zelazo — pierwiastek zycia i Smierci

Pawet M. Strézycki

Instytut Chemii Bioorganicznej
Polska Akademia Nauk
Poznan

1. Rola zelaza w funkcjonowaniu $wiata ozywionego

Wystepujace gtéwnie w formie pirytu, hematytu, magnetytu lub syderytu
zelazo, jest czwartym pod wzgledem ilosciowym skiadnikiem skorupy ziem-
skiej i stanowi okoto 5,3% jej zawartosci. Reakcje utteniania zwigzkéw zetaza,
podczas tworzenia pirytu (FeS2), byly prawdopodobnie Zrédtem etektronéw
— sity redukcyjnej, koniecznej do tworzenia pierwszych ziozonych tancu-
chow wegltowych. Wspomagane udziatlem Swiatta ultrafioletowego (fotoutle-
nianie zetaza), reakcje typu;

4C02 + 7H2S - 7FeS (CH2CO00H)2 + 7FeS2 + 4H20

mozna uznac za prototyp wspotczesnych cykti metaboticznych (1,2 za 3). Co
wiecej, uwaza sie, ze pierwsze zwigzki tego metatu braty udziat w reakcjach,
w ktérych powstat na ziemi tten atmosferyczny. Zetazo, jak widaé byto jed-
nym z gtéwnych elementow, dzieki ktérym powstato na Ziemi zycie.

W obecnym Swiecie zetazo stanowi podstawowy sktadnik odzywczy wszy-
stkich organizmow. Wyjatek stanowia tylko niektére bakterie jak Lactobacil-
lus i Bacillus (4), w przypadku ktérych funkcje zelaza przejete zostaty przez
inne metale przejsciowe, gtdbwnie mangan i kobalt. Dla wszystkich innych
form zywych, zelazo jest gtébwnym i niezastgpionym sktadnikiem decydujacym
o wilasciwosciach i funkcjach (aktywnos$ci) setek biatek i enzymoéw tub ich
kofaktoréw. Jest ono etementem budowy systeméw przenoszenia ttenu (np.
hemogtobiny), transportu elektronéw (np. cytochromy), syntezy DNA (redu-
kcja rybonukleotydow) itp. Jony zelaza ze wzgledu na stosunkowo maty pro-
mien jonowy majg sktonnos$¢ do tworzenia poprzez wigzania koordynacyjne
kompleksow z takimi tigandami jak tlen, azot i siarka, a zawierajace zelazo
enzymy obejmujg bardzo szeroki zakres potencjatéw redoks. To wiasnie z po-
taczenia tych wiasciwosci wyptywa szczegélna rola zetaza w fundamentalnych
dia funkcjonowania zywego organizmu procesach.
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Na catym sSwiecie ponad miliard ludzi ma problemy zdrowotne, zwigzane
z niedoborem zelaza (5). Sytuacja ta wynika miedzy innymi stad, ze zdecy-
dowana wiekszos¢ diet opiera sie na materiale roslinnym jako gtéwnym zréd-
le tego pierwiastka, a tylko niewielka jego frakcja (skompleksowana ze zwigz-
kami organicznymi) jest dostepna w glebie. Ograniczony jest zatem czesto
normalny wzrost roslin, a w konsekwencji takze, nagromadzenie zelaza w ich
tkankach.

Najczesciej wystepujacymi chorobami, spowodowanymi niedoborem zelaza
sa roéznego typu anemie oraz choroby wynikajgce z obnizenia poziomu, za-
wierajagcych zelazo enzyméw oddechowych. Enzymy te wymagane sa np. dla
normalnej pracy miesni. W przypadku kobiet sytuacja potegowana jest je-
szcze przez naturalne stany fizjologiczne. Aby odbudowaé zachwiang réwno-
wage konieczne jest dostarczenie organizmowi odpowiedniej ilosci zelaza. Row-
niez rozwijajacy sie w tonie matki ptdd, wymaga ciagtego doptywu tego pier-
wiastka. Jego niedobor, w trakcie rozwoju ptodowego, moze prowadzi¢ do
nieodwracalnych zmian rozwojowych dziecka (np. niedorozwéj® mébzgu (6)).
W Stanach Zjednoczonych w latach osiemdziesiatych ok. 25% ciezarnych
kobiet cierpiato z powodu niedoboru zelaza (7,8).

2. Zagrozenia wynikajgce z obecnosci zelaza w organizmach
zywych

Ewolucja wyposazyta zywe organizmy w mechanizmy absorpcji zelaza, lecz
nie wytworzyta wydajnych mechanizméw usuwania jego nadmiaru. Zelazo,
ze wzgledu na swoje chemiczne wiasciwosci, moze katalizowaé reakcje pro-
wadzace, w obecnosci aktywnych form tlenu, do powstawania wolnych rod-
nikdw hydroksylowych (HO*) (tzw. reakcja Fentona (9)).

Fe2+ + H202 Fe3+ + HO* + OH-

Chociaz stata szybkosci reakcji Fentona z udziatem jondéw miedzi jest
wyzsza niz jonow zelaza, to jednak wyzsza zawartos¢ zelaza w systemach
biologicznych czyni je bardziej prawdopodobnym katalizatotem wytwarzania
HO* (10). Swdj udziat, w tworzeniu wolnych rodnikéw w zywej komérce, poza
zelazem i miedzig majg takze inne metale przejsciowe, takie jak: kadm, chrom,
rte¢, nikiel, wanad i otdw (11). Wolne rodniki ze wzgledu na bardzo wysoka
aktywnos$¢ chemiczng oraz zdolno$¢ inicjowania reakcji tancuchowych, sg
najskuteczniejszymi ze znanych czynnikami utleniajacymi (12). Efektem ich
dziatania moze by¢ nawet Smier¢ komorki (organizmu).

Szereg biatek takich jak feriytyna, transfeiyna czy hemosyderyna efektyw-
nie kontroluje obecnos$¢ wolnego zelaza w komorce. Ze wzgledu jednak na
konieczno$¢ dostarczania zelaza do réznych kompartmentow komorki, musi
by¢ ono takze uwalniane. Chelatowane jest ono wtedy przez niskoczastecz-
kowe zwigzki jak cytrynian czy ADP, tworzgc z nimi minimalng pule ,wol-
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Rys. 1. Schemat poznanych dotad oddziatywan z udziatem aktywnych form tlenu, oraz wy-
wotywanych przez nie skutkéw wg (11).

nego” zelaza (komplekséw aktywnych w inicjowaniu reakcji wolnorodniko-
wych). Diugotrwate gromadzenie zelaza (ang. iron overload), jak i powstawa-
nie aktywnych form tlenu (np. w procesach chorobowych) zaburza ustalonag
rownowage (13-15). W krajach o wzrastajgcym spozyciu miesa oraz produ-
ktow wysokokalorycznych, coraz wiekszym problemem staja sie choroby in-
dukowane przez nadmiar zelaza, a konkretnie przez powstajace z jego udzia-
tem wolne rodniki (starzenie, choroby nowotworowe i serca (3,12,13,15)).

Zestawienie poznanych dotad proceséw z udziatem aktywnych form tlenu
przedstawiono na rysunku 1. Dwa sposrdd nich przyciggnety szczegélng uwa-
ge lekarzy i badaczy. Pierwszy to trwale uszkodzenia materiatu genetycznego
komérki, drugim jest destrukcja jej bton.

Spontaniczne autoutlenianie enzyméw oddechowych oraz cytoptazmaty-
cznych prowadzi do powstawania nadtlenkéw (02 ), a nastepnie do reakcji
dysmutacji czasteczek H202. Nadtlenki niszcza nietrwate potaczenia zelaza
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i siarki [4Fe-4S] (np. w centrum aktywnym akonitci2zy), powodujgc tym sa-
mym uwalnianie zelaza o niskiej liczbie koordynacyjnej do cytoplazmy. Na-
ptyw wolnego zelaza moze by¢ spotegowany przez ponowne uzupetnianie z(
laza w kompleksach z siarka. Pochodzi¢ ono moze z tzw. rezerw komorkt
wych przechowywanych, np. w ferrytynie. Cze$¢ wolnego zelaza ulega zwia
zaniu do DNA i katalizuje przeniesienie elektronu z réznych niezident34iko
wanych czynnikéw redukcyjnych na H202- Powstaty w rezultacie hydroksy
lowy rodnik atakuje reszty deoksyrybozy w tancuchu DNA (rys. 2). Sytuacj
pogiebia fakt, ze akonitaza czy ferrytyna to nie jedyne biatka, z ktérych
nadtlenek zdolny jest uwalnia¢ katalitycznie aktywne zelazo. Inns3nni, ua-
ktywnianymi stresem zrédtami zelaza moga by¢, np. laktoferyna czy hemo-
sideiyna. W polgczeniu z inaktywacja lub uszkodzeniem enzymoéw napra-
wczych, prowadzi to do gromadzenia sie¢ mutacji, i w efekcie do zmian aktyw-
nosci genéw, a nawet do $mierci komorki.

Powstajace w katalizowanej przez zelazo reakcji Fentona wolne rodniki,
biorg takze udzial w procesie peroksydacji kwasow tluszczowych, jako ze
proces ten ma charakter reakcji tancuchowej, a w efekcie powoduje stosun-
kowo ciezkie konsekwencje fizjologiczne (np. niedokrwienne choroby serca
czy zawal). Przebieg tego procesu przedstawiono na schemacie.

Rodnik hydroksylowy zdolny jest do usuniecia atomu wodoru (H*) z fan-
cucha wielonienasyconego kwasu ttuszczowego czagsteczki fosfotipidowe;:

HO* + LH H20 + L*
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Powstalty w ten sposéb rodnik lipidowy, reaguje z tlenem czasteczkowym,
tworzac w efekcie rodnik nadtlenkowy lipidu (LOO¥*):

L' + 02 LOO*

Rodnik nadtlenkowy lipidu zdolny jest z kolei do oderwania atomu wodoru
z nastepnego taricucha wielonienasyconego kwasu tluszczowego, wytwarzajac
kolejny rodnik L* wywotujac reakcje tarncuchowa;:

LOO* + LH LOOH + L*

Szacuje sig, ze in vivo pojedynczy przypadek inicjacji (*OH) uruchamia
kaskade od 10 do 15 cykli, az do momentu kiedy tahcuch zostanie przerwany
— zwykle przez ,,zmiatacze wolnych rodnikéw”, np. czasteczke witaminy E
(16,17). Efektem pojedynczej reakcji tanicuchowej bylaby w takim przypadku
akumulacja od 10 do 15 czgsteczek wodoronadtlenkéw lipidowych (LOOH).
Lokalny odcinek btony komdérki zostaje ,,inkrustowany” zarodkami od 10 do
15 nowych reakcji tancuchowych, ktére moga byé zapoczatkowane przez
zelazo. Zredukowane w reakcji z nadtlenkiem do formy Fe2+ zelazo, zdolne
jest z kolei do redukcji LOOH i wytworzenia nowego rodnika LO*. Inicjuje
ono w ten spos6b nowy tancuch reakcji, podobnych do opisanych:

Fe2+ + LOOH - Fe3+ + LO* + OH-
LO* + LH - LOH + L*

Ostatecznym skutkiem wspotistnienia rodnikéw nadtlenkowych oraz aktyw-
nego zelaza jest destabilizacja struktury btony biologicznej, a przez to i zy-
wotnosci komaorki (18).

Wiadomo, ze poza zatamaniem zdolnosci regulacyjnych systemu redoks
(prowadzacym do peroksydaciji lipidow jak i oksydacyjnego uszkodzenia DNA
i biatek) efektem stresu oksydacyjnego powodowanym przez zelazo, jest takze
indukcja systemu redoks w kierunku aktywacji szeregu mechanizméw re-
dukcyjnych i ochronnych. Paradoksalnie, jak sie wydaje, to wiasnie indukcja
mechanizmoéw ochronnych jest jednym z elementéw promocyjnych rozwoju
szeregu typow nowotwordw. Znacznie podwyzszony poziom np. S-transferazy (pi)
glutationu w komorkach ludzkiego raka okreznicy, ptuc czy szyjki macicy,
sugeruje istnienie w nich mechanizmu chronigcego komérki nowotworowe
przed stresem oksydacyjnym.

Poza nowotworami do najbardziej rozpowszechnionych choréb, w ktérych
indukcji i rozwoju, wykazano udziat wolnych rodnikéw, zaliczy¢ nalezy: miaz-
dzyce tetnic, niedokrwienie miesnia sercowego, choroby Alzheimera i Par-
kinsona, katarakty, skrobiawice oraz cukrzyce (3,19,20).

Obserwacje dramatycznego wzrostu zapadalnosci na szereg choréb (zwia-
szcza na wymienione) wraz z wiekiem, a takze wykazanie we krwi starszych
pacjentow podwyzszonych poziomow czynnikéw swiadczacych o powstawaniu
stresu oksydacyjnego, niezbicie dowodzi zwigzku procesu starzenia sie or-
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ganizmu z przyspieszonym tworzeniem wolnych rodnikéw. Zmiany te inicjo-
wane sg gtéwnie w mitochondriach. Uwaza sie, ze tempo tworzenia aktyw-
nych form tlenu w mitochondriach, w trakcie naturalnych przemian meta-
bolicznych, wzrasta wraz z wiekiem. Wzrastajgcy z wiekiem stres oksydacyjny
zbiega sie z ostabieniem proceséw obronnych. Wynika ono ze spadku wydol-
nosci aparatu biosyntezy biatka. W krajach rozwinietych fakt ten, jak sie
wydaje, jest podstawowym czynnikiem ryzyka zapadania na szereg chordb
oraz wzrostu $miertelnosci w wieku powyzej 28 lat. We wspoétczesnej medy-
cynie probuje sie stosowac szereg czynnikéw ,,wychwytujacych” wolne rodniki
(np. N-tert-butyl-a-phenylnitrone = PBN) jak i czynniki chelatujgce jony me-
tali bioracych udziat w reakcjach tworzenia wolnych rodnikéw przy udziale
akt}rwnego tlenu (EDTA, kwas fitynowy). Coraz wiecej uwagi pos$wieca sie
ostatnio takze stosowaniu odpowiedniej diety: obnizeniu kalorycznosci (ogra-
niczenie aktywnosci mitochondriéw) jak i redukcji w produktach ziwnoscio-
wych zawartosci czynnikéw indukujgcych powstawanie wolnych rodnikéw
(Cu, Mn, Fe, tatwo tworzgce nadtlenki aminokwasy, np. lizyna czy wielo-
nienasycone ttuszcze) (21,22).

Omawiajgc procesy chorobotwoércze zwigzane z gospodarka zelazem w orga-
nizmie, nie sposdb poming¢ tych z udziatem patogenéw bakteryjnych tub, np.
pasozytow wywotujacych malarie (23-25). Wiadomo, ze dla swojego rozwoju
wykorzystywaé one musza dostepne w ptynach ustrojowych gospodarza zelazo.
Jednym ze sposobOw ograniczania ich rozwoju jest stosowanie zwigzkéw trwale
wigzacych zelazo, a zatem uniemozliwiajacych jego przyswajanie przez pasozyta.

Sposréd wielu roslinnych mechanizméw obronnych przed inwazjg orga-
nizmow patogennych, czy przed procesami gnilnymi na uwage zastuguje pro-
dukcja zwiekszonych ilosci polifenoli. Poprzez zwigzanie wolnego zelaza two-
rzg one w tkankach atakowanej rosliny srodowisko rozpoznawane przez pa-
togena jako niesprzyjajgce, ograniczajagc tym samym jego rozwoj (26).

3. Strategie przyswajania zelaza przez organizmy zywe

zelazo wystepuje w przyrodzie przewaznie w formie niedostepnej dla zy-
wych organizmoéw. Konieczne jest zatem istnienie mechanizmow, dzieki kto-
rym zwigzki zelaza sg rozpuszczane, a nastepnie transportowane do wnetrza
komorki.

Wiekszos¢ prokariontdw wytwarza zwigzki posiadajgce bardzo wysokie po-
winowactwo do zelaza w formie zelazowej, zwane sideroforami (27). TWorza
one z zelazem rozpuszczalne chelaty zelazowe, ktére nastepnie poprzez spe-
cyficzne receptory przenoszone sg do wnetrza komérki. W cytoplazmie, kom-
pleksy zelaza z sideroforami ulegajg rozkitadowi. Najlepiej poznanymi przy-
ktadami tego typu systeméw sg te pochodzace z Escherichia coli. Wykorzy-
stywanymi przez nie zwigzkami chelatujacymi zelazo sg np. aerobaktyna,
cytrynian czy enterobaktyna.

Inny, szczeg6towo opisany na przykladzie Saccharomyces cereuisiae, sy-
stem przyswajania zelaza oparty jest na funkcjonowaniu, zlokalizowanej w bto-



zelazo — pierwiastek zycia i $mierci 51

$ciana
gleba ryzosfera komérkowa PM cytoplazma
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Rys. 3. Strategie pobierania zelaza przez roéliny dwuliscienne i nietrawiaste jednoliscienne
(A) oraz rosliny trawiaste (B). Rc, konstytutywna reduktaza zelazowa zwiazana w btonie plazma-
tycznej (PM). A. Strategia 1, indukowalna reduktaza zelazowa (Ri); ATPaza, wzmocniona aktywnosc¢
ATPazy w korzeniach roslin ,,nietrawiastych” w warunkach niedoboru zelaza. B. Strategia 1i;
indukowalna synteza fitosideroforow (PS) z metioniny przez pochodng azetydyny (NA) u traw
w warunkach niedoboru zelaza. X; indukowalny system uwalniajgcy fitosiderofoiy do ryzosfery.
T: indukowalny system transportowy, umozliwiajacy specyficzne pobieranie komplekséw Fe”+-
-fitosiderofor przez korzenie (30,64).

nie komoérkowej reduktazy. Pobrane z wewnatrzkomérkowych donoréw ele-
ktrony przenoszone sg przez nig na zewnatrz, redukujac znajdujace sie w sa-
siedztwie zelazo (4).

Woyrazne podobiefistwo do mechanizmu opisanego dla drozdzy wykazuje
system pobierania zelaza wykorzystywany przez rosliny dwuliscienne oraz
nietrawiaste jednoliscienne (strategia ! rys. 3).
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Korzenie tych roslin w warunkach niedoboru zelaza, wzmagajg uwalnianie
protonéw (by¢ moze takze szeregu zwigzkow redukujacych), obnizajac w ten
sposéb pH ryzosfery. Umozliwia to rozpuszczenie zelaza z Fe™+, a nastepnie
jego enzymatyczng redukcje do Fe*+. Enzymem odpowiedzialnym za te re-
akcje jest usytuowana w btonie plazmatycznej reduktaza.

Rosliny trawiaste reagujg na niedob6r zelaza uwolnieniem do $rodowiska
fitosideroforéw (28,29) (strategia Il lys. 3). Sg to wtérne, niebiatkowe ami-
nokwasy, ktore dzieki swoim grupom aminowym, hydroksylowym i karbo-
ksylowym mogg funkcjonowac¢ jako chelatory kationow. W ryzosferze fito-
siderofory chelatuja rozpuszczalne zelazo z wodorotlenkéw czy fosforandw,
poprzez tworzenie komplekséw Fe/+-fitosiderofor. Uwaza sie, ze wihasnie taki
kompleks jest przemieszczany przez btone ptazmatyczng korzenia, przez spe-
cyficzny dia kompteksu Fe/M'”-fitosiderofor transporter. W przypadku gieb al-
kalicznych, buforowanych weglanami, zdolno$¢ wykorzystywania fitosidero-
foréw daje trawom ekologiczng przewage. W tego rodzaju podiozach rozpusz-
czanie zelaza przez tworzenie Srodowiska redukcyjnego (na drodze uwalnia-
nia protonéw) jest hamowane (30).

Systemy zwierzece, wykazujg pewne podobienstwa do opisanych. Tak na
przykitad u ssakéw, podobnie jak w przypadku organizméw wytwarzajgcych
siderofoiy, zelazo jest przenoszone wewnatrz ciata w formie chelatu. Nos$ni-
kiem zelaza jest tutaj transferyna — glikozylowane biatko (glikoproteina) su-
rowicy zdolna do wigzania dwoch atoméw zelaza w formie zelazowej. Zasad-
nicza korzyscig uktadu transportu zelaza zwigzanego z biatkiem o duzej ma-
sie czasteczkowej (80 kilodaltonéw) zamiast z nosnikiem niskoczasteczkowym
typu siderofor (ok. 320 daltondw) jest to, ze kompleks taki nie jest usuwany
z organizmu podczas filtrowania w kiebuszkach nerkowych i w zasadzie wszy-
stkie komarki ssakéw wykorzystujg system transferyny do pobierania zelaza.
Podobnie jak w systemach wykorzystujgcych siderofory, niosgca zelazo trans-
feryna wigze sie do powierzchni komoérki przez specyficzny receptor. Kom-
pleks zelaza z transfeiyng i receptorem transferynowym przenoszon}' jest do
endosomoéw. Dzieki aktywnemu zakwaszeniu endosomoOw nastepuje tam dy-
socjacja zelaza z kompleksu transferyny (proces ten prawdopodobnie wpltywa
takze na zwiekszenie rozpuszczalnosci zelaza) (31), a w kolejnej fazie uwol-
nienie go do cytoplazmy komorki (rys. 4).

4. Magazynowanie zelaza w komorce

Ferrytyna jest jedynym znanym biatkiem kontrolujacym przejscie jonéw
z roztworu do fazy statej. Podstawowa reakcja tzw. biomineralizacji zelaza,
kontrolowana przez ferrytyne prowadzi do powstawania Fe203 (32). Zelazo
w takiej formie przechowywane jest wewnatrz kompleksu ferrytyny. Mine-
ralne jagdro tego kompleksu zawiera¢ moze do 4500 atoméw zelaza. W fer-
rytynie zelazo cho¢ odizolowane (,,bezpieczne”), jest jednak w petni dostepne
dla innych elementéw funkcjonalnych komérki. Dzieki pewnym (wcigz nie
do konca wyjasnionym) procesom moze by¢ ono w razie potrzeby uwalniane.
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Rys. 4. Aspekty regulacji poziomu zelaza w komorce zwierzecej, poprzez regulacje translacji
mRNA receptota transfeiyny (TfR) oraz ferrytyny, Tf-transferyna (65).

Pomimo podobienstw ferrytyn zwierzecych i roslinnych, $wiadczacych o ist-
nieniu ,,wspélnego przodka”, wyrazne sg takze réznice miedzy nimi. Pierwszg
z nich jest ich lokalizacja wewnatrzkomérkowa. Ferrytyny zwierzece funkcjo-
nuja w cytoplazmie, podczas gdy roslinne zlokalizowane sg w plastydach.
Tak zatem sekwencja mRNA kodujaca biatko roslinne, dtuzsza jest o odcinek
odpowiadajacy 24 aminokwasom peptydu odpowiedzialnego za transport ca-
tego biatka do plastydu (33). Takze struktury gendw ferrytyn zwierzecych
i roslinnych réznig sie diametralnie. W genach zwierzecych sekwencja ko-
dujgca podzielona jest trzema intronami, natomiast w roslinnych siedmioma
(34). Pozycje intronéw gendw zwierzecych i roslinnych nie sg zachowane,
chociaz wewnatrz krélestw wykazujg wysoka zachowawczosc.

Wplyw na regulacje ekspresji gendw ferrytyn u zwierzat i ro$lin ma za-
rowno faza rozwojowa organizmu, hormony, jak i poziom zelaza. W promo-
torach gendéw ferrytyn, zarbwno zwierzecych jak i roslinnych, zidentyfikowa-
no szereg elementéw tzw. MRE (metal regulatory elements). Majg one pra-
wdopodobnie **wigzek z transkrypcyjng regulacjg ekspresji feriytyny u roslin,
a takze u zwierzat, gdzie ma ona znaczenie drugorzedne w stosunku do
regulacji translacji.
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Hemoglobina dzieki obecnosci skoordynowanego w tzw. kieszeni hemowej
zelaza, ma zdolno$¢ odwracalnego wigzania tlenu. Zdolno$¢ ta w powiazaniu
z mobilnoscig hemoglobiny (wraz z krwig), czynig z niej efektywny transpor-
ter tlenu z naczyn krwionosnych ptuc do najodleglejszych czesci ciata. W or-
ganizmach zwierzecych wysoka zawartos¢ zelaza ,,wymuszona” jest wilasnie
obecnoscig hemoglobiny we krwi (erytrocyty).

Inne niz przenoszenie tlenu funkcje hemoglobin zwierzecych zwigzane sg
np. z modulacjg metabolizmu erytrocytéw czy udziatem w indukcji procesu
ich starzenia sie (poprzez utlenianie hemoglobiny). Znane sa takze zaleznosci
pomiedzy genetyczng opornoscig na malarie a hemoglobing. Hemoglobina
wykazuje szereg aktywnosci enzymatycznych, ma takze zdolnos¢ oddziaty-
wania z wieloma zwigzkami chemicznymi (m.in. lekami), jest tez Zrodiem
fizjologicznie aktywnych katabolitéw. Wykazano rowniez udziat hemoglobiny
w regulacji temperatury ptodu: peini ona w tirm przypadku role czynnego
przekaznika ciepta (w cyklu utlenowamia-odtlenowania) (35).

Wiele globin funkcjonuje jako podjednostki wiekszych komplekséw. Dla
przykiadu a i P taicuchy hemoglobiny ludzkiej sg czescig tetrameru a2~2
natomiast hemoglobina mieczaka jest homodimerem. Inne, jak hemoglobiny
owadéw, roslin oraz minogébw sg monomerami.

Pomimo wysokiego podobienstwa struktur trzeciorzedowych hemoglobin
(u organizméw o réznym stopniu pokrewienstwa), struktury pierwszorzedowe
tych biatek wykazuja niska zachowawczosé. ldentyczne okazaty sie tylko te
aminokwasy (i ich pozycje w tancuchu polipeptydowym), ktore odgrywajg
gtéwng role w strukturze funkcjonalnego biatka (36,37).

Organizacja gendéw globin zwierzecych i roslinnych wykazuja wysoki sto-
pien podobienstwa (m.in. pozycje introndw). Zasadnicza rdznica polega na
obecnos$ci dodatkowego, trzeciego intronu w genach ro$linnych, dzielgcego
odpowiednik centralnego eksonu genu zwierzecego.

Dotad opisano szereg elementéw sekwencji promotorow genéw hemoglo-
bin zwierzecych, ktére decydujg o poziomie ekspresji tych gendéw, jak i jej
synchronizacji z ogélnsam schematem rozwoju organizmu (38-40).

Znacznie bardziej, przede wszystkim ze wzgledu na tatwos¢ uzyskiwania
materiatu transgenicznego, zaawansowane sg prace dotyezace mechanizmow
regulacji ekspresji genéw hemoglobin roslinnych. Szczegdélny przypadek sta-
nowig geny tzw. hemoglobin symbiotycznych w roslinach motylkowatych (41).
Promotory genoéw leghemoglobin wszystkich badanych dotad roslin motylko-
watych zawierajg w obrebie odcinka 200 nukleotydéw (liczac od kodonu ini-
cjujacego translacje — ATG), element sekwencji decydujacy o poziomie ich
brodawkowospecyficznej ekspresji. Element taki, zwany ,,organospecyficznym’
(OSE) (42-43), schematycznie przedstawi¢ mozna jako AAAGATN4.8CTCTT.
Analiza w roslinach transgenicznych ekspresji genéw reporterowych, wpro-
wadzanych pod kontrole modyfikowanych promotoréw genéw leghemoglobin,
wykazata bardzo wysoka zachowawczo$¢ sekwencji elementéw OSE. Zmiany
nawet pojedynczych nukleotydéw wewnatrz takiego elementu prowadza do
drastycznego spadku poziomu brodawkowospecyficznej ekspresji, kontrolowa-
nego przez zmutowany promotor genu (44).
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Jedynym poznanym, jak dotad, przypadkiem odstepstwa od przedstawio-
nego schematu budowy promotora genéw leghemoglobin, jest struktura pro-
motora leghemoglobiny tubinu zéltego. Cho¢ nie zawiera on w swojej se-
kwencji typowych dia innych roslin motylkowatych elementéw organospe-
cyficznych, Kieruje ekspresje genu do centralnej, zainfekowanej bakteriami
strefy brodawki (45,46). Dzieki aktywnosci w innych niz brodawki tkankach
wykazuje on pewne podobienstwa do promotoréw hemoglobin niesymbioty-
cznych. Na podstawie badan poréwnawczych sekwencji cDNA oraz i amino-
kwasowych sgdzi¢ mozna, ze sytuacja taka wynika ze swoistej pozycji tubinu
w ewolucji systemow symbiotycznego wigzania azotu — tubin jest jedng z naj-
starszych roslin motylkowatych (46-48).

5.Zelazo w rodlinnych uktadach symbiotycznych

w przeciwienstwie do systemow zwierzecych w organizmach roslinnych
hemoglobina wystepuje w stosunkowo niewielkich ilosciach. Wyjatkiem sa
jedynie uktady symbiotyczne, w ktorych zawarto$¢ hemoglobiny siega¢ moze
30% wszystkich biatek cytoplazmatycznych komérki brodawki.

Bakterie rodzaju Rhizobium po wniknieciu do tkanek korzenia (lub w nie-
ktérych przypadkach todygi) rosliny indukujg procesy (m.in. aktywacjg ge-
now odpowiedzialnych za s)mteze tzw. nodulin) prowadzace do powstania
nowego organu — brodawki korzeniowej (49,50).

Dzieki specyficznej budowie brodawki oraz obecnosci hemoglobiny, mo-
zliwa jest tam efektywna redukcja azotu atmosferycznego. Azot po redukcji
wigczany jest do takich zwigzkéw jak ureidy czy amoniak, a przez nie do
syntezy aminokwasOw. Za proces redukcji azotu odpowiedzialny jest bakte-
ryjny enzym nitrogenaza. Enzym ten, wysoce wrazliwy na obecnos¢ tlenu,
jest przez niego nieodwracalnie inakt}rwowany. Konieczne jest zatem ograni-
czenie dostepu tlenu w okolicy bakteroidéw (otoczonych blonami bakterii,
uwolnionych do cytoplazmy komorki brodawki). Redukcja azotu czgsteczko-
wego jest jednak procesem wymagajacym znacznych ilosci energii. Wiagze sie
to z koniecznos$cia aktywacji tancucha oddechowego bakterii, a w konse-
kwencji wzrostem zapotrzebowania na tlen. Hemoglobina syntetyzowana w bro-
dawkach korzeniowych roslin motylkowatych (leghemoglobina, Lb), dzieki wy-
sokiemu powinowactwu do tlenu, stanowi doskonatg ochrone nitrogenzy,
tworzac rodzaj gradientu tlenowego w okolicy bakteroidu. Jednoczesnie ze
wzgledu na wyzsze niz leghemoglobiny powinowactwo do tlenu terminalnych
oksydaz bakteryjnych, istnieje mozliwos¢ ,,przechwycenia” przez nie tlenu
i wigczenia do tancucha oddechowego.

Szczegblnie waznym, dla zrozumienia znaczenia zelaza w procesie sym-
biotycznego wigzania azotu, jest obecnos¢ tego metalu w centrum aktywnym
samej nitrogenazy. Bez niego zatem, proces ten nie tylko nie funkcjonowatby
efektywnie, ale co wiecej, nie bylby mozliwy (lys. 5),
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Rys. 5. Schemat przedstawiajacy zalezno$¢ procesu symbiotycznego wigzania azotu atmosfe-
rycznego w brodawkach roslin motylkowatych od biatek zawierajacych zelazo (66).

Roéliny motylkowate wytworzyty swego rodzaju fizjologiczng zalezno$¢ od
wigzanego w brodawkach azotu. Starzenie sie i destrukcja brodawki, a takze
Zwigzane z tym wyczerpywanie sie zasobéw dostepnego azotu, zbiegaja sie
w czasie z zakoniczeniem wegetacji i obumieraniem rosliny. Tak jak dla pod-
stawowych funkcji brodawki zasadniczg role odgrywa zelazo, tak ostatecznie
staje sie ono przyczyna jej rozpadu. Wspomniano juz, ze znaczng cze$¢ biatek
rozpuszczalnych brodawki stanowi leghemoglobina. W utlenowanej formie
leghemoglobiny (oksyLb) zelazo moze ulega¢ powolnemu procesowi utleniania
do formy zelazowej (metLb). Produktem tej reakcji sg takze anionorodniki
ponadtlenkowe (02 *) z ktorych na drodze dysmutacji powstaje nadtlenek
wodoru (H202). Podczas reakcji metLb z niewielkim nadmiarem H202, ele-
ktron przenoszony jest z zelaza na reszte tyrozynowa globiny. W ten sposoéb
generowany jest na biatku swego rodzaju rodnik. Rodnik taki ma zdolnos¢
reagowania z frakcjg btonowa peribakteroidow, wytwarzajac w konsekwencji
rodniki lipidowe. Tworzenie tego rodzaju rodnikbw moze prowadzi¢ do wy-
czerpania reduktoréw btonowych i zapoczatkowania procesu tworzenia nad-
tlenkéw lipidéw (peroksydaciji lipidéw) (51). Niszczenie bton jest jednym z naj-
wczesniej obserwowanych symptomow starzenia sie brodawki (52).

Poza hemoglobinami funkcjonujgcymi w uktadach symbiotycznych znana
jest takze klasa hemoglobin tzw. niesymbiotycznych, syntetyzowana w ko-
morkach innych niz zainfekowane bakteriami Rhizobium komoérki brodawki
(53,54). Synteza tej klasy hemoglobin w réznych tkankach, indukowana jest



pojawieniem sie stresu tlenowego. Moze by¢ to stres poehodzenia fizjologi-
cznego, jak np. niedobdr tlenu w szybko dzielagcych sie tkankach merystema-
tycznych, lub stres wywotany czynnikami zewnetrznymi, np. niska tempe-
raturg. Niektére hipotezy dotyczace aktywnosci hemoglobin niesymbiotycz-
nych sugeruja, ze moga one funkcjonowaé jako swego rodzaju ,.sensory”
poziomu tlenu w komarce (tkance) lub wspomagac jego dyfuzje (55). Ze wzgle-
du na bardzo wysokie powinowactwo do tlenu tej klasy biatek, jak sie wydaje,
jest jednak mato prawdopodobne. Rezultaty niektérych badan Swiadczg o tym,
ze moga one funkcjonowac jciko oksygenazy. Utleniajgc (w potaczeniu z fla-
woproteinami) NADH, podtrzymujg glikolize, stabilizujgc w efekcie status ener-
getyczny komorki (56,57).

6. Molekularne procesy obronne przeciwko stresowi oksydacyj-
nemu — udziat zelaza w regulacji ekspresji genéw

Organizmy zywe wyksztatcity w trakcie ewolucji r6zne systemy zapobie-
gania i obrony przed stresem, jakim jest utlenianie. W niektére z nich zaan-
gazowane sa enzymy, np. katalaza, w innych wolne rodniki usuwane sg
przez mate czasteczki, jak karotenoidy czy zwigzki tiolowe (zredukowany glu-
tation, cysteina itp.). Najwydajniejszym i najbardziej ekonomicznym proce-
sem jest jednak magazynowanie wolnego zelaza przez ferrytsnie.

Najlepiej poznanymi mechanizmami regulacji poziomu zelaza w komorce
s te, ktére opisano dla organizmoéw zwierzecych (ssakéw). Stabilizacja (ho-
meostaza) poziomu zelaza jest tutaj osiagana dzieki skoordynowanej regulacji
syntezy receptora transferyny oraz ferrytyny.

Kontrolujac poziom syntezy tych biatek, komoérka reguluje ilo$¢ przyswa-
janego zelaza (proporcjonalnie do liczby receptoréw transferyny), a takze sto-
pieh jego zwiagzania (proporcjonalnie do poziomu ferrytyny w cytoplazmie).
Tak zatem w komoérce wymagajacej wiecej zelaza, poziom receptora transfe-
ryny rosnie, a poziom ferrytyny spada. W przypadku, gdy stezenie zelaza
osiagnie lub przekroczy optimum, synteza receptora zostaje ograniczona, na-
tomiast wzrasta synteza ferrytyny.

Wiadomo obecnie, ze za zalezng od zelaza kontrole translacji mRNA fer-
rytyny jak i receptora transferyny odpowiedzialne sg elementy sekwencji tych
RNA [cis-acting) tzw. iron-responsive elements — IRE (58,59). Utworzone przez
okoto 30-nukleotydowe odcinki RNA elementy strukturalne specyficznie roz-
poznawane sg przez biatko IRE-BP [iron-responsive element binding protein).
W przypadku mRNA receptora transferyny i mRNA feriytyny efekt przyta-
czenia IRE-BP do IRE daje odwrotny skutek (60) (rys. 4).

IRE-BP wigzac sie do zlokalizowanych na kohcu 3 mRNA receptoréw
transferyny elementoéw IRE stabilizuje ten RNA, dzieki czemu mozliwa jest
synteza biatka. Woéwczas gdy IRE-BP nie sg zasocjowane z IRE, RNA ulega
szybkiej degradacji i translacja zostaje zahamowana. Natomiast gdy ,,0bsa-
dzony” przez IRE-BP zostanie IRE zlokalizowany na 5 koncu mRNA ferry-
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Rys. 6. Dystrybucja zelaza w organizmie cztowieka (7).

tyny, blokowana jest jego translacja i nie powstaje biatko. Przy odpowiednim
poziomie zelaza mozliwe jest przytaczenie do IRE-BP grupy siarkowo-zelazo-
wej [4Fe-4S]2+, dzieki czemu nabywa ono aktywnosci enzymatycznej (akoni-
tazy), przy jednoczesnej zmiame struktuiy'® przestrzennej (w ,,zamknietg”), unie-
mozliwiajgcej wiagzanie do IRE. W takiej formie biatko to spetnia prawdopo-
dobnie role sensora poziomu aktywnego tlenu w komérce (61). Utlenianie
grupy [4Fe-4S]2+ prowadzi najpierw do uwolnienia jonu zelaza, a nastepnie
catkowitej destrukcji grupy [3Fe-4S] i odtworzenia IRE-BP (62).

Podobny jak w przypadku ferrytyny mechanizm regulacji, decyduje o trans-
lacji mRNA syntazy kwasu 5-aminolewulinowego (e-ALAS), podstawowego en-
zymu szlaku biosyntezy hemu. W rezultacie wzrost ilosci zelaza w komérce,
prowadzi posrednio do aktywacji syntezy hemoglobiny w erytrocytach (kre-
gowcow), Dzieki liczebnosci tych komorek (w krwi cztowieka znajduje sie ich
Srednio 30 bilionéw), gromadza one ponad 50% catego zelaza znajdujacego
sie w organizmie (rys. 6). Fakt ten czyni hemoglobiny jednym z gtéwnych
czynnikéw biorgcych udziat w zachowaniu réwnowagi tego metalu w orga-
nizmie.



7. Perspektywy

W opracowaniu tym przedstawiono tylko podstawowe informacje dotycza-
ce roli zelaza w funkcjonowaniu $wiata ozywionego.

Sposréd wazniejszych wymieni¢ nalezy np. zagadnienie biologicznej cyr-
kulacji zelaza w oceanach, ktére przeciez zajmujg wiekszg cze$¢ powierzchni
globu ziemskiego. W ostatnich badaniach wykazuje sie, ze zawartos¢ doste-
pnego dla organizméw zywych zelaza jest w ich wodach zaskakujgco niska.

Zasadniczymi sg tez problemy pobierania i przemian zwiatzkdw zelaza przez
mikroorganizmy, a to gtéwnie ze wzgledu na role jaka odgrywajg one w fun-
kcjonowaniu organizméw wyzszych, posrednio poprzez wspéhtworzenie ich
srodowiska jak i w bezposrednich oddziatywaniach (symbiotycznych czy pa-
togennych).

Wspomniano o niektérych biatkach biorgcych udziat w procesie utrzyma-
nia réwnowagi zelaza w organizmie (ferrytyny, hemoglobiny), nie przedsta-
wiono jednak zwigzku struktury tych biatek z ich aktywnoscig biologiczna,

W rozwazaniach nie mozna takze pomina¢ roli innych jonéw w procesach
pobierania, transportu oraz magazynowania zelaza w zywych komorkach.

Panu Profesorowi Janowi Barciszewskiemu bardzo dziekuje za konstruktywng krytyke.
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Iron — element of life and death
Summary

Iron is the fourth most abundant element and second, after aluminium, metal in the Earth’s
crust.

It is an essential nutrient for almost all living organisms. Iron is a component of hundreds
proteins, enzymes and their cofactors. It is a central part of numerous systems, such as: oxygen
transport and storage (hemoglobin), elektron transfer (cytochromes), DNA synthesis (ribonucleo-
tide reduction), symbiotic nitrogen fixation (leghemoglobin, nitrogenase), hormone synthesis (i.e.
lipoxygenases)...

Due to its chemical properties, iron also poses a threat to living cells. It may catalyse
one-electron transfer reactions, which (in the presence of active oxygen) generate radical species.
Free radicals are the most potent oxidising agents known thus far. The best known effects of
their actions include: oxidative DNA damage and lipid peroxidation. These reactions destroy the
cell integrity emd may lead to its death. Many of the 20*™ century diseases, like some cancers
or heart problems, are in part caused by free radicals. In order to supply with iron and to
protect from iron their components, living organisms have developed specific systems for iron
acquisition and maintenance in the cell.

Despite the potential risks of iron overload, 15% of the world's population suffers iron-defi-
ciency anemia.
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