicky mechanizmus fizené exkrece Zeleza. Ptijem
Zeleza z potravy je kompenzovan jeho ztrdtou zpisobenou odlupovanim pokozky a odi-
ranim slizniénich povrchi, véetné vystélky gastrointestinalniho traktu. Kazdy den tak
télo pfijde asi o 1-2 miligramy Zeleza (CHUNG et al. 2003). U menstruujicich Zen pak
dochazi ke ztraté Zeleza jest¢ béhem menstruace, kdy denni bytek vzroste az o dalsi
2 miligramy (BOTHWELL a CHARLTON 1982).
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Obrizek 12: Vliv hepcidinu na tok Zeleza z enterocyti, hepatocyti a makrofagi.
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Legenda k obrazku 12:

(A) Zelezo je redukovano DcytB proteinem a transportovano pfes membranu
kartackového lemu enterocytu pomoci DMT-1. Z enterocytu je Zelezo transportovano
proteinem feroportinem/Iregl a vaze se na cirkulujici protein transferin. V makrofazich
a hepatocytech je Zelezo uvoliiovano z feritinu a transportovano pfes bunécnou

membranu proteinem feroportinem/Iregl a také se vaze na cirkulujici protein transferin.

(B) Na povrchu buiikky se hepcidin véaze na protein feroportin/Iregl, coz zplsobi
internalizaci komplexu hepcidin/feroportin. V lyzozomech poté dojde k degradaci tohoto
komplexu. Tok Zeleza z enterocyti, hepatocyti a makrofigi do krve je blokovan
a zpusobuje sniZeni koncentrace Zeleza v séru (VYORAL a PETRAK 2005).

2.8 Regulace mnozstvi Zeleza v buiice

Buriky jsou ohroZeny nedostatkem Zeleza ale i jeho nadbytkem, ktery podporuje vznik
kyslikovych radikali a oxidativni po§kozeni. Buiiky tedy reguluji vstup Zeleza a ukladani
Zeleza v burikach nékolika mechanismy. Buriky monitoruji intracelulami hladinu Zeleza
a ovliviluji mnozstvi transferinovych receptori na povrchu bunék a hladinu

intraceluldrniho feritinu. Exprese obou proteind je regulovana posttranskripéné

26



(CRICHTON 1998, PONKA et al. 1998, THEIL 1998). Je-li v buiice dostatecné
mnozZstvi Zeleza, vytvaii se [Fe-S] klastry cytoplazmatické akonitdzy a enzym vykazuje
akonitazovou aktivitu (kovertuje citrit na izocitrat). Pfi nedostatku se Zelezo uvoliuje
z [Fe-S] klastri cytoplazmatické akonitazy slouzi jako cytoplazmaticky regulaéni protein
1 (IRP-1 - iron regulatory protein) se schopnosti vazat se na RNA. IRPs reaguji se
specifickou vlasenkovou oblasti, oznaovanou jako IRE (iron responsive element),
v 5'nepiekldadané oblasti mRNA pro feritin a v 3'nepfekladané oblasti mRNA pro
transferinovy receptor. Uginek navézani na mRNA se lidi podle toho na jakou &ast
mRNA se IRP-1 vaze. Pii vazbé IRP-1 na 5'neprekladanou oblast dochazi k supresi
translace blokovanim vazby ribozomalnich podjednotek na mRNA pro feritin a pfi vazbé
IRP-1 na 3'neptekladanou oblast dochazi k zesileni translace prodlouZenim Zivotnosti
mRNA pro transferinovy receptor (HAILE et al. 1989). Kromé IRP-1 je znam jest¢ IRP-
2, ktery mé stejnou funkci, zvysit hladinu Zeleza v buiice, ale neni ovliviiovan tvorbou
[Fe-S] klastrii. Pti nadbytku Zeleza v buiice je IRP-2 proteolyticky rozstépen.

V regulaci pfijmu nehemového Zeleza slizni€nimi butikami se uplatiiuje nepfimo sérovy
transferin a transferinovy receptor na bazolaterdlni membrdn€ entrocyti. Informace
o hladin¢ Zeleza v téle se promitd do mnozstvi aktivnich enzymu na apikalni membrané
enterocytu, ¢imz je regulovano mnoZstvi absorbovaného Zzeleza (LOMBARD et al.

1997).
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Obrizek 13: Posttransla¢ni kontrolni mechanizmy hladiny Zeleza v buiice.
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Jako odpovéd’ na vyssi hladinu Zeleza zvySuje buiika syntézu feritinu, aby mohla vyvazat
piebyte¢né Zelezo a soucasn€ inhibuje syntézu transferinovych receptori, aby méné
Zeleza vstupovalo do buriky pfes plazmatickou membranu.

Oba mechanizmy jsou regulovany akonitdzou, kterd rozpoznava vlasenkovité struktury
v sekvenci mRNA pro feritin a pro transferinovy receptor.

Navazani Zeleza na akonitdzu uvoliiuje protein z vazby na mRNA. ProtoZe transferinovy
receptor a feritin maji opacny vliv na intracelularni hladinu Zeleza, ma i navazani
akonitdzy na mRNA rizny efekt.

Pfi nedostatku Zeleza navazani akonitazy na 5'-UTR oblast mRNA pro feritin blokuje
iniciaci translace. Navazani akonitdzy na 3'-UTR mRNA pro transferinovy receptor
prodluZuje Zivotnost mRNA blokovanim endogenniho $tepného mista pro endonukledzy

(endonukleézy nejsou do obrazku zakresleny).

28



2.9 Onemocnéni zpisobena nedostatkem ¢&i nadbytkem Zeleza

Pfi naru$eni mechanizmii, které se na homeostaze Zeleza podileji, dochazi k rliznym

onemocnénim vlivem nadbytku nebo nedostatku Zeleza v téle. Pfetizeni organizmu
Zelezem miize byt podminéno genetickym defektem (dédi¢na hemochromatéza) nebo
zvy$enym piijmem Zeleza (napf. u pacientli zavislych na transfuzich).

Dédi¢na hemochromat6za je onemocnéni, které vznika nadmémym vstfebavanim zeleza
ve dvanactniku a v tenkém stfevé, jeho nahromadénim v riznych tkanich a organech
(jatra, zlazy s vnitini sekreci, srdce) a jejich naslednym poskozenim. Lidé s vrozenou
hemochromatézou maji nékolikanasobné vyssi hladinu Zeleza v organizmu, protoZe
potravou pfijimaji nékolikrat vice Zeleza nez zdravi lidé. Zelezo se uklada do tkani
a zpusobuje organové poskozeni.

Souhmné Ize dédi¢né hemochromatézy rozdélit na tzv. HFE hemochromatzy a non-HFE
hemochromat6zy podle genii ve kterych se nachézi defekt (HENTZE et al. 2004). U HFE
hemochromatézy se objevuje mutace v genu pro HFE protein (PIETRANGELO 2004).
Mezi non-HFE hemochromatézy patfi onemocnéni s genovym defektem v genu pro
hepcidin, hemojuvelin, transferinovy receptor 2 a feroportin.

Zvysenou absorbci Zeleza maji také pacienti s naruSenou erytropoezou, ktefi dostavaji
opakované krevni transfiize. Jedna se o choroby jako napfiklad talasémie, kongenitalni
dyserytropoietické anémie a sideroblastické anémie. U téchto chorob dochézi k zvyseni
obratu &ervenych krvinek a sekunddmg k zvyseni vstiebavani Zeleza. Zelezo uvolnéné
z erytrocyti se pak uklada v jatrech. U pacientli s jatry pfetizenymi Zelezem se Casto
vyviji jaterni cirhéza, kterd mize vést az k tvorbé jaternich nadori. Diale nadmérmé
mnoZstvi Zeleza plsobi negativné na myokard a zZlazy s vnitini sekreci (napf. poskozeni
endokrinni funkce slinivky). ZvySeny objem Zeleza ve tkdnich muze vést ke
kardiomyopatii, diabetu, artritidé, hypogonadizmu, impotenci, hyperpigmentaci a dal$im
nespecifickym symptomiim, jakymi jsou naptiklad inava a celkova télesna slabost.

Vyvoj nadori v jatrech je spojen s pfimym toxickym efektem volnych iontt Zeleza, které
nejsou navazany na ochranné molekuly jako je transferin nebo feritin. Volné ionty Zeleza
zpusobuji produkci kyslikovych radikali, které zplisobuji peroxidaci lipidi a tim
poskozeni bunéénych membrian a DNA. Poskozeni bunéénych membran je pokladano
za jednu z hlavnich pfi¢in poskozeni organizmu pfi pfetiZzeni Zelezem (BRITTON et al.
1994).
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Pfi¢iny nedostateéného zasobeni tkani Zelezem mohou byt rizné. Mize se jednat
o chronické nedostate¢né vstiebavani Zeleza z potravy, nedostatek Zeleza v potravé
(nedostateny obsah Zeleza v potravé je b&éZny u nevyvazené vegetaridanské diety, kdy
nehemové Zelezo z rostlin zistava jako jediny zdroj Zeleza), poruchu transportu Zeleza,
chybné vychytavani a vyuziti Zeleza v tkanich, zvySenou ztratu Zeleza pfi chronickém
krviceni (napf. krvaceni z gastrointestindlniho traktu), defekty syntézy hemoglobinu
nebo vrozené genetické defekty transferinu a transferinového receptoru, akutni
a chronické infekce (poskozeni epitelu stieva zplsobujici poruchy vstiebavani Zeleza).
K poruchdm absorpce Zeleza ve stievé muze také dojit po chirurgickém odstranéni ¢asti
stteva. Nejcitlivéj$i na nedostatek Zeleza je krvetvorna tkan. Deficit Zeleza je nejb&zné&;jsi
pfi¢inou mikrocytarni hypochronni anemie, pfi které dochazi k naruseni zasobovani tkani

kyslikem. Pii deficitu Zeleza se zvySuje inava a dochazi ke sniZeni fyzické vykonnosti.

2.10 Nadbytek Zeleza a volné kyslikové radikaly

Volné radikaly jsou slou¢eniny charakterizované neparovymi elektrony. V pfitomnosti
kysliku se na misto neparového elektronu okamzité navaze elektron z molekuly kysliku
a vznika radikal, ktery se snazi ziskat z jiné slou€eniny chybégjici elektron, ¢imz vytvafi
jiny volny radikal. Tato fetézova reakce je pferusena bud’ vazbou dvou radikalii na sebe
nebo reakci s antioxidanty. Hlavnim zdrojem volnych radikali v buiikiach je proces
aerobni respirace, kde oxidaci substrati vzdu$nym kyslikem vznikd energie a jako
vedlejsi produkty volné radikaly superoxid (O;) a volny hydroxylovy radikal (OH*).
V tomto procesu vznikaji volné radikaly v katalytickych centrech proteind obsahujicich
Fe. Vznikaji v okamziku, kdy jsou tyto proteiny s katalytickym centrem s Fe poskozeny.
Na vzniku volnych radikali se dale podili mnoho reakci a mechanizmi (napk. stimulace
fagocytézy patogeny nebo lipopolysacharidy, metabolizmus argininu a specifické
tkanové enzymy) (FIERS et al. 1999, NICHOLLS a BUDD 2000).

Metabolické produkty volnych radikald byvaji oznaovany jako ROS (reactive oxygen
species). ROS jsou sloudeniny kysliku (napi. peroxid vodiku, hydroxylové radikaly,
superoxidy, hydrogen peroxidy, peroxynitridy, singletovy Kkyslik, kyselina chloma
a dalsi).

VolIné radikaly mohou byt pro buiiky jak prospésné, tak i skodlivé.
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Krvinky bilé fady obsahuji volné radikaly, jimiz zabiji mikroorganizmy, kvasinky
a parazity. T-buriky jimi ni¢i nddorové buiiky, osteoklasty jimi remodeluji kost. Volnymi
radikdly uvoliiovand kyselina arachidonovd, napf. z bunéénych membran,
je zpracovavana volnymi radikdly na regulaéni molekuly jako jsou prostaglandiny,
prostacykliny, tromboxany.

Volné radikdly maji schopnost poskodit prakticky v3echny bunééné struktury.
Nenasycené mastné kyseliny jsou plsobenim volnych radikali lipoperoxidovany, pfi
¢emz vnikaji mj. kancerogenni aldehydy (napf. malondialdehyd, 4-hydroxynonenal aj.),
hydroperoxidy, lipofusciny aj. Lipoperoxidaci podl¢haji i bilkoviny, dochazi k poskozeni
dusikatych bazi DNA s mozZnosti mutaci a kancerogeneze. Glykooxidace (soucasna
glykace a ptisobeni volnych radikdli vede ktvorb&€ vysoce reaktivnich AGE latek
(advanced glycosylation end-products), vytvafi se kiizové vazby s bilkovinami, které
t&2ce poskozuji jejich funkci. Lipoperoxidace nastiva napf. uvolnénim Fe** z jeho
slouéenin pisobenim superoxidu a dochazi pak k iniciaci, ddle propagaci a nakonec
terminaci lipoperoxidace. Volné radikédly hraji kli€ovou tulohu pfi vzniku a rozvoji celé
fady onemocnéni (CRICHTON et al. 2002). Vyznamné pfispivaji ke vzniku a priibé¢hu
diabetu, jak jiz bylo vySe zmin€no, podporuji starnuti, vznik o¢nich chorob napt. $edého
zakalu, vznik zdnétw, fady plicnich chorob, koZnich chorob, neurodegenerativnich
chorob (napt. Parkinsonova choroba a Alzheimerova choroba), riznych poruch
imunity, podporuji virové infekce, maji vyznam u né€kterych intoxikaci, podili se napt. na
vzniku revmatického zanétu kloubl, ptisobi muzskou neplodnost, vznikaji v reperfuzni
fazi po ischemii, coZ ma vyznam napf. u transplantaci nebo infarktu myokardu. Pfi
ateroskleréze volné radikaly oxiduji LDL-cholesterol. Oxidovana forma cholesterolu se
stavd volnym radikdlem a $§ifi poSkozeni biomolekul dale. Aterosklerotické zmény
zvysuji riziko tvorby krevnich sraZzenin a urychluji proces starnuti t€lnich tkani, které jsou
kumulaci volnych radikali soustavné poskozovany. Neméné vyznamny je jejich podil na
nadorovych zménach bunék, kdy se z normalné fungujici buriky stava buiika
preneoplastickd a posléze buiika neoplastickd aZ nakonec, nekontrolovanym délenim
bunék, vznikne nador.

Léatky neutralizujici u¢inek volnych radikali se nazyvaji antioxidanty. Antioxidanty
pasobi bud’ v extracelularni tekutiné (hydrofilni antioxidanty) nebo pronikaji buné&nou
membranou a G€inkuji intracelulamé (antioxidanty lipofilni). Antioxidanty jsou bud’

enzymové (superoxid dizmutaza, katalaza, glutation peroxiddza) nebo neenzymové
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povahy (kyselina mocova, vitaminy A, C, E, b-karoten, bilkoviny, flavonoidy, selen
a zinek). Superoxid je u€¢inkem superoxiddismutazy (SOD) zpracovan na peroxid vodiku,
ktery neni volnym radikalem, ale je neméné $kodlivy. Pronika pfes buné¢né membrany
a je vorganizmu inaktivovan glutathionperoxiddzou (GSHPx) a katalazou (CAT). Pii
nedostatku t€chto enzymi a v pfitomnosti iontti Zeleza vznikaji z peroxidu vodiku volné

hydroxylové radikaly, tzv. Fentonova reakce:

H,0, + Fe** + H' -> H,0 + Fe**+ HO*.
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3. MATERIAL A METODY

3.1 Bunééna linie

Pro studium metabolizmu Zeleza v jatrech byla jako modelovy systém pouzita linie bun€k
HepG2 (HB-8065). HepG2 jsou buriky odvozené z jatemi tkané, které maji zachovanou
vétSinu z metabolickych vlastnosti standardnich hepatocyti jako napf. syntézu albuminu,
alfa-2 makroglobulinu, alfa-1 antitrypsinu, transferinu a dalSich bilkovin (KNOWLESS
et al. 1980).

Riist bunék v kultivaénich lahvich 1ze roz¢lenit do ¢tyf ristovych fazi:

1) lag faze, kdy se buriky pfichytavaji ke sténé kultivaéni nadoby a témér se nedéli

2) log faze, kdy pocet bun&k exponencialné roste

3) zpomaleni ristu bunék

4) stacionarni faze, kdy se buriky nedéli, vzéjemné se v rtistu inhibuji a postupné hynou
Pro experimenty s metabolickym znagenim bunék *Fe z media byly pouzity buiiky
v exponencidlni fizi ristu (Obr. 14). Porostld kultivatni ldhev o plose 150 cm’

obsahovala pfiblizn€ 20 milioni bun¢k HepG2.

Obrazek 14: Buiiky HepG2.

HepG2 burky v log fazi (objektiv 10 x 10, mikroskop Nikon TMS).
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3.2 Kultivace bunék HepG2

Buriky HepG2 byly péstovany v mediu IMDM s ptidavkem 10% fetélniho teleciho séra
ve inkubdtoru v atmosféfe s fizenym obsahem CO; (6,5%), pti 37°C.

Buiiky HepG2 rostou pfisedlé k podkladu, maji polygonélni tvar a v kultivaéni lahvi
pokryvaji dostupnou plochu a navzajem se prekryvaji.

S burikami se pracovalo za sterilnich podminek v boxu s laminarnim proudénim vzduchu
(Heraeus). Buriky byly pasazovany v plastovych kultivaénich lahvich Costar (Coming,
USA) s povrchem 150 cm’.

Médium pro butiky HepG2 bylo pfipraveno z koncentratu 10 x IMDM (Sigma Aldrich):
sterilni deinoizovana voda, IMDM (Sigma Aldrich), 10% fetalni teleci sérum (Cambrex),
0,75% NaHCO; (Sevapharma), 100 mM roztok neesencidlnich aminokyselin
(Sevapharma), 1 M roztok pyruvatu sodného (Cambrex).

3.3 Metabolické zna&eni bunék HepG2 pomoci *Fe

Buiiky HepG2 na Sesti &erstvé porostlych kultivadnich lahvich s povrchem 150 cm?
(Costar, USA) ttikrat omyty 20 ml PBS (viz. kap. Roztoky a pufry). K buiikdm byl pfidan
nizkomolekularni komplex radioaktivné zna¢eného Zeleza navazaného na citratové ionty
(citrat sodny, Sigma Aldrich, komplex citrait - °Fe vpomé&ru 1000:1 s *FeCl;
(PerkinElmer, izotop *’Fe) rozpuiténé ve 2 ml média IMDM bez pFidaného fetalniho
teleciho séra. Za téchto podminek je komplex Zeleza s citratem monoionicky a netvofi
polynklearni komplexy. Zelezo je v komplexu s citritem v rozpustné formé a pro buiiku je
metabolicky dostupné. Do buriky se dostava netransferinovou cestou.

Buiiky byly inkubovany v médiu (IMDM, bez séra) se znackou *Fe 30 min pii 37°C.

3.4 Lyza bunék a izolace mitochondrii diferecidlni centrifugaci

Buiiky metabolicky naznatené *Fe byly v kazdé kultiva¢ni léhvi schlazeny na teplotu
0 °C a 3 x oplachnuty 10 ml PBS. Poté k nim byly pfidany 2 ml hypotonického lyza¢niho

pufru (0,01 M HEPES s ptidavkem inhibitori proteaz Complete mini, Roche). Buiiky
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byly 5 min lyzovany hypotonickou lyzou pfi teplot& 0°C. Poté byly buiiky seskrdbany
stérkou (rubber policeman) ze stén kultivaéni lahve a dale byly homogenizovany
ve sklenéném Downsové homogenizatoru.

Buné&na jadra a nerozbité buiiky byly odstranény centrifugaci pti 1000 x g, po dobu
10 min, pfi 4°C v centrifuze Hettich Universal 320R (rotor 1689-L). Postnuklearni
supernatant byl dale centrifugovan pfi 15 000 x g po dobu 25 min. Vysledna peleta
obohacenych mitochondrii byla resuspendovana ve 1 ml lyza¢niho pufru (0,14 M NaCl,
0,01 M HEPES, pH 7,4) a opét stoena pfi 15 000 x g po dobu 25 min. Supernatant byl

odebran a mitochondrialni frakce byla uchovavana do dalsiho pouziti pfi — 80°C.

3.5 Analyza proteinovych komplexi vazajicich Zelezo dvojrozmérnou nativni
separaci — kombinaci kapalinové iontoméni¢ové chromatografie a nativni

elektroforézy

Chromatografie na ménicich iontl je vratnou vyménou ionti mezi mobilni a stacionarni
fazi. lonty, které jsou elektrostaticky vazané ke stacionarni fazi se reverzibiln€ vyméuji
s ionty v roztoku. Déleni latek je zpisobeno rozdilem ve velikosti naboje. lonty se
stejnym nabojem se hromadi na stejném mist& a jsou eluovany soudasné.

Chromatografie byla provedena na pracovisti katedry Parazitologie Pfirodovédecké

fakulty UK Mgr. Rébertem Sutakem.

Vzorek obsahujici mitochondrie byl resuspendovan v 5 ml lyza¢niho roztoku (0.1%
Triton-X 100, 0,02 M HEPES, pH 7,4). Lyzat byl nanesen na kolonu Mono Q HR 5/5
(Pharmacia  Biotech) ekvilibrovanou lyzaénim pufrem a zapojenou do
chromatografického systému BioLogic HR (Bio-Rad). Proteinové komplexy zachycené
na koloné byly vymyvany z kolony linedrnim gradientem chloridu sodného (0 az 1 M
NaCl, rychlost toku 1ml/min). Frakce vytékajici z kolony byly sbiriny do 1,5 ml
polypropylenovych zkumavek (Sigma Aldrich). Pomoci detektoru gama zafeni Gabi Star
(Raytest) byla sledovéana pfitomnost radioaktivniho Zeleza.

Pied elektroforézou byly frakce obsahujici radioaktivni Zelezo zahustény
na centrifugacnich ultrafiltrech (Millipore, ultrafree, NMWL 5 000) a poté rozdéleny

na nativnim polyakrylamidovém gelu s pfidavkem neionického detergentu Triton X-100.
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Elektroforéza byla uskutednéna v pfistroji Hoefer SE 600. Gradientové gely (3-20%
polyakrylamidu) byly pfipraveny pomoci gradientového mixéru Hoefer SG gradient
mixer. SloZeni obou komponet pro vytvofeni gradientu je uveden v oddile Roztoky
a pufry. Separace proteind na gelu probihala 4 hodiny pfi konstantnich 55 mA na 1 gel,
pfi nastaveni vné&j§iho chlazeni na 15°C. Separace probihala paralelné na dvou
identickych gelech. Po elektroforéze byl analyzovan radioaktivni signdl pomoci

fosfoimageru a také pfitomnost proteint stéibfenim.

3.6 Barveni proteini v gelu stiibrem

Tato metoda je zaloZena na principu vazby stfibrnych ionti na —SH a -COOH skupiny
aminokyselin. Schopnost vazat na sebe stfibrné ionty je tedy u kazdého proteinu jina
v zavislosti na jeho aminokyselinovém sloZeni.

Po probéhnuti nativni elektroforézy v polyakrylamidovém gelu s Tritonem X-100 byly
proteiny v gelu fixovany roztokem obsahujicim metanol (50% metanol (Merck), 12%
kyselina octova (Fluka), 0,05 % formaldehyd (Riedel — de Haen). Gel byl po fixaci tfikrat
promyt vodnym roztokem 35% etanolu (Merck) po dobu 20 min a pfenesen na 2 min
do ethanolového roztoku s thiosulfitem sodnym (35% ethanol, 0,02% natrium thiosulfat
(Sigma Aldrich) v dH,0). Poté byl tfikrat promyt v destilované vodé (5 min). Déle byl
gel ponechan na 20 min v roztoku dusi¢nanu stfibrného s formaldehydem (0,2% dusi¢nan
stiibmy, 0,076% formaldehyd v dH,O a dvakrat promyt v dH,O (1 min). Zviditelnéni
gelu bylo provedeno v roztoku uhli¢itanu sodného s formaldehydem a tiosulfitem
sodnym (6% Na;CO3, 0,05% formaldehyd, 0,0004% thiosulfat sodny v dH,0). Redukce
stiibrnych iontli se projevila zernanim mist na gelu, kde bylo stfibro na proteiny
navazano. Redukéni reakce byla zastavena roztokem metanolu a kyseliny octové (50%

metanol, 12% kyselina octova v dH,0).

3.7 Detekce radioaktivné ozna&enych proteinii v gelu pomoci fosfoimageru

Po probéhnuti nativni elektroforézy v polyakrylamidovém gelu s Tritonem X-100 byl gel

omyt v destilované vod¢, vlozen mezi dvé celofinova folie a suen ve vakuu pfi 40°C
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po dobu 3 hodin (BioRad gel dreyer). Teplota 40°C byla zvolena, aby se minimalizovalo
tepelné poskozeni proteint, které by mohlo komplikovat naslednou analyzu hmotnostnim
spektrometrem. VysuSeny gel byl 24 hodin exponovan na Fuji phosphorimaging plate
BAS-IP-MS 2025 a zdznam na exponované desce byl vizualizovan pomoci fosfoimageru
FLA 2000 (Fuji, Cypress, CA, USA). Vysledny digitilni radiogram byl analyzovan
pomoci softwaru Aida (Raytest).

3.8 Analyza proteinu

Prace byla provedena na pracovisti MBU AV CR Ing. Petrem Haladou, PhD.

3.8.1 Priprava proteinovych komplexi pro tandemovou hmotnostni spektrometrii

Proteinové komplexy byly vyfiznuty z gelu (pomoci masky zhotovené podle xerokopie
obrazku z phosphoimageru (1:1) vystfizenim okének), nakrijeny na malé kousky
a inkubovany 5 min v 100 mM roztoku 4-ethylmorfolin acetitu (pH 8,1) v 50%
acetonitrilu (MeCN). Proteiny byly pot¢é 30 min redukoviny 30 mM tris-(2-
carboxyethyl)-fosfinem pti 65°C a nasledné za tmy alkylovany 30 mM roztokem
iodacetamidu po dobu 60 min. Déle byl gel dvakrat stfidavé promyt vodou a MeCN.
Po odstranéni supernatantu byl gel ¢aste¢né vysuSen ve vakuové odparce (SpeedVac).
Poté bylo ke gelovym kouskim pfidano 50 pl §tépiciho pufru o nasledujicim sloZeni:
50 mM 4-ethylmorfolin acetit, | mM CaCl,, 10% MeCN a trypsin (50 ng, Promega,
Madison, WI). Vzorky byly inkubovény pies noc pfi teploté 37°C a vzniklé peptidy byly
extrahovany 30% MeCN v 0,5% octové kyseliné¢ (HAc) a poté Easteéné vysuseny.

3.8.2 Analyza peptidii 7 proteinovych komplexii tandemovou hmotnostni spektrometrii
LC-MS/MS

Hmotnostni spektrometrie je fyzikalné-chemickd metoda urfovani hmotnosti iontd.
Podstatou MS je separace iontd a fragmentl analyzované latky, které vznikly ionizaci

atomu, popfipadé molekul. Nabité ¢astice se déli podle své hybnosti a energie. MS
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vypovida o primarni struktufe analyzované latky. Tato metoda umoziiuje identifikaci
proteind. Je to velice citliva a rychla metoda.

Hmotnostni spektrometr je pfistroj, ktery se sklada ziontového zdroje,
hmotnostniho analyzatoru, detektoru a fidiciho pocitace (Obr. 15).

Obrazek 15: Tandemova hmotnostni spektrometrie.

(http://upload.wikimedia.org/wikibooks/en/2/26/Tandem_mass.JPG)
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U tandemové hmotnostni spektrometrie jsou vedle sebe v Cinnosti dva spektrometry
a mezi nimi vkolizni cele dochazi krozbiti molekuly na fragmenty, které lze

identifikovat podle specifickych spekter.

Peptidy, ziskané trypsinovym S$tépenim elektroforézou rozdélenych proteinovych
komplexti, byly nastfiknuty na kolonu (0,180 x 120 mm) naplnénou nosi¢em MAGIC
C18 (5 um, 200 A; Michrom BioResources, Auburn, WA) a separovany gradientem
od 5% MeCN/0,5% HAc do 45% MeCN/0,5% HAc po dobu 90 min. Kolona byla
pfipojena pfimo k nanoelektrosprejovému iontovému zdroji hmotnostniho spektrometru
LCQPEA (Thermo, San Jose, CA). Hmotnostni spektra byla snimana v rozsahu 350-1800
Da nésledovana koliznimi MS/MS spektry tii nejintenzivnéjSich pikd v pfedchozim
bé€zném skenu. Interpretace ziskanych koliznich spekter a identifikace proteind byla
provedena pomoci programu SEQUEST™ (ptiklady reprezentativnich spekter jsou
uvedeny na strankach 37 a 45).
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3.9 Koimunoprecipitace bilkovin asociovanych s TfR

Do t¥i 1,5 ml polypropylenovych zkumavek (Sigma Aldrich) bylo rozdéleno po 50 pl
suspenze magnetickych kuli¢ek (Protein G MicroBeads, MACS molecular, Miltenyi
Biotec). K suspenzi kuli¢ek prvni zkumavky bylo pfidano 400 pl mitochondridlniho
lyzatu (jako kontrola nespecifické sorpce proteinti v lyzatu na povrch kuli¢ek), do druhé
zkumavky bylo pfiddno 400 pl mitochondridlniho lyzatu a 1 pl protilatky proti
transferinovému receptoru (mouse monoclonal CD71, clone MEM-189, EXBIO, product
no. 11-353-M001) a do tfeti zkumavky bylo pfidano 400 pl lyza¢niho pufru a 1 pl
protilaitky (mouse monoclonal CD71, clone MEM-189, EXBIO, product no. 11-353-
MO001; jako kontrola miry sorpce protilaitek na povrch kuli¢ek). Objem suspenzi byl
doplnén na 1 ml lyza¢nim pufrem (0,14 M NaCl, 0,05 M HEPES, 1% Triton, pH 7,4).
Vse bylo inkubovano pfi pokojové teploté na orbitalni micha¢ce po dobu 1 hodiny.

Po inkubaci byly suspenze aplikovany na kolony v magnetickém stojanu a 3 x promyty
400 pl lyzaéniho pufru.

Nasledné byly kuli¢ky stdhnuty magnetem a ke kulickdm s navazanymi proteiny bylo
pfidano 100 pl Tris-Glycine SDS Sample Buffer (Invitrogen) s redukujicim ¢inidlem
(beta-merkaptoethanol) a vzorky byly inkubovany 5 min pfi 95°C.

3.10 Koimunoprecipitace bilkovin asociovanych s VDAC2

Do tfi 1,5 ml zkumavek bylo pfidano po 100 pl suspenze magnetickych kuliéek
Dynabeads (Dynal), pokrytych proteinem G, v zdsobnim roztoku. Kuli¢ky byly promyty
lyzaénim pufrem (0,14 M NaCl, 0,01 M HEPES, 1,5% Triton, inhibitory proteaz).

K suspenzi kuli€ek prvni zkumavky bylo pfidano 200 pl mitochondridlniho lyzatu (jako
kontrola nespecifické sorpce proteinti v lyzatu na povrch kuli¢ek). K pro¢isténym
kulickdm druhé zkumavky bylo pfidano 200 pl protilatky proti VDAC2 (VDAC2, Goat
polyclonal IgG, Santa Cruz, sc8830 nebo VDAC2, Goat polyclonal IgG, Imgenex, IMG-
3297) v lyzaénim pufru (20 pl protilatky (Img/ml) a 180 ul lyza¢niho pufru); jako
kontrola miry sorpce protilatek na povrch kuli¢ek. Do tfeti zkumavky byla pfidan lyzaéni
pufr s protilatkou proti VDAC2 (VDAC2, Goat polyclonal IgG, Santa Cruz, sc8830 nebo

VDAC?2, Goat polyclonal IgG, Imgenex, IMG-3297).
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Kuli¢ky s protilatkou byly inkubovany po dobu 40 min pti laboratomi teploté. Kulicky
s navazanou protilatkou byly promyty lyzaénim pufrem.

Ke kuli¢kdm tfeti zkumavky s navazanou protilitkou bylo pfidano 150 pl
mitochondrialniho lyzatu. Inkubace probihala 1 hodinu pfi laboratorni teploté. Kulicky
ze viech zkumavek byly promyty lyza¢nim pufrem.

3.11 Analyza imunoprecipitovanych proteini pomoci polyakrylamidové elektro-

forézy

Elektroforéza probihala na 7,5% polyakrylamidovém gelu v zafizeni X-Cell (Invitrogen)
v pufru (viz. Pufr pro SDS elektroforézu v oddilu Roztoky a pufry). Separace proteint
na gelu probihala 4 hodiny pfi konstantnich 30 mA. Separace probihala paraleln€ na dvou
identickych gelech. Jeden gel byl po elektroforéze obarven Simply Blue Safe Stain
(Invitrogen) podle instrukci vyrobce a druhy byl pouzit na Western blot.

3.12 Western bloting koimunoprecipitovanych proteinii za pouZiti protilatky proti
TR

Pro potvrzeni identity prouzku 90 kDa, korespondujiciho s TfR, byl po elektroforéze
v polyakrylamidovém gelu z filtra¢nich papirti a PVDF membriny Hybond-P (GE-
Amersham) vytvofen sendvi¢ pro pfenos proteint v elektrickém poli. Pro elektroforeticky
pfenos proteinti byl pouzit pufr (Glycin, Tris-base, MeOH, H,0). Elektroforeticky pfenos
probihal po dobu 1 hodiny pfi proudu 350 mA. Po transferu bilkovin byla membrana pies
noc inkubovana sblokovacim pufrem (5% su$ené mléko, 0,1% Tween-20 v PBS).
Po zablokovani byla membrana 1 hodinu promyvana PBS a poté 2 hodiny inkubovéna
s primami protildtkou (mouse monoclonal CD71, clone MEM-189, EXBIO a.s. Praha,
product no. 11-353-M001) 5000 x fedénou v blokovacim pufru. Nenavazana protilatka
byla odmyta v 0,1% Tween vPBS. Poté byla membrina inkubovana 1 hodinu
se sekundami protilitkou (Biosource, Goat F(ab )2 anti mouse Ig, HRP conjugated
katalog.€. AMI4404) 50 000 x fedénou v blokovacim roztoku. Nenavéazana protilatka

byla 3 x odmyta v roztoku 0,1% Tween v PBS. Membrana byla vyvolana pomoci TMB
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(3,3',5,5'-tetramethylbenzidin, Sigma Aldrich, product no. T0565). Inkubace membrany
s TMB probihala 20 min. Poté byla membrana promyta v destilované vod¢ a ususena

na vzduchu.

3.13 Western bloting koimunoprecipitovanych proteini za pouziti protilitky proti
VDAC2

Po elektroforéze v polyakrylamidovém gelu byly z filtra¢nich papiri a PVDF membrany
Hybond-P (GE-Amersham) vytvofeny podminky pro pfenos proteint v elektrickém poli.
Polosuchy ptenos byl proveden na pfistroji Semiphor (Hoeffer), po dobu 1 hodiny
pFi proudové hustoté 0,8 mA na 1 cm® membrany. Po transferu byla membrana pies noc
inkubovana sblokovacim pufrem (5% suSené mléko, 0,1% Tween-20 v PBS).
Po zablokovéni byla membréana 1,5 hodiny inkubovéna s primarni protilatkou (VDAC2,
Goat polyclonal IgG, Santa Cruz, sc8830 nebo VDAC2, Goat polyclonal IgG, Imgenex,
IMG-3297) 1000 x fedénd v blokovacim roztoku. Nenavazana protilatka byla odmyta
v 0,1% Tween vPBS. Poté byla membriana inkubovdana 1 hodinu se sekundarni
protilatkou (Rabbit anti goat IgG, Santa Cruz, sc2768, HRP conjugated) 5000 x fedénou
v blokovacim roztoku. Nenavazana sekundarni protilitka byla odmyta v 0,1% Tween
v PBS a v PBS. Membrana byla inkubovéana s roztokem chromogenniho substratu ECL+
(Amersham) podle instrukci vyrobce a chemilumiscenéni signal byl zachycen

na speciélni fotograficky papir pro detekci chemiluminiscence (Kodak).

3.14 Roztoky a pufry

Lyzaéni pufry

0,14 M NaCl

0,01 M/0,05M /0,02 M HEPES

1,5% / 1%/ 0.1% Triton X-100

1 tableta EDTA-free Complete mini protease inhibitor coctail (Roche) na 10 ml roztoku
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PBS (phosphate buffered saline)

Ix PBS: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 8 mM Na,HPOq,, 1,5 mM KH,PO4, pH 7,4

Pufr pro SDS elektroforézu:

10 x pufr, pH 8,3:
0,25 M TRIS
1,92 M GLYCIN
1% SDS

Destilovana voda

Komponenty pro polyakrylamidovy nativni gradientovy gel 3-20%:

Slozka roztoku 3 % Akrylamid 20 % Akrylamid Ostici gel:
30% akrylamid 3,2ml 21,4 ml 2 ml

1,5M Tris-Cl, pH 8,8 8 ml 8 ml -

10M Tris-Cl, pH 6,8 - - 5 ml
Triton X-100, 20 % 24 ml 2,4 ml 1,5 ml
Destilovana voda 18,20 ml 0,14 ml 11,38 ml
Peroxodvojsiran amonny 86 pl 86 pl 107 pl
TEMED 26 pl 13 pl 32 pul
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Komponenty pro polyakrylamidovy gel 7,5%:

Slozka roztoku Délici gel Ostrici gel:
40% akrylamid +bis (29:1) 1,1 ml 0,3 ml

3M Tris pH 8,5 2 ml (+SDS) 0,75 ml
Glycerol 60% 1,7 ml -
Destilovana voda 1,8 ml 2 ml
Peroxodvojsiran amonny 75 ul 30 pl
TEMED 7,5 ul 3ul
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4. VYSLEDKY A DISKUZE
4.1 Vysledky

Pokusy byly provadény na HepG2 buiikidch znaenych *Fe (podrobny popis zna&eni
je uveden v kapitole Material a metody).

Z téchto bunék byly diferencialni centrifugaci vyizolovany mitochondrie (viz. Material
a metody). Mitochondrie byly lyzovany neionickym detergentem, pii jehoz pouZiti
dochazi k minimalni dezintegraci proteinovych komplexi, a lyzat obsahujici proteinové
komplexy byl nanesen na kolonu MONO Q HR 5/5 (Pharmacia Biotech) zapojenou
do chromatografického syst¢ému BioLogic HR (Bio-Rad). Proteinové komplexy
zachycené na koloné byly eluovany z kolony gradientem chloridu sodného.

Z kolony byly jiméany frakce. Pfitomnost radioaktivniho Zeleza byla sledovana pomoci

detektoru gama zareni Gabi Star (Raytest).
Obrazek 16: Chromatogram mitochondrialniho lyzitu bunék zna&enych *Fe.

FRAKCE

1 5 10 15 202122 25 30 35

+100.08 Buffer B

HTS

H50

F150.0

/—‘hloo.o

00:00:00 00:10:00 00:20:00 00:30:00
AU Hr:Min:Sec mS/cm

Legenda k obrazku 16:

Fialova kfivka znazomiuje radioaktivitu lyzatu. Modra kiivka znazoriuje UV absorbanci
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(koncentraci proteinii). Cerna kiivka znazoriiuje solny gradient, ktery je méfitkem

obsahu iontli v elu¢nim pufru. Cervena kiivka znazomuje vodivost elu¢niho pufru.

Jak je vidét ze zaznamu, chromatografie odstranila vétSinu proteind z celkového spektra
lyzatu (modra kfivka, frakce 1-5). Redukce mnozstvi proteinti byla nezbytna pro dalsi
analyzu, nebot’ bilkovinné komplexy obsahujici *°Fe, které jsme dale analyzovali, tvofi
pouze nékolik procent celkového vstupniho mnoZstvi proteinti (fialova kfivka, frakce 20,

21 a 22). Z jimanych frakci byly pro dalsi postupy vybrany frakce 20, 21 a 22.

Obrazek 17: Nativni elektroforeticka separace radioaktivnich frakci 20, 21 a 22.

CHROMATOGRAFICKE FRAKCE

20 21 22

Proteinové komplexy obsaZené v téchto radioaktivnach frakcich byly déle déleny pomoci

nativni elektroforézy (Obr. 17). Centrifugaini ultrafiltraci koncentrované
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chromatografické frakce obsahujici radioaktivitu byly separovany nativni elektroforézou
na polyakrylamidovém gelu (3-20% polyakrylamid) s pfidavkem neionického detergentu
Triton X-100. Gel byl vysuSen a poté byl exponovan na Fuji phosphorimaging plate
BAS-IP-MS 2025. Zaznam na exponované desce byl vizualizovan pomoci Fuji
fosfoimageru FLA 2000. Vysledny digitalni radiogram byl analyzovan pomoci softwaru
Aida.

Nativni elektroforeticka separace probihala se stejnymi vzorky soubézné na dvou gelech,
znichz byl jeden nastfibfen a druhy vysuSen. Z vysuSeného gelu s radioaktivné
oznacenymi proteiny byly pomoci masky vyfezdny vybrané oblasti gelu korespondujici
s nejlépe rozdélenymi proteinovymi komplexy naznafenymi Zelezem (na obrazku
oznacené A, B, C). Maska byla vytvotena podle radioaktivniho gelu (Obr. 17). Barveni
proteint stiibrem prokazalo, Ze se v blizkosti vybranych prouzki (A, B, C) nevyskytuji
7zadné dalsi proteinové komplexy, které by kontaminovaly vzorky béhem dalsi

hmotnostni analyzy.

Vyfezané kousky gelu, obsahujici proteinové komplexy A, B, C, byly rehydratovany
a proteolyticky Sté€peny trypsinem. Pfipravené peptidy byly zpracovany hmotnostni
tandemovou spektrometrii LC-MS/MS.

Interpretace ziskanych koliznich spekter a identifikace proteinti byla provedena pomoci
programu SEQUEST ™ (viz. ukézkova spektra a tabulka 1, 2 a 3).

Z identifikovanych proteind prouzki A, B, C chromatografickych frakci 20, 21 a 22 jsem
se zabyvala proteiny, které byly uréeny na zakladé 4 a vice peptidovych fragmenti (podet
peptidovych fragmenti je uveden v tabulkach 1, 2 a 3). Za anglickym nizvem proteinu je
vZdy uveden jeho kod v databazi Swiss prot a v zavorce pocet peptidovych fragmenti,
na jejichz zaklad€ byla identita proteinu uréena.
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4.1.1 Identifikované proteiny chromatografické frakce 20, prouzku A.

Tabulka 1:

SwissProt No.
Protein name No. peptides
Catalase P04040 18
Liver carboxylesterase 1 P23141 14
Lanosterol synthase P48449 13
Acyl-coenzyme A oxidase 1 Q15067 9
Delta(3,5)-Delta(2,4)-dienoyl-CoA isomerase Q13011 8
Fructose-bisphosphate aldolase A P04075 7
GDH/6PGL endoplasmic bifunctional protein 095479 5
Lysosome-associated membrane glycoprotein 1 P11279 5
Lysosome-associated membrane glycoprotein 2 P13473 4
Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 1 P13688 3
Prenylcysteine oxidase QI9UHG 3
Fascin Q16658 3
Cathepsin D P07339 3
Nicastrin Q92542 3
Serotransferrin P02787 3
Gamma-glutamyltranspeptidase 1 P19440 3
Aminopeptidase N P15144 3
KDEL motif-containing protein 2 Q7Z4H8 2
Basigin P35613 2
Lysosomal Pro-X carboxypeptidase P42785 2
Hemoglobin subunit beta P68871 1
Dehydrogenase/reductase SDR family member 4 QI9BTZ2 1
Ras-related protein Rab-11B Q15907 1
Aldehyde dehydrogenase X P30837 1
Epoxide hydrolase 1 P07099 1
Gamma-glutamyltransferase-like protein 4 Q14390 1
Tumor-associated calcium signal transducer 1 P16422 1
Rab GDP dissociation inhibitor alpha P31150 1
Glypican-3 P51654 1
HLA class I histocompatibility antigen, B-52 alpha chain P30490 1
Proactivator polypeptide P07602 1
Keratin, type Il cytoskeletal 1 P04264 1
Transferrin receptor protein 1 P02786 1
Cytochrome P450 24A1 Q07973 1
Procollagen-lysine,2-oxoglutarate S-dioxygenase 2 000469 1
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Chromatograficka frakce 20, prouzek A

Mezi identifikovanymi proteiny této frakce jsou piedev§im proteiny s enzymatickou
funkci (oxidoreduktazy, izomerazy, hydroldza a lyaza). Dale jsou zde proteiny, které se
ucastni ochrany buniky pied oxidativnim stresem a toxickym pusobenim volnych
radikali, proteiny B-oxidace mastnych kyselin a proteiny podilejici se na glykolyze.
Znatka Fe se dale vyskytuje u téch bilkovin, které vyuzivaji jako kofaktor hem
(katalaza). Katalaza je kliCovym enzymem chranicim buiiky pfed oxidativnim stresem.
Spojitost se Zelezem lze vysledovat u daldich proteinti identifikovanych v téchto
komplexech, napf. u oxidoreduktiz, které mohou jako vedlejsi produkt tvofit toxicky
peroxid vodiku rozkladany vysSe zminénou kataldzou. Jedna se o proteiny zapojené
do metabolickych redoxnich reakci a transportu elektront (acetyl koenzym A oxidéaza 1,
delta(3,5)-Delta(2,4)-dienoyl-CoA izomeraza). U nékterych z identifikovanych proteinid
byla zjist€na souvislost s anémiemi (frukt6za-bisfosfat, aldoldza A). Dal§imi proteiny této
frakce jsou glykoproteiny LAMP1 a LAMP2, u kterych byly nalezeny spojitosti
s proteiny, které se uplatiiuji pfi transportu Zeleza napt. s bilkovinou HFE (viz. kap. 2.2;
GROSS et al. 1998, ROY et al. 1999, DAVIES et al. 2003). LAMP proteiny se nachazeji
v peroxizomech a zaroven i v lyzozomech, které vznikaji z tzv. pozdnich endozomi.
Endozomy jsou organely, které hraji vyznamnou roli v nitrobunééném vezikularnim

transportu Zeleza.

U dal3ich proteint, identifikovanych v tomto komplexu, neni patma Zadna souvislost se
Zelezem. Je vSak mozné, Ze tyto proteiny interaguji a kolokalizuji s proteiny
a proteinovymi komplexy, které byly oznadeny Zelezem. Také mohou piedstavovat
kontaminace proteinovych komplexii oznatenych *Fe jinymi, s biochemii Zeleza

nesouvisejicimi, proteiny.
Catalase, P04040 (18)

Kataldza je homotetramerni protein. Je sloZzena ze ¢tyf identickych podjednotek, které

obsahuji jako prostetickou skupinu hem.
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Obrazek 18: Kataliza.

(http://www.steve.gb.com/images/molecules/proteins/catalase.jpg)

Legenda k obrazku 18:
Tetrapyrolova struktura hemu je na obrazku znazornéna fialovou barvou.
Katalza se vyskytuje v peroxizomech, cytozolu i v mitochondriich (del RiO et al. 1992).

Hlavni funkci této oxidoreduktizy je pfedchazet akumulaci peroxidu vodiku, ktery je
tvofen jako vedlej§i produkt riznych metabolickych drah (je rozvedeno v odstavci
o volnych radikalech). Katalyzuje rozklad peroxidu vodiku na vodu a molekularni kyslik

v reakci:

2 H,0, — O0,+2 H,0.

Volné ionty Zeleza v buiice méni peroxid vodiku na hydroxylové radikaly. Tyto radikaly
atakuji DNA a zpisobuji jeji mutace, napadaji proteiny, sacharidy a lipidy. Buiika se
brani nebezpe¢nému plisobeni kysliku pomoci enzymi s antioxidaénimi u¢inky. Mezi
tyto enzymy patii katalaza, superoxid dismutaza a dal$i (vice je uvedeno v odstavci
o volnych radikilech). Kazda molekula katalazy dokaze béhem vtefiny rozlozit miliony
molekul hydrogen peroxidu. Katalaza, nalezena v této frakci bilkovinnych komplexd,
pravdépodobné predstavuje pravé takovy ochranny mechanizmus. Bylo jiZ popsano, Ze se
katalaza mize objevovat mezi proteiny, které se nachazeji v komplexu s transferinovym
receptorem na povrchu endozomu (VYORAL a PETRAK 1998). Vice je zminéno

v odstavci o transferinovém receptoru.
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Liver carboxylesterase, P23141 (14)

Tento enzym hydrolyzuje aromatické a alifatické estery. Také se podili se na
metabolismu cholesterolu a je =zapojena do procesu detoxifikace xenobiotik.
Pravdépodobné chrani cholesterol pfed ptisobenim volnych radikald, jejichz vznik muze
byt katalyzovan Zelezem. Volné radikaly totiz mohou cholesterol oxidovat. Poskozeny,
oxidovany, cholesterol se pak stava §ifitelem oxidativniho poskozeni, které mize vést az

k destrukci vlastnich tkani. Ve struktufe karboxylesterazy se Zelezo nevyskytuje.

Lanosterol synthase, P48449 (13)

Lanosterol syntiza je enzym - izomeriza. Ulastni se biosyntézy steroiddi a lipidi,
katalyzuje cyklizaci (S)-2,3 oxidoskvalenu na lanosterol. Lanosterol je prvkem
biosyntézy cholesterolu. Biosyntéza cholesterolu probiha ve trech krocich. V prvnim
kroku dochazi ke kondenzaci acetyl-CoA a vytvafi se zné€j mevalonat, ten v druhém
kroku biosyntézy cholesterolu polymerizuje na squalén a zné&j pak ve tfetim kroku
oxygenaci, hydrogenaci ¢asti dvojnych vazeb a cyklizaci vznika lanosterol. Lanosterol je

poté modifikovéan na cholesterol.

Cholesterol je soucasti bunéénych membran. Jeho hladina v burice je piisné€ regulovana.
Zatim nebylo prokazano, ze by molekula lanosterol syntdzy obsahovala Zelezo. Pfima
souvislost s metabolizmem Zeleza neni u tohoto proteinu prokdzana. Mohl by se vSak
uplatiiovat pfi biogenezi endozomédlni membriny nebo by se mohl vyskytovat
v komplexu spole¢né s bilkovinami obsahujicimi ve své struktufe Zelezo, napf.

s katalazou.

Acyl-coenzyme A oxidase 1, Q15067 (9)

Acetyl koenzym A oxidaza 1 je enzym - oxidoreduktiza. Je prvnim proteinem procesu
B-oxidace mastnych kyselin. Katalyzuje desaturaci dlouhych fetézci acyl-CoA na
2-trans-enoyl-CoA. Utastni se metabolismu lipidi prostaglandind, které vznikaji

biosyntézou z nenasycenych mastnych kyselin. Oxidativni stres vyvolany timto enzymem
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miiZe zpusobovat peroxidaci lipidl, oxidativni poskozeni DNA a aktivaci transkrip&nich
faktori. Tyto zmény mohou vést az k vzniku nddord jater. Kromé té€chto poskozeni

pusobi i inhibiéné& na ochranny antioxidaéni systém (O’BRIEN et al. 2005).

Acetyl koenzym A oxidaza 1 odebira elektrony molekulamimu kysliku a tim dochazi
k produkci peroxidu vodiku (H,0,), ktery je rozkladan za pfitomnosti enzymu katalazy.
V naSem komplexu A frakce 20, miZe tato asociace znamenat, Ze by se zde acetyl
koenzym A oxidaza 1 mohla objevovat ve spojeni s katalazou. Miize se jednat bud’
o nahodnou asociaci obou proteinid anebo o existenci velkého komplexu proteint, ve
kterém by mohly acetyl koenzym A oxidaza 1 a kataldza spolupracovat. Acetyl koenzym
A oxidaza 1 ve spolupraci s katalazou mohou slouzit jako ochrana ptfed Zelezem
katalyzovanym vznikem volnych radikald. Spoleény vyskyt téchto dvou proteini jiz byl
popsan u mySich hepatocytii, kde tyto proteiny spolu pisobi jako proliferatory
peroxizomu. V lidskych HepG2 bunkach ale vtéto souvislosti nebyly nalezeny
(AMMERSCHLAEGER et al. 2004).

Delta(3,5)-Delta(2,4)-dienoyl-CoA isomerase (enoyl-coenzyme A hydratase), Q13011
®)

Enoyl-CoA  hydratiza je homohexamemi protein. Patfi do enoyl-Coa
hydratazové/izomerazové rodiny. Nachazi se v mitochondriich a v peroxizomech.
Uplatiiuje se v cyklu B-oxidace mastnych kyselin, v metabolizmu lipidi. Stejné jako
ostatni identifikované proteiny participujici na metabolizmu lipidi, miZe byt tento
protein  soucasti bilkovinného komplexu, ktery obsahuje metaloproteiny a enzymy

chranici bunééné struktury pted pilsobenim volnych radikali.

Fructose-bisphosphate aldolase A, P04075 (7)

Frukt6za-bisfosfat aldoldza A je homotetramerni protein. Patti do I frukt6za-bisfosfatové
aldolazové rodiny. Je to glykolyticky enzym (lydza), ktery katalyzuje reverzibilni
konverzi fruktézy 1,6 bisfosfatu na glyceraldehyd-3-fosfat a dihydroxyaceton fosfat.
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Defektni aldolazy zpisobuji hemolytickou anémii. Tento typ anémii je zplsoben
defektem anaerobni glykolyzy a tvorby ATP. Deficit ATP vede k dysfunkci iontovych
pump a nasledné k hemolyze (YAO et al. 2004). Vyskyt tohoto enzymu v komplexu
metaloproteini obsahujicich Fe v mitochondriich jaternich bun€k miZe zanamenat
regulacni dlohu tohoto enzymu v metabolismu Fe-metaloproteinl, nebo souviset
s energetickymi naroky a produkci ATP v tomto procesu. ATP/Fe komplex by mohl
nalezet k souboru LIP, ktery by se mohl podilet na transportu Zeleza (viz. legenda
k obr. 8).

Endoplasmic bifunctional protein (glukoza-6-fosfitdehydrogeniza, G6PDH),
095479 (5)

Tento protein je sloZen z identickych podjednotek, kteri existuji jako monomery, dimery
a tetramery (COHEN a ROSEMEYER 1969). Asociace téchto podjednotek je zavisla
na vazbé NADP (KIRKMAN a HENDRICKSON 1962, CHUNG a LANGDON 1963).

G6PDH se vyskytuje ve dvou formach, H a G. G forma se vyskytuje v €ervenych
krvinkdch (TAN a ASHTON 1976). Obé izoformy se ucastni metabolizmu sacharidi
(pentézového cyklu). H forma vykazuje aktivitu s hexdéza—6-fosfaty, predevsim
s galakt6zou-6-fosfatem, kdezto G forma je specificka pro glukozu-6-fosfat. Pfi pfeméné
glukéza-6-fosfatu na 6-fosfoglukonat se vytvati NADPH z NAD(P)', ktery je hlavnim
zdrojem NADPH v burice. NADPH je kofaktorem enzymii Gcéastnicich se metabolismu
Zeleza (napf. NADH differic reductase). Dale se NADH uplatiiuje také v dychacim

fetézci v mitochondrii, jehoZ komponenty jsou mnohé metaloproteiny obsahujici Zelezo.

Deficience G6PD vede k hemolytické anémii. G6PD deficientni ¢ervené krvinky nejsou
schopny chréanit své sulthydrylové skupiny proti oxidativnimu poskozeni (BEUTLER
2008).
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Obrazek 19: Tato série reakci by mohla vysvétlovat uplatnéni defektniho enzymu

G6PD pii poskozeni membran éervenych krvinek oxidativnim stresem.

(Obrazek pievzat z publikace BEUTLER 2008)

DRUG ¢ nb H2 Oy

6<PHOSP!{XR.LK)ONM£ GLUCOSE -6-P

Interakce 1ékd (xenobiotik) s ervenymi krvinkami vede k produkci hydrogen peroxidu
(pfimo nebo prostfednictvim ROS). Dalsi reakce, vyzadujici neustilou redukci NADP na
NADPH, je zavisla na aktivit¢ G6PD reakci a selhava u G6PD deficientnich €ervenych

krvinek.

Podobnou ulohu by mohl tento enzym hrat v likvidaci peroxidu vznikajiciho béhem
pfenosu Zeleza z endozomt do mitochondrii jaternich bunék, coz by mohlo vysvétlit jeho

ptitomnost ve zkoumaném proteinovém komplexu prouzku A.

Lysosomal-associated membrane protein 1, P11279 (5)

LAMP1 je lyzozomalni membranovy glykoprotein. Jeho cytoplazmaticki doména
obsahuje lyzozomalni cilovou sekvenci YQTI, ktera LAMP1 proteinu umozZiiuje dopravit
se z bun&ného povrchu k lyzozomiim, organelam, které maji vztah k endozomim.
V endozomech LAMP1 interaguje s HFE proteinem (DAVIES et al. 2003), ktery béhem
endocytdzy interaguje s transferinovym receptorem (TfR) na endozomalni membrané
(GROSS et al. 1998, FEDER et al. 1998, ROY et al. 1999, DAVIES et al. 2003). HFE-
LAMP dale interaguje s TfR a tvofi komplex, ktery posléze putuje k lyzozomim. Oba
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proteiny, LAMP1 i TfR, vstupuji do bun€k stejnou cestou endocytézy. Miize tak
dochazet ke kompetici obou proteinti o vstup do buiiky (WARREN et al. 1998). LAMP1

je cilen do lyzozomi, kdezto TfR je recyklovan zpét k plazmatické membranég.

Isoform LAMP-2A of Lysosome-associated membrane glycoprotein 2, P13473 (4)

LAMP2 je lyzozomalni membranovy glykoprotein. Patfi do LAMP rodiny. LAMP2
tvofi komplexy s hsc70. Hsc70 je cytoplazmaticky chaperonovy protein, ktery se ucastni
skladani a transportu proteini do riznych &asti builky. Asociace LAMP s proteiny
tepelného Soku mize napomahat opravam proteini poskozenych volnymi radikaly

iniciovanymi Zelezem.

LAMP proteiny se vyskytuji v organelach s velice nizkym pH (pozdnich endozomech
a v pozdnich fagozomech pii pH 5,5-6,0 a v lyzozomech a ve fagolyzozomech pti pH
4,5-5,5). Oba tyto proteiny jsou zodpovédné za fuzi lyzozomi s fagozomy (HUYNH et
al. 2007), coz mize hrat Glohu pfi regulaci vezikularniho transportu Fe. Nizké pH je

nutné pro uvolnéni Zeleza z transferinu.
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Obrazek 20: Nazorné zobrazeni analyzovanych proteinii chromatografické frakce

20, prouzku A.
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Legenda k obrazku 20:

Na obrazku jsou znazornény proteiny tak, jak by mohly fungovat v komplexech. Je zde
vyobrazena souvislost mezi proteiny chranicimi biomolekuly pfed pisobenim volnych
radikald, jejichz vznik mize byt katalyzovan Zelezem. NRAMP2 (DMT-1) je pfenaseCem
Zeleza, ktery se pravdépodobné vyskytuje v proteinovych komplexech spole¢né s TfR
(Obr. 23, VYORAL a PETRAK 2000, PRIWITZEROVA 2005). Bilkoviny
koprecipitované s TfR a oznafené X, Y a Z jsou dalsimi, dosud neidentifikovanymi,
bilkovinami, které by se mohly podilet na distribuci Zeleza a které by mohly kooperovat
s uvedenymi proteiny. Mohlo by se jednat o bilkoviny oznacené X, Y na obrazku 23 a
ptipadné dalsi bilkoviny jako jsou proteiny Sec a Steap3 (Obr. 10) a dal$i dosud neznamé
bilkoviny.
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4.1.2 Identifikované proteiny chromatografické frakce 21, prouZku B.

Tabulka 2:

SwissProt No.
Protein name No. peptides
Transferrin receptor protein 1 P02786 24
Serotransferrin P02787 13
Integrin alpha-2 P17301 13
Complement C4-A POCOL4 13
Glutamate dehydrogenase 2 P49448 12
4F2 cell-surface antigen heavy chain P08195 10
ATP synthase subunit alpha P25705 9
Glutamate dehydrogenase 1 P00367 8
60 kDa heat shock protein P10809 7
Mannosyl-oligosaccharide 1,2-alpha-mannosidase IA P33908 7
Keratin, type II cytoskeletal 1 P04264 7
Adipocyte plasma membrane-associated protein Q9HDC9 6
Liver carboxylesterase 1 P23141 6
ATP synthase subunit beta P06576 5
Keratin, type I cytoskeletal 10 P13645 5
Intercellular adhesion molecule 1 P05362 5
Integrin alpha-1 P56199 5
Cytochrome ¢ oxidase subunit 4 isoform 1 P13073 4
Vesicular integral-membrane protein VIP36 Q12907 4
ERGIC-53 P49257 4
Serine hydroxymethyltransferase P34897 4
Basigin P35613 4
Trifunctional enzyme subunit alpha P40939 4
Integrin beta-1 P05556 4
Alpha-2-macroglobulin P01023 4
N-acetyllactosaminide beta-1,3-N-acetylglucosaminyltransferase | 043505 3
Neutral amino acid transporter B(0) (ATB(0)) Q15758 3
Translocon-associated protein subunit delta P51571 2
Cytochrome ¢ oxidase subunit 2 P00403 2
Transmembrane emp24 domain P49755 2
B-cell receptor-associated protein 31 P51572 2
Minor histocompatibility antigen H13 Q8TCT9 2
Lysosome membrane protein 2 Q14108 2
Large neutral amino acids transporter small subunit 1 Q01650 2
Keratin, type Il cytoskeletal 6D P48667 2
Solute carrier family 2, facilitated glucose transporter member 1 P11166 2
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Ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase family

member 1 P22413 2
Transmembrane emp24 domain-containing protein 9 Q9BVKG6 1
Actin, alpha skeletal muscle P68133 1
Secretory carrier-associated membrane protein 2 015127 1
Actin, cytoplasmic 1 P60709 1
Trifunctional enzyme subunit beta P55084 1
Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-2 P50993 1

Chromatograficka frakce 21, prouzek B

Majoritnim proteinem frakce B je transferinovy receptor, kliCcovy protein, ktery hraje roli
ve vstupu Zeleza do buiiky. Dal§im dilezitym metaloproteinem z této frakce je cytochrom
c oxidaza, ktera je soucasti dychaciho fetézce v mitochondriich. Je mozné, Ze transport
Zeleza z endozomtl do mitochondrii je spfazen s komplexy dychaciho fetézce (SHEFTEL
et al. 2007).

Dalsi souvislost se Zelezem lze vysledovat u integrinu alfa-2, ktery interaguje s hsp5 (vice
o proteinech tepelného Soku a jejich souvislosti s volnymi radikily je uvedeno
u chromatografické frakce 20, prouzku C). Déle se vtéto frakci nachazeji proteiny
imunitnitho systému, které se zarovenn vyskytuji pfi bunétném stresu (zanétech)
a zprostfedkovavaji kontakt mezi butikami (komplementovy protein C4-A, intracelularni
adhezivni molekula 1, integrin beta, alfa-2-makroglobulin). Alfa-2-makroglobulin miize
slouzit jako pfenaSe¢ hormonu hepcidinu, ktery ovliviluje resorpci Zeleza ve stfevé.
Kromé€ vySe zmifovanych proteinti se zde vyskytuji proteiny, u kterych souvislost

s metabolismem Zeleza zatim neni zfejma.

V prouzku B bylo nalezeno nékolik proteini shodujicich se s proteiny v prouZcich A a C.

Budou uvadény u prouzkii A a C. Jsou to nasledujici proteiny:
Liver carboxylesterase 1, P23141 (pep.6) (viz. proteiny prouzku A)
ATP synthase subunit alpha, P25705 (pep.9) (viz. proteiny prouZzku C)

ATP synthase subunit beta, P06576 (pep.5) (viz. proteiny prouzku C)
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4F2 cell-surface antigen heavy chain, P08195 (pep.10) (viz. proteiny prouzku C)

60 kDa heat shock protein, heat shock 60kDa protein 1 (chaperonin), P10809 (pep.7)

(viz. proteiny prouzku C)

Transferrin receptor (TfR), P02786 (24)

Obrazek 21: Ukazkové spektrum identifikovaného proteinu pomoci LC-MS/MS.

méTransferrin receptor protein 1

Mg VG F . 1 : N Lo

%633

G783

Legenda k obrazku 21:
MS-MS spektrum dvakrat nabitého iontu [M+2H]*" = 508.8 Da tryptického peptidu
BILNIFGVIK**  z transferinového receptoru. Sekvenci peptidu odpovidd témaF

kompletni série C-koncovych ionti typu y pfitomnych ve spektru.

Transferinovy receptor a jeho bunééna funkce jsou podrobné popsany v kapitole 2.

Podle dosavadnich nazori mitochondrie neobsahuji transferin ani transferinovy receptor.
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Piesto byl v této praci transferinovy receptor pfi analyze mitochondridlnich proteinovych
komplexti identifikovan (Tab. 2). Pro tuto skutecnost jsou dalsi doklady, napf. se
transferinovy receptor objevuje u vysoce purifikovanych mitochondridlnich frakci,
délenych na gradientech Percollu a identifikovanych znackami subceluldmich organel,
(Babusiak, osobni sdéleni, dosud nepublikovano).

Skute¢nost, Ze se transferinovy receptor objevil v komplexu proteind prouzku B
chromatografické frakce 21, by mohla vysvétlovat hypotéza o kontaktu mitochondrie
s endozomem, ktery obsahuje transferinovy receptor ve své membrané (VYORAL
a PETRAK 1998, SHEFTEL et al 2007). Timto kontaktem by se ke
vnéjsi mitochondridlni membran€¢ mohlo dostivat Zelezo navazané na transferinovy
receptor. Kontakt edozomu s mitochondrii by pak mohl hrat roli v transportu Zeleza do
mitochondrie (Obr. 10). Je mozné, Ze pfenos Zeleza z transferinového receptoru na
endozomalni membran€é do mitochondrie je zprostfedkovan komplexem bilkovin (Obr.
23).

Tato hypotéza nas vedla k experimentu imunoprecipitovat TfR z mitochondridlniho
lyzétu spole¢né s komplexem proteind, ktery by mohl s TfR asociovat (Obr. 23).
Pfitomnost transferinového receptoru v imunoprecipitatu byla detekovana separaci na
elektroforetickém gelu (Obr. 22) a potvrzena Western blotem. Na elektroforetickém gelu,
kde byl imunoprecipitat rozdélen, se objevil prouzek, ktery svou velikosti vypovida
o pfitomnosti transferinového receptoru, dile se zde objevil prouzek velikostné
odpovidajici transferinu a nakonec prouzky obsahujici proteiny, objevené
imunoprecipitaci spole¢né s transferinovym receptorem (Obr. 22). MiZe se jednat
o proteiny Sec a Steap3 nebo zcela nové, dosud nepopsané bilkoviny, nutné pro pienos
zeleza do mitochondrii. Dal$i analyza téchto proteind, které mohou reprezentovat nové

bilkoviny v transportu Zeleza, bude uikolem nasi laboratofe v budoucnu.
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Obrazek 22: Elektroforetickd analyza imunoprecipitovanych proteini na

polyakrylamidovém gelu.
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Legenda k obrazku 22:

1. Kontrola: mitochondrialni lyzat inkubovany s magnetickymi kuliCkami Dynabeads.

V kontrole neni patma Z4adna kontaminace ani nespecifickd vazba proteind
mitochondrialniho lyzatu na magnetické kulicky.
2. Mitochondrialni lyzat inkubovany s magnetickymi kuli¢kami Dynabeads s protilatkou

proti TfR

V 2. vzorku miizeme vidét prouzek nalezici transferinovému receptoru. Pod nim se
objevuje prouzek, ktery by mohl byt transferinem uvolnénym z transferinového
receptoru. V dalSich prouzkdch by se mohly objevovat dal§i proteiny souvisejici se
zelezem (HFE, reduktizy Zeleza, proteiny tvofici kanaly pro ielezb, proteiny tvofici
komplexy s metaloproteiny a hemoproteiny apod.). Tyto zatim neidentifikované proteiny
(X, Y) mohou predstavovat dalsi zajimavé proteiny spojené s transportem Zeleza. Jejich
studiem se bude nase laboratof zabyvat v budoucnu.
3. Protilatka proti TfR inkubovana s magnetickymi kuli¢kami Dynabeads.

V 3. vzorku jsou vidét lehké a tézké fetézce protilatky.
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Obrazek 23: Kontakt endozomu a mitochondrie.
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Legenda k obrazku 23:

Na obrazku jsou zobrazeny proteiny, které by se mohly Gcastnit transportu Zeleza
do mitochondrie (DMT-1 - viz. kap. 2.4, obrazky 6, 8, 9 a legendy k obrazkiim 12 a 20)
a dal§i proteiny souvisejici se Zelezem (napf. enzym ferochelatiza, ktery je
pravdépodobné

spojen s komplexem I dychaciho fetézce a ktery vestavuje Fe do protoporfyrinu IX.
Vestavovani Fe do protoporfyrinu IX by mohl ovliviiovat i enzym cytochrom c oxidaza).
Dale jsou zde oznafeny neznamé proteiny X, Y (Obr. 22), mezi které by mohly patfit
napf. bilkoviny Sec a Steap (viz. legenda k obrazku 9 a 10).

Jsou zde znazornény dvé cesty vstupu Zeleza do mitochondrie. A) je spolutcasti LIP
(vysvétleno u obrazku 8) a B) by mohl byt vstup Zeleza sucasti transferinového
receptoru.

Déle je zde zobrazen dychaci fetézec, ve kterém jsou bilkoviny obsahujici Zelezo ve své

struktufe.
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Integrin alpha-2, P17301 (13)

Tento protein se fadi do integrinové alfa fetézcové rodiny. Integriny jsou heterodimerické
membranové glykoproteiny sloZené z alfa a beta fetézce. Nachazeji se v riznych buiikach
véetné T-bunék, fibroblastii a krevnich desti¢ek. Integriny se uCastni bunécné adheze
a participuji také na signalech zprostiedkovanych bunéénym povrchem. Integrin alfa-
2/beta-1 je receptorem pro laminin, kolagen, fibronektin a e-kadherin. Interaguje
s proteinem tepelného Soku 5 (souvislost mezi proteiny tepelného Soku a volnymi
radikaly je podrobnéji uvedena v odstavci 60 kDa heat shock protein, chromatografické
frakce 22, prouzku C).

Trifunctional enzyme subunit alpha, P40939 (4)

Tento protein, sloZeny ze &tyf alfa a Ctyf beta podjednotek, se nachazi v mitochondriich.
Tento heterokomplex katalyzuje druhy a tfeti krok v mitochondridlni B-oxidaci mastnych
kyselin. Souvislost se Zelezem neni dosud znama. Tento enzym by se mohl podilet

na opravach mastnych kyselin poskozenych plsobenim volnych radikala.

Cytochrome c oxidase, P13073 (4)

Cytochrom ¢ oxiddza je mnohopodjednotkovy enzymovy komplex obsahujici Zelezo
(Obr. 24).

Umoziuje ptenos elektronii zcytochromu ¢ na molekulami kyslik a pfispiva
k protonovému elektrochemickému potencialu ptes vnitini mitochondridlni membranu.
Cytochrom c¢ oxiddza je enzymem mitochondridlniho elektrontransportniho dychaciho
fetézce, komplexu IV (Obr. 23). Obsahuje prostetickou skupinu hemu a, a3 a dva atomy
médi.

Mezi dalsi proteiny dychaciho fetézce obsahujici skupinu hemu patfi cytochrom c, ktery
obsahuje prostetickou skupinu hemu ¢ a QH-cytochrom ¢ (oxido)reduktaza obsahujici

skupinu hemu bsgg, bsea, €1 a [FeS] klastr.
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Dychaci fetézec se sklada ze tfi enzymovych komplexd (Obr. 23). NADH-
dehydrogenazovy komplex, kterym fetézec zacina, oxiduje NADH a pfenasi dva
elektrony prostiednictvim nehemového Zeleza se sirou na QHj-cytochrom
¢ oxidoreduktazu a 2 protony na vnéj§i stranu mitochondridlni membrany. DalSim
komplexem je komplex cytochromii b — c;. Cytochrom c,, bilkovina lokalizovana
na vnéjsi stran€ vnitini membrany, pfenasi elektrony z QH, poslednimu ¢&lenu
enzymovému komplexu cytochrom c¢ oxidize. Akceptotem elektronti odebranych
cytochromu c; je cytochrom a; odtud jsou pfenaseny na cytochrom a;. Cytochrom a3 je
oxidovan molekulovym kyslikem O, tak, e mu piedd dva elektrony. Vznikly O*
vstupuje do interakce s protony pfitomnymi v matrix mitochondrie za vzniku molekuly

H,0.

Protony nahromadéné na vnéj$i stran€ vnitini mitochondridlni membrany jsou pfenaseny
prostfednictvim FoF;-ATPazy zpét do mitochondridlni matrix. Tohoto transportu se
vyuziva k syntéze ATP, které by mohlo patfit mezi slozky LIP (obrazek 8).

Respiraéni komplexy jsou v mitochondridlni membriné vzajemné propojeny. Podle
nékterych predstav (TAKETANI et al. 1986) je s komplexem I dychaciho fetézce spojen
enzym ferochelatiza, ktery vestavuje Fe do protoporfyrinu IX. Enzym cytochrom
¢ oxidaza by se mohl podilet na pfenosu Zeleza pfimym kontaktem komplexu

I s ferochelatazou a mohl by ovliviiovat vestavovani Fe do protoporfyrinu IX.

Obrazek 24: Struktura cytochrom c oxidazy.
(http//www.bch.msu.edu/faculty/fergusonmiller/joan.jpg)

Cytochrome c’oxidase
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Alpha-2-macroglobulin, P01023 (4)

Alfa-2-makroglobulin je homotetramerni protein patfici do rodiny protedzovych
inhibitorti. Je to sekre¢ni protein syntetizovany v jatrech. Inhibuje mnoho proteaz véetné
trypsinu, trombinu a kolagenazy. Podili se na pfenosu mnoha druhli proteinti v plazmé
a uvnitié bunék. Vaze mnozstvi cytokinii a také pravdépodobné hlavni regulator obratu

7eleza v téle - peptidovy hormon hepcidin (PESLOVA et al. 2007).

Serine hydroxymethyltransferase, P34897 (4)

Tento homotetramerni protein se vyskytuje se v mitochondriich. Ma transferazovou
aktivitu, uCastni se metabolismu glycinu a L-serinu. Ma katalytickou aktivitu: 5,10-
metylenetetrahydrofolat + glycin + H,O = tetrahydrofolat + I-serin. U tohoto proteinu
byla popsina souvislost mezi Zelezem a deregulaci bunéénych metylaci v jaternich
burikich (PETRAK et al. 2007).

Glutamate dehydrogenase 1, P00367 (8) a Glutamate dehydrogenase 2, P49448 (12)

Glutamat dehydrogenazy se nachazeji v mitochondriich. Jsou dulezité pro recyklaci
hlavniho excitaéniho neurotransmiteru, glutamatu, béhem nervového pienosu. Také se

podili na metabolizmu aminokyselin. Souvislost tohoto proteinu se Zelezem neni zfejma.

Complement C4-A, POCOL4 (13)

Tento protein je sou¢asti aktivacni cesty komplementu. Komplement je soubor sérovych a
membranovych proteini a je humoralni sloZzkou nespecifické imunity. Protein je
exprimovan jako jednoduchy fetézec, ktery je nasledné $t€pen na trimer alfa, beta a gama
podjednotky. Alfa fetézec mize byt $t€pen na C4 anafylatoxin, ktery je mediatorem
mistniho zanétu, ktery také miiZze souviset s volnymi radikdly. Slozky komplementu jsou
syntetizovany jaternimi buiikami a tento protein se pravdépodobné v komplexu proteinti

prouzku B vyskytl jako kontaminace.
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Mannosyl-oligosaccharide 1,2-alpha-mannosidase 1A, P33908 (7)

Tento transmembranovy protein katalyzuje odstranéni mandzy z oligosacharidii vazanych
na uréité druhy glykoproteind. Souvislost se Zelezem u tohoto proteinu dosud neni

zZnama.

Adipocyte plasma membrane-associated protein, QOHDC9 (6)

Tento membranovy protein se vyskytuje v membrianiach adipocytl, tukovych bunék.
Adipocyty slouzi jako energeticka zasobarna, vytvareji velké vnitini vakuoly obsahujici
triacylglyceroly. Ani u tohoto proteinu neni dosud znama souvislost se Zelezem. Tento
protein by se vSak mohl podilet na energetické dotaci reakcim spojenym se Zelezem

a mohl by mit na né regula¢ni vliv.

Intercellular adhesion molecule 1, P05362 (5)

ICAM1 (CD54) je membranova molekula patfici do imunoglobulinové superrodiny,
do ICAM rodiny. Je exprimovana na endotelidlnich burikdch a na buiikdch imunitniho
systému. Vaze integriny typu CD11a / CD18 nebo CD11b / CD18. ICAM proteiny jsou
ligandy pro integrin alpha-l/beta-2. Zprostiedkovava kontakt mezi buiikami. Jeji

souvislost se Zelezem nebo volnymi radikaly dosud neni popsana.

Vesicular integral-membrane protein VIP36, Q12907 (4)

Tento protein se nachazi v membranach endoplazmatického retikula a Golgiho aparatu.
Hraje roli jako intracelularni lektin v ¢asné sekre¢ni draze. Interaguje s n-acetyl-d-
galactosaminem a vysokoman6zovymi typy glykand. Je zapojeny do transportu a t¥idéni
glykoproteinii nesoucich vysokomanézové typy glykanti. Jako kofaktor vaze dva
véapenaté ionty na jednu podjednotku. Ani u tohoto proteinu neni zfejma souvislost se

Zelezem. Mohl by v3ak hrat roli ve vezikularnim transportu endozomi s TfR.
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ERGIC-53,P49257 (4)

Tento protein je lektin (protein, ktery rozpoznava cukerné &asti glykoproteind,
glykolipidi a glykosylfosfatidil inositolovych kotev). Pravdépodobné se podili na tfidéni

a recyklovani proteinti a lipidd, coZ miiZe souviset s funkci endozomt obsahujicimi TfR.

Isoform 1 of Basigin, P35613 (4)

Tento protein se nachazi vbunéénych membrinich. Je pfitomen ve vaskuldrnim
endoteliu v neneoplastickych oblastech mozku a hojné se vyskytuje i na membranach
nadorovych bunék. Hraje rozhodujici roli ve spermatogenezi, implantaci embryi, pfi
formovani neurdlni sit¢ a v ristu nadori. Stimuluje fibroblasty ke tvorbé matrixovych
metaloproteinaz a vaze cukry. Matrixové metaloproteinazy degraduji kolagen, bilkovinu,
pro jejiz syntézu je nutné Zelezo. Pfimé doklady o souvislosti basiginu se Zelezem nejsou

dosud znamy.

Isoform Beta-1C of Integrin beta-1, P05556 (4)

Integriny jsou membranové receptory ucastnici se adheze a rozpozndvani bunék,
embryogeneze, hemostazy, opravy tkani, imunitni odpovédi a metastdze nadorovych

bunék. Souvislost se Zelezem neni znama.

4.1.3 Identifikované proteiny chromatografické frakce 22, prouZku C.

Tabulka 3:
SwissProt Pocet
Nazev proteinu No. peptidi
60 kDa heat shock protein P10809 20
ATP synthase subunit alpha P25705 18
Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein P04843 13

66



glycosyltransferase 67 kDa subunit

Keratin, type II cytoskeletal 1 P04264 9
NADH-cytochrome b5 reductase 3 P00387 8
Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein

glycosyltransferase 63 kDa subunit P04844 6
Protein transport protein Sec23A Q15436 6
Actin, cytoplasmic 1 P60709 5
Actin, alpha skeletal muscle P68133 5
4F2 cell-surface antigen heavy chain P08195 5
Keratin, type I cytoskeletal 9 P35527 5
Liver carboxylesterase 1 P23141 5
Solute carrier family 2, facilitated glucose transporter

member 1 P11166 5
Hypoxia up-regulated protein 1 Q9Y4L1 5
ATP synthase subunit beta P06576 4
Keratin, type I cytoskeletal 10 P13645 4
Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-1 P05023 4
Complement C3 P01024 4
Cation-independent mannose-6-phosphate receptor P11717 3
Short/branched chain specific acyl-CoA dehydrogenase P45954 2
Trifunctional enzyme subunit beta P55084 2
Trifunctional enzyme subunit alpha P40939 2
Keratin, type II cytoskeletal 6D P48667 2
Keratin, type II cytoskeletal 2 epidermal P35908 2
Immediate early response 3-interacting protein Q9Y5U9 1
Hemoglobin subunit beta P68871 1
ATP synthase B chain P24539 1
Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein

glycosyltransferase 48 kDa subunit P39656 1
Microsomal glutathione S-transferase 2 Q99735 1
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex

subunit 6 P56556 1
Ras-related protein Rab-1A P62820 1
Ras-related protein Rab-1B Q9HOU4 1
Vesicle-trafficking protein SEC22b 075396 1
Ras-related protein Rap-1A P62834 1
Voltage-dependent anion-selective channel protein 2 P45880 1
Transmembrane emp24 domain-containing protein 10 P49755 1
Elongation factor 1-alpha 1 P68104 1
Ras-related protein Rab-3B P20337 1
Sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta-1 P05026 1
Scavenger receptor class B member 1 Q8WTVO0 1
Neutral amino acid transporter B(0) (ATB(0)) Q15758 1
Monocarboxylate transporter 4 015427 1
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Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-2 P50993 1
Protein transport protein Sec23B Q15437 1
Delta 1-pyrroline-5-carboxylate synthetase P54886 1
Protein deltex 3-like protein Q8TDB6 1
Solute carrier family 2, facilitated glucose transporter

member 3 P11169 1

Chromatograficka frakce 22, prouzek C

Ve frakci C bylo identifikovano 15 proteini se zastoupenim vys$S§im neZ 3 peptidové
fragmenty. Mezi t€mito proteiny se objevuje protein patfici do skupiny proteint
tepelného Soku, které se mohou ucastnit oprav biomolekul poskozenych nasledkem
puasobeni volnych radikali. Déale se zde nachazi podjednotky ATP-syntazy, ktera je p¥imo
spjata sdychacim fetézcem v mitochondridlni membrané. Dal§im dilezitym
identifikovanym proteinem ve spojitosti s Zelezem je NADH-cytochrom b5 reduktaza,
ktera je soucasti dychaciho fetézce v mitochondrii. Dale jsou zde identifikovany proteiny
bunééného cytoskeletu a proteiny podilejici se na vezikularnim transportu (aktin,
Sec23A), membranové transportéry (Na/K-ATPaza, GLUTI1, 4F2), jaterni karboxylaza
nezbytna pro esterifikaci cholesterolu, HUP-1 protein, ktery by mohl mit vztah k regulaci

syntézy hemoglobinu a dalsi proteiny, u kterych neni souvislost se Zelezem ziejma.

60 kDa heat shock protein, (chaperonin), P10809 (20)

Chaperonin patfi mezi proteiny tepelného Soku. Patfi do rodiny HSP60. Proteiny
tepelného Soku jsou pojmenovany podle jejich molekulari hmotnosti — proto hsp60.
Vyskytuje se v mitochondrialni matrix, kde se u¢astni importu proteini do mitochondrie
a podili se na jejich spravném skladani. Proteiny tepelného Soku (HSP) jsou skupinou
proteind, jejichZ exprese se zvySuje pokud jsou buiiky vystaveny zvySujicim se teplotim
nebo jinému stresu (infekce, zanéty, hladovéni, nedostatek vody, hypoxie, plisobeni
toxinti — etanol, UV zafeni apod.). Kontroluji bunééné proteiny, zda jsou spravné sloZeny,
pomahaji nov€ syntetizovanym proteinim k zaujeti spravné konformace (slouzi jako

molekulami chaperony) a podileji se na odbouravani starych a nefunké&nich proteind.

68



Pomahaji stabilizovat ¢asteéné sbalené proteiny a podileji se na jejich transportu pfes
buné¢nou membranu (SCHLESINGER 1990).

Proteiny tepelného Soku jsou aktivovany pii zvySeném vyskytu poskozenych proteint
(tzn. i proteind poSkozenych ptsobenim volnych radikald, jejichz vznik mize byt
katalyzovan Zelezem). Mohly by se vyskytovat v komplexech bilkovin souvisejicich se

Zzelezem.

ATP synthase subunit alpha, P25705 (18); ATP synthase subunit beta, P06576 (4)

Obrazek 25: Ukazkové spektrum proteinu identifikovaného pomoci LC-MS/MS.
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Legenda k obrazku 25:

MS-MS spektrum dvakrat nabitého iontu [M+2H]*" = 586.4 Da tryptického peptidu
159Y VDALGNAIDGK ' z proteinu ATP syntiza alfa podjednotka. Témét kompletni

série C-koncovych iontli typu y jednozna¢né potvrzuje sekvenci peptidu.

ATP syntidza je multimericky komplex sklddajici se z 16ti riznych polypeptidid. ATP
syntaza se fadi do rodiny ATPazovych alfa/beta fetézcti. ATP syntdza se sklada ze dvou
oligomemich komplexi. Komplex Fy tvofi protonovy kandl. Komplex F; je periferni
a ma Ctyfi podjednotky. Jedna z nich katalyzuje pfeménu ADP + Pi na ATP. Vyuziva pfi
tom, vprocesu oxidativni fosforylace, elektrochemického gradientu protoni
prochazejicich pfes membrany mitochondrie.

Témét viechny organické molekuly jsou schopny vazat Zelezo, ale pravé ATP by mohl
byt hlavnim z ligandi pro Fe tvoficich LIP. V literatufe se objevuji diskuze o vztahu mezi

ATP a zelezem (VYORAL a PETRAK 1998).

V jedné z predchozich studii se ukazalo, Ze by se ATP syntdza vyskytuje také
v proteinovych komplexech spole¢né¢ s proteiny tepelného Soku, feritinem,
peroxiredoxiny a proteiny obsahujicimi ve své struktufe hem (BABUSIAK et al. 2005).
Takové komplexy by teoreticky mohly inaktivovat volné radikaly nebo inaktivovat jejich

tvorbu.
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Obrazek 26: ATP syntaza.

(http://www .ugr.es/~eianez/Microbiologia/images/10atpasa.JPG)

’
H W N ENVIRONMENT

Na obrazku je zndzornéna ATP syntaza tvofici ATP. Ve zlutych étvercich jsou zobrazeny

vodikové protony prochézejici pfes membranu.

Isoform Long of Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-1 (Na,K-
ATPase (Na(+),K(+)-activated ATP phosphohydrolase), P05023 (4)

Tento protein patfi do rodiny ATPaz typu P, které transportuji kationty. Sodno-draselna
ATPaza je membranovy protein zodpovédny za ustanoveni a udrzeni elektrochemického
gradientu sodnych a draselnych iontii pfes plazmatickou membranu. Jeho katalyticka
aktivita je: ATP + H,0 + Na'(dovnitf) + K (ven) = ADP + fosfat + Na" (ven) + K"

(ven).

Tento enzym hraje dilezitou roli ve fyziologii buiiky, nebot’ elektrochemicky gradient
sodnych a draselnych iontii je nezbytny pro osmoregulaci, spfazeny transport sodnych
ionti s fadou organickych a anorganickych molekul a také pro elektrickou excitabilitu

nerva a svala.
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Byl prokazan vztah mezi NaK ATPazou a transferinové vdzanym Zelezem. Je mozné, ze
dochazi ke vzajemné regulaci transportu Zeleza, volnych radikali a NaK ATPazy (YIN et
al. 2003).

Dolichyl-diphosphooligosaccharide-protein glycosyltransferase 67 kDa subunit
(Riboforin I), P04843 (13)

Riboforin I je protein, ktery se podili se na vazb& ribozomi. Jeho vztah k Zelezu neni
dosud jasny. Mohl by se napf. podilet na regulaci syntézy globinovych fetézci

hemoglobinu.

Dolichyl-diphosphooligosaccharide-protein glycosyltransferase 63 kDa subunit,
P04844 (6)

RPN2 je enzym nélezici do riboforinové rodiny. Tato transferiza katalyzuje pfenos
manoézovych oligosacharidii a lipid-vazanych oligosacharidii na asparaginové zbytky.

Vztah tohoto proteinu k Zelezu nebyl dosud popséan.

NADH-cytochrome bS reductase 3, P00387 (8)

NADH-cytochrom b5 reduktiza se vyskytuje se ve dvou forméch: izoforma 1 je
membrianové vazana v somatickych buiikich (na cytosolické strané membrany
endoplazmatického retikula a vnéjsi mitochondridlni membrané) a izoforma 2 se ve volné
formé nachédzi v ¢ervenych krvinkdch. Forma vazana na cytoplazmatické strané
endoplazmatického retikula se podili na desaturaci a prodluZovani mastnych kyselin
a biosyntéze cholesterolu. NADH-cytochrom b5 reduktaza by se také mohla podilet na

redoxnich reakcich, ke kterym dochézi béhem transportu iontil Zeleza pfes membranu.

Protein transport protein Sec23A, Q15436 (6)

SEC23A protein je soucasti COPII obalu, ktery pokryva vacky derivované z hladkého
endoplazmatického retikula. Podili se na transportu vezikli z endoplazmatického retikula
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do Golgiho aparatu. COPII vacky také napomahaji transportu sekre¢nich a vakuolamich
proteinti a také proteind plazmatické membrany z endoplazmatického retikula do Golgiho
aparatu. Tento protein by mohl byt ve vztahu k proteinovému aparatu na endozomu, ktery
by pfenasel Zelezo (pomoci transferinového receptoru) k mitochondridlni membréané (viz.

obr. 10, 20, 23).

Actin (Alpha-actin-1), P68133 (5); Actin (Beta-actin), P60709 (5)

Aktiny tvofi od 10ti do 20ti procent bunénych proteini. Aktiny se podili na bunééném
transportu. Alfa aktiny jsou hlavnimi stavebnimi kameny kontraktilnitho aparatu. Beta
aktin je struktumim proteinem cytoskeletu, ma aktivitu proteinového motoru a vaze dalSi

proteiny.

Po aktinovém cytoskeletu se také mohou pohybovat endozomy obsahujici, mimo jiné, i

transferinovy receptor (Obr. 20).

4F2 cell-surface antigen heavy chain, P08195 (5)

4F2 antigen je membranovy protein, ktery se podili na na sodiku nezavislém, vysoce
afinitnim transportu velkych neutrdlnich aminokyselin. Je nezbytny pro normalni
a neoplasticky buné€ny rist. Ma vapnikovo-sodnou antiporterovou aktivitu, podili se na
transportu vapenatych ionti, aminokyselin a také se ucastni metabolismu sacharidui.

U tohoto proteinu neni souvislost se Zelezem ziejma.

Liver carboxylesterase 1, P23141 (5)

Karboxylesterdza 1 je enzym zodpovédny za hydrolyzu esteri a drog obsahujicich amidy
(kokain, heroin). Zaroven participuje na hydrolyze dlouhych fetézci mastnych kyselin
a thioestert. Tento enzym je také znam tim, Ze hydrolyzuje aromatické a alifatické estery

a je nezbytny pro esterifikaci bunééného cholesterolu.
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Cholesterol chrani membrany pted poskozenim volnymi radikaly, jejichZ vznik miize byt
katalyzovan Zelezem. Tato karboxylaza by mohla opravovat poskozeny cholesterol
(pusobenim volnych radikald), ktery $iti oxidativni poskozeni na dal$i molekuly. Patfila
by mezi proteiny, které se podileji na ochrané a a opravé proteinti, které byly poskozeny

produkty Fentonovy reakce.

Solute carrier family 2, facilitated glucose transporter member 1 (Glucose
transporter type 1, erythrocyte/brain) (GLUT-1) (HepG2 glucose transporter),
P11166 (5)

Pfenasece glukdzy jsou glykoproteiny integrované v membrané, které prenaseji glukézu
do vétSiny bunék. Gluézovy transportér pienasi glukézu pomoci usnadnéné difuze i do
erytrocyti. Defekty v transportu glukézy vedou ke zkraceni Zivotaschopnosti erytrocytu
a rozpad Cervenych krvinek vede k uvoliiovani hemoglobinu, ktery obsahuje Zelezo. Pfi
odbourdvani hemoglobinu se Zelezo vaze na feritin. Byla nalezena souvislost mezi
mnozstvim Zeleza v té€le a metabolizmem glukézy. Chelatory Zeleza reguluji expresi
GLUT-1 a transport glukézy (POTASHNIK et al. 1995). Také bylo prokazino, ze
transferin a Zelezo zpusobuji inzulinovou rezistenci transportu glukézy (GREE et al.

2006). Jakou souvislost se Zelezem ma tento protein neni dosud objasnéno.

Hypoxia up-regulated protein 1 (HUP-1), Q9Y4L1 (5)

Tento protein patfi do rodiny proteint tepelného Soku 70. Je proteinem, ktery se objevuje
v tkdnich jako odpovéd’ na stresové podminky, pomaha sbalovani proteint, vaze ATP
a nesbalené proteiny. Je regulovan hypoxii. Hypoxie vznika pfi nedostateéném zasobeni
tkani kyslikem. Nedostatek kysliku miize byt zpisoben nedostatkem Eervenych krvinek
(anémie), zpomalenim cirkulace krve pfi srde¢ni nedostate¢nosti nebo také vysokym
mnoZzstvim karboxyhemoglobinu v krvi. Karboxyhemoglobin je forma hemoglobinu, kdy
je vazebné misto pro kyslik (tj. dvojmocné Zelezo) obsazeno oxidem uhelnatym.
Hemoglobin mé 200 az 240x vétsi afinitu pro oxid uhelnaty nez pro kyslik, proto se

stoupajicim podilem karbonylhemoglobinu v krvi klesd schopnost hemoglobinu vazat
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kyslik. Pfitomnost HUP-1 v komplexu C je velmi zajimavy nélez. Jeho mozna souvislost

s regulaci syntézy hemu v mitochondriich a transportem Zeleza vyZzaduje dalsi studie.

Complement C3,P01024 (4)

Tento protein je soudasti komplementu (viz. protein prouzku B - Complement C4-A). C3
Cast komplementu se vyskytuje extracelularné (v séru) a je syntetizovan jaternimi
burikami. Aktivace C3 soucdasti komplementu vede k aktivaci komplementového
systému. A to jak cestou klasické aktivace komplementu, tak i cestou alternativni.
Souvislost tohoto proteinu se Zelezem nebyla dosud popsdna. Je mozné, Ze se tento

protein v komplexu proteint prouzku C vyskytl jako kontaminace.

Voltage-dependent anion-selective channel protein 2 (VDAC2), P45880 (1)

Analyzou proteinovych komplexti jsme identifikovali pouze 1 peptid, ktery prislusi
bilkoviné VDAC?2. Identifikace jednoho peptidu se nepovaZzuje za dostate¢né prikaznou.
Proteiny oznaované jako VDAC nebyly dosud davany do souvislosti s distribuci Zeleza.
Na§ zdjem o tento protein pramenil z osobniho sdéleni prof. Dese Richardsona
(University of Sydney), ktery popisuje u bilkoviny VDAC2 reduktdzovou aktivitu
specifickou pro Zelezo. Dal$i z nasich uvah bylo, Ze VDAC2, protein, ktery tvofi pér
v membrang, by mohl transportovat ionty Zeleza a metabolity spojené s €innosti volnych
radikali, které VDAC?2 také transportuje pfes mitochondridlni membranu.

VDAC protein existuje ve dvou izoformach: VDAC1 a VDAC2. VDAC se vyskytuje
v riznych funkénich stavech, které se lisi jejich schopnosti propoustét neelektrolyty
a ionty (HODGE a COLOMBINI 1997). Rizni se také v selektivité mezi kationty
a anionty (COLOMBINI 1989). Jednim z kationtii by mohl byt napt. Fe**. Ve stavu, kdy
je kanal otevfeny, nejvice propustny, preferuje anionty, pfedevs§im anionty metabolické.
VDAC ma na st¢n€ kanalu mobilni doménu, ktera slouzi jako napétovy senzor. Tim se
fadi mezi napétoveé ovladané kanaly.

Uvazuje se o existenci supramolekuldrniho komplexu (pdru), ktery by dosahoval vnitini

i vn€j$i membrany mitochondrie. Pfedpoklada se, Ze hlavnimi slozkami tohoto péru by
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mohly byt VDAC protein ve vné&j§i membrané a transportér adeninovych nukleotidi ve
vnitfi membrané (VYSSOKIKH a BRDICZKA 2003).

Védecky zidjem o tento protein vzrostl s prokdzanim jeho vyznamu pfi bunécné smrti —
apoptoze a jeho duleZité roli vregulaci toku metabolit pfes vné€jsi mitochondridlni
membranu. Do procesu bun&éné smrti jsou zapojeny i ROS, jejichz vznik muZze byt
katalyzovan Zelezem.

Podobné jako u transferinového receptoru, jsme se pokusili imunoprecipitovat VDAC2
spole¢né s komplexem proteind, ktery by mohl s VDAC2 asociovat.

PiestoZze jsme vyzkousSeli dvé komeréné dostupné protilaitky, ani u jedné se ndm
nepodafilo prokazat, ze vaze protein VDAC2 s dostateénou afinitou. I pfes to, Ze se
imunoprecipitace nezdafila, by bylo zajimavé se o imunoprecipitaci znovu pokusit s jinou
protilatkou, pfipadné modifikovat pracovni postup tak, aby vedl k izolaci VDAC?2 spolu
s dal§imi proteiny, se kterymi by mohl byt v t€sné blizkosti a se kterymi by mohl

kooperovat.

4.2 Metodické pristupy

Ve své diplomové praci jsem se zaméfila na bilkoviny souvisejici se Zelezem v téle.
Studium Zeleza v Zivych systémech je kviili povaze tohoto iontu znaéné problematické.
Jeho fyzikalné-chemické vlastnosti: existence Zeleza ve dvou oxidaénich stavech, rychla
oxidace Zeleznatych iontl, téméf nulovd rozpustnost trojmocného Zeleza za
fyziologickych podminek, tvorba koordina¢nich komplext, to vie vyZzaduje specidlni
metody pro analyzu Zelezo vazicich molekul. Zelezo netvofi v biologickych systémech
kovalentni slou¢eniny a proto i sebemensi zména fyziologickych podminek (zména pH,
zména redukéniho potencidlu) miZze vést k uvolnéni Zeleza z bilkovinného komplexu,

ktery je zkouman.

Vychazela jsem z biochemickych a proteomickych metod studia bilkovin. Proteom je
soubor viech bunéénych i tkanovych bilkovin. Proteomika sleduje strukturu a funkce
proteini, zmény proteint v zavislosti na funkénim stavu buriky €i tkané, vnitrobunéénou
lokalizaci proteini i regulaci jejich funkci. Studiem interakci proteinii a proteinovych

komplext se zabyva podobor proteomiky — komplexomika.
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Bilkoviny v buiikach neptisobi samostatné, ale organizované. Témét vSechny bilkoviny
funguji v bilkovinnych komplexech. Prace s bilkovinnymi komplexy vyZaduje podminky,
pfi kterych nedochazi k naru$eni vazeb mezi jednotlivymi proteiny komplexu.
Technologie studia proteinti se neustale vyvijeji a stavaji se vice t¢innymi.

Separace intaktnich proteinovych komplexti byvaji ¢&asto zahdjeny technikami
frakcionace bunék, coZz umoziiuje redukovat vstupni komplexitu bilkovin. Ve své praci
jsem vyuzivala diferencialni centrifugaci k ziskani mitochondrii z lyzatu bunék. Uskalim
této metody je, Ze se spolu s mitochondriemi mohou vyizolovat i dalsi bunééné organely,

napf. endozomy, které jsou v okamzZiku centrifugace k mitochondriim pfilnuty.

Pro separaci proteinovych komplexii z mitochondrii byla vyuZita iontoméniova
kapalinovd chromatografie pro svou schopnost separace s vysokym rozliSenim.
Nevyhodou tohoto typu chromatografie je, Ze v gradientu soli, kde dochazi ke zvySovani
iontové sily, se mohou ¢&ésti proteinovych komplext rozpadat.

Pro dalsi separaci metaloproteinovych komplexti za nedenaturujicich podminek jsem
vyuZivala nativni gradientovou elektroforézu na akrylamidovém gelu v pfitomnosti
detergentu Triton X-100. Vyhodou takové modifikace elektroforézy je, ze zamezuje
agregaci bilkovin, napoméha stabilizovat jejich nativni strukturu a umozZiluje separovat
membranové bilkoviny a jejich komplexy.

Gradient polyakrylamidu napomaha ostrému rozdéleni proteini a proteinovych
komplexti. Proteiny maji v pfitomnosti Tritonu X-100 mnohem mensi naboj neZ pti SDS
elektroforéze. Tento problém se fesi pouzitim vétSich elektrickych proudi nez pii bézné
SDS elektroforéze. To ale vede k velkému vyvoji tepla a proto je nutné pii takovéto
elektroforéze gel v prubéhu celé separace chladit. Svymi schopnostmi v$ak tritonova
elektroforéza umoziiuje vysoce citlivou separaci bilkovin obsahujich Zelezo, které jsou

sttedem zdjmu mé prace.

Alternativni technikou, kterou bylo mozno pouzit k separaci nativnich proteinovych
komplexid, byla modra nativni polyakrylamidova gelova elektroforéza (BN-PAGE).
Poprvé byla popsana roku 1991 pfi separaci proteinovych komplexi dychaciho fetézce na
membranich mitochondrii (SCHAGGER a von JAGOW 1991). Modrd nativni
elektroforéza na polyakrylamidovém gelu je zvlastnim pfipadem nativni elektroforézy.

BN-PAGE je elektroforézou s vysokym rozliSenim pro proteinové komplexy izolované
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z tkani a z bunéénych frakci (CLAEYS et al. 2005). Pomoci tohoto typu elektroforézy lze
separovat proteinové komplexy o velikosti v rozmezi od 10 do 10 000 kDa. BN-PAGE
umoziiuje proteinovym komplexiim, aby si zachovaly své enzymatické funkce
a nerozpadaly se, jak je tomu v pfipad€ denaturujicich elektroforéz (JUNG et al. 2000).
Diky BN-PAGE je mozné studovat i interakce mezi proteiny (EUBEL et al. 2005). Tato
nativni elektroforéza je vhodna i pro proteinové komplexy mitochondrialnich membran
(WITTIG et al. 2006). Pomoci této metody byly analyzovany komplexy membranovych
prenaSeCovych proteini (CARROZZO et al. 2006). BN-PAGE vyuziva navazani
Coomassie blue G250 na povrch poteind, tim proteinim dava negativni naboj a umoziiuje
jejich migraci. Separace takto ,,obarvenych“ proteinovych komplexti odpovida jejich
velikosti a tvaru.

Pro nase studie jsme v3ak tuto techniku nezvolili, nebot’, jak vime z pfedchozich pokust,
modra nativni elektroforéza je nevhodnéa pro studium proteint, které ve své struktuie

obsahuji hem, protoZze Coomassie blue G250 je schopna jej z hemoproteinu vytésnit.
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5. SOUHRN

V diplomové prici jsem se soustfedila na mitochondridlni proteiny, proteinové komplexy
a proteinové prenasece souvisejici se Zelezem.

Zelezo je schopno katalyzovat vznik volnych radikali, které hraji klicovou roli
v patogenezi mnoha chorob. Choroby spojené se vznikem volnych radikéla
anedostatkem nebo nadbytkem Zeleza v organizmu jsou velmi casté (jednou
z nejéastéjSich autozomdlné recesivnich nemoci vevropské populaci je dédi€na
hemochromat6za, dale jsou Casté anémie zplisobené nedostatkem Zeleza v organizmu
a pretizeni Zelezem nasledkem mnoholetnych transfiizi). Mechanizmy vzniku té€chto
chorob, vstfebavani Zeleza a role proteinovych komplext v téchto procesech nejsou na
molekuldmi Grovni dosud piné objasnény. Porozuméni komplexiim metaloproteini a roli
Zeleza v bunééném transportu ma didakticky i prakticky vyznam. Identifikace novych
bilkovin souvisejicich se Zelezem pfinese praktické pfinosy pro diagnostiku ¢&i terapii
fady chorob. Na zidklad¢ novych poznatki o pfesném molekuldrnim mechanizmu
bunééného transportu Zeleza mohou byt proti chorobam zplisobenym nerovnovahou
Zeleza v organizmu nebo poskozenim proteini obsahujicich Zzelezo v budoucnu vyvinuta

nova, u¢inné;jsi lé¢iva.

K pokusiim jsem si vybrala model jatemich buné€k - bunéénou linii HepG2. Hepatocyty
skladuji velké mnoZstvi Zeleza ve feritinu a syntetizuji duileZité proteiny, které maji
schopnost vazat zelezo a ovliviiovat jeho distribuci v organizmu. Jatra, podobné jako
erytroblasty, také syntetizuji velké mnozstvi hemu v mitochondriich (napt. pro cytochrom
P450). Mechanizmus transportu Zeleza do mitochondrii erytroidnich a jaternich bunék by
tedy mohl byt podobny. Dal§im z diivodid, pro¢ jsem si vybrala jaterni linii bunék je
skute¢nost, Ze jatra jsou Casto postiZzena pretizenim Zelezem, které hraje roli v patogenezi
téméf viech jaternich chorob (pravdépodobné katalyzou vzniku volnych radikéli) véetné
rakoviny.

JelikoZ se jatra pokladaji za organ detoxifikujici netransferinové vazané Zelezo, byly
HepG2 buriky znaceny nizkomolekulamim komplexem radioaktivné znaceného Zeleza
navazaného na citratové ionty.

K identifikaci proteind a jejich komplexii jsem vtéto praci zvolila predevs§im

nedenaturujici techniky, protoZze umoziiuji separaci intaktnich proteinovych komplexti
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a metaloproteind, aniZ by se rozpadaly a vyvazaly by se z nich ionty kovu. Pro separaci
metaloproteinl jsem vyuZivala iontoméni¢ové chromatografie, pro jeji vysoké rozliSeni
a nativni gradientové elektroforézy na akrylamidovém gelu v pfitomnosti detergentu
Triton X-100, ktery napomaha stabilizovat nativni strukturu bilkovin a umoziiuje jejich
vysoce Ulinnou separaci. Pouzitd technika nedenaturujici dvojrozmémé separace je
vhodna i k vyzkumu jinych metaloproteinti (obsahujicich napf. zinek a méd’) jejichz
poruseny metabolizmus vede ke vzniku fady chorob.

Proteiny byly uréeny na zakladé peptidovych fragmenti hmotnostni analyzou. Mezi
identifikovanymi proteiny byly proteiny, které maji Zelezo zabudované ve své struktufe,
bilkoviny podilejici se na zpracovani Zeleza v téle (proteiny dychaciho fetézce, prenaSece
Zeleza), proteiny vyskytujici se pfi oxidativnim stresu buiiky (proteiny podilejici se na
ochrané builky pfed toxickym plsobenim volnych radikdli; proteiny interagujici
s proteiny teplotniho $oku, které se mohou u¢astnit oprav bilkovin poskozenych volnymi
radikaly) a proteiny vyskytujici se u nemoci zplisobenych nadbytkem ¢&i nedostatkem
Zeleza v organizmu (bilkoviny souvisejici s hereditarni hemochromatézou a anémiemi).
Daéle byly identifikovany proteiny, které se vyskytuji v komplexech spole¢né s vyse
jmenovanymi typy bilkovin a proteiny interagujici s dal§imi proteiny, které souviseji se
Zelezem.

Dalsi zkoumani vzdjemné asociace proteinii v kompexech oznaenych *Fe
identifikovanych hmotnostni spektrometrii probihalo pomoci imunoprecipitace, zejména
s protilatkami proti transferinovému receptoru a bilkoviné€ VDAC2.

V této diplomové praci byla pomoci proteomické techniky nativni 2D separace
a hmotnostni spektrometrie identifikovana fada zajimavych bilkovin souvisejicich se
Zelezem. Ovéfovani ulohy identifikovanych proteind souvisejicich se Zelezem
a podilejicich se na ochrané buiiky pted volnymi radikaly a identifikace a charakterizace
daSich komponent proteinovych komplexi souvisejicich se Zelezem, jejichz prvotni

analyza byla naplni této diplomové prace, bude v nasi laboratoii dile pokracovat.
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