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1. Uvod

Medzi metaloproteiny, tzv. metaloenzymy, patria
enzymy obsahujuce v aktivnom centre katiény prechodné-
ho kovu naviazaného na aminokyselinové zvysky peptido-
vého retazca. Tieto druhy metaloproteinov sa vyskytuju
takmer pri vSetkych biochemickych procesoch (proces
respiracie, fotosyntézy, fixacie dusika a iné).

Prechodné kovy sa nachadzaju na aktivnych miestach
velkého poctu proteinov. Je to dané prevazne ich schop-
nostou existovat’ vo viac ako jednom oxida¢nom stupni.
Vdaka tejto vlastnosti patria medzi vhodné katalyzatory
pre rozne druhy biologickych procesov, ktoré vyzadujt
prenos elektronov.

Feritiny patria medzi metaloproteiny, ktoré obsahujt
vo svojom reakénom centre atdm Zeleza, jeden z najdolezi-
tejSich prvkov v 'udskom organizme, ktory sa zicastiiuje
na distribtcii kyslika prostrednictvom hemoglobinu.

V tele dospelého cloveka sa nachddza priblizne 3 az
5 g Fe. Z toho 65 % vo forme hemoglobinu a 30 % v za-
sobnej forme feritinu. Z hladiska uchovavania Zzeleza
v 'udskom organizme sa ako najdolezitejSia latka javi
feritin.
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2. Historia

Historia feritinu siaha do roku 1935, kedy bol po prvy
krat publikovany ¢eskym vedcom Vilémom Laufbergerom
(lekér, profesor na Masarykovej univerzite v Brne
a Univerzite Karlovej, akademik CSAV), ktory izoloval
z konskej sleziny novy protein obsahujici 23 % Zzeleza
v susine. Tento protein sa l'ahko krystalizoval vo forme
soli kadmia a bol stabilny pri pH vrozmedzi od 4-10
(cit.h.

O tri roky neskdr sa podarilo najst’ feritin v slezine
pochéadzajucej zo psov, maciek a tiez Sakala, avSak zauji-
maveé je, ze Kuhn, Sorensen a Birkhofer v roku 1940 nebo-
li schopni izolovat feritin zo sleziny morciat, kralikov
alebo velryb. Dokézali vSak potvrdit predoslé tvrdenia
o feritine a tiez nasledne experimentalne dokazat’, ze feri-
tin pozostava z 54,5 % bielkoviny, 12,1 % nukleovej kyse-
liny a 35 % ferihydritu. Proteinova povaha zluceniny bola
potvrdend analyzou aminokyselin po hydrolyze. Zaver ich
prace tiez jasne poukazoval na fakt, ze feritin je v organiz-
moch v znaénej miere rozsireny™. Avsak mozny vyskyt
sérového feritinu v 'udskom sére nebol preukazany az do
roku 1972, kedy Addison a spol. za pouzitia imunoradio-
metrického testu jasne na tento fakt poukézali’. Nasledne
Jacobs a Worwood v roku 1975 vo svojej praci navrhli, ze
stanovenie sérového feritinu modze byt uZitocna
a jednoducha metdda na stanovenie hladiny zeleza v I'ud-
skom organizme’. Neskor sa sice dokazala nepresnost
tejto metddy, pretoze na rast sérového feritinu vplyva prilis
mnoho réznych druhov faktorov, akymi st napr. zépal,
rozne druhy infekcii ¢i nadorovych ochoreni. Napriek
vplyvom, ktoré moéZzu zna¢ne komplikovat interpretaciu
nameranych udajov, rast sérového feritinu sa meria aj
nad’alej®.

3. Struktara

Ak by sme chceli hovorit’ o Strukture feritinov, musi-
me tieto najskor zadefinovat. Chen a spol.” definuji feriti-
ny ako klasické oligomérne proteiny skladajuce sa
z 24 rovnakych, alebo podobnych podjednotiek tvoriacich
prazdny proteinovy plast’ schopny naviazat’ atomy Zeleza.
Vo feritinoch izolovanych z cicavcov to méze byt’ az 4500
atdmov. Spomenuti autori za feritiny oznacuji netoxické
proteiny rozpustné vo vode, ktoré sa v biologicky dostup-
nej forme vyskytuju Casto ako zelezité hydroxy-fosfatové
micely’.

Elizabeth C. Theil® vSak udéva, Ze spoloéne
s feritinmi obsahujicimi 24 podjednotiek, ktoré nazyva
maxiferitiny, existuju eSte aj feritiny skladajuce sa
z 12 rovnakych, alebo podobnych podjednotiek, tzv. mini-
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feritiny. PriCom priemer feritinov skladajicich sa
z 24 podjednotiek je 12-8 nm a feritinov skladajucich sa
z 12 podjednotiek je 8-5 nm (cit.”).

Ako typického zastupcu druhu miniferitinov mézeme
oznaCit' bakteridlne Dps proteiny (DNA-binding protein
from starved) tzv. Zelezné detoxikacné bielkoviny. Tieto
na rozdiel od feritinov izolovanych z cicavcov, ktoré st
typickym zastupcom maxiproteinov obsahujt
12 podjednotiek. Nakol'ko st rovnako schopné viazat Ze-
lezo vo svojom prazdnom proteinovom plasti, tak sa do
skupiny feritinov mozu zaradovat”.

V cicavcoch sa vyskytuju dve feritinové podjednotky.
Obe maju odlisné aminokyselinové sekvencie zname ako
H sekvencia (Heavy Chain) a L sekvencia (Light Chain).
H sekvencia je kodovana génom nachadzajucim sa na
chromozéme 19 a prevlada v srdci. Pricom L sekvencia je
kodovana génom, ktory sa vyskytuje na chromozome 11
a prevlada v peceni. Feritin s tazkym retazcom sa podiel'a
na oxidacii Fe*" na Fe'" a je charakterizovany feroxidazo-
vym centrom obsahujicim dva atomy Zeleza, zatial' o
feritin s l'ahkym retazcom sa s najvac¢Sou pravdepodobnos-
tou podiela na nukleacii Zelezného jadra feritinu'®. Dalsi
rozdiel medzi H a L sekvenciou je v di’ke retazca.
H retazec je zvycajne dlhSi o 4 aminokyselinové zvysky
na N-konci a 3 alebo 4 zvysky na C-konci ako L retazec.
Vzhl'adom k tomu H a L sekvencie ukazuju len asi 54 %
identitu, pricom H retazce st medzi sebou identické na
90 % a L ret'azce na 85 % (cit.”).

V peceni alebo v slezine, organoch zodpovednych za
skladovanie Zeleza, maju vacsi obsah L sekvencie (90 %),
zatial' ¢o v Tudskom srdci a mozgu, ktoré hraji vicsiu
ulohu v detoxik4cii Zeleza, prevladaji heteropolyméry
bohaté na H sekvencie. Tento rozdiel maju za nasledok
zmeny v mnozstve dvoch sekvencii medzi r6znymi tkani-
vami. Je vSak zrejmé, Ze na ukladanie zeleza v cicavcich
feritinoch st potrebné oba druhy sekvencii, t.j. L aj H.
Pravdepodobne je to dovod, preco sa heteropolyméry vy-
skytuju vo vicsej miere ako homopolyméry. Zaroven je
tiez dokazané, Zze ked s H a L retazce v rovnovahe, za-

Sekvencia 4

Prierez

Obr. 1. Struktira feritinu'
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chovanie primérnej $truktiry vzrastie na 79 % (cit.'®). Ho-
mopolyméry sa vyskytuji len v patologickych situaciach,
akymi si napr. HHC (hyperhomocysteinémia, kedy sa
vyskytuje homopolymér s L retazcom zbaveny Zeleza)''.

Existuju vsak tiez rozne druhy zivocichov, akymi st
napr. ryby rodu Trematomus bernacchy, vyskytujice sa
prevazne na Gzemi Aljasky, ktoré maju treti bocny retazec
oznaCovany ako M sekvencia (Middle Chain). Tieto
M sekvencie st ovel'a podobnejsie H sekvencii identifiko-
vanej vo feritine izolovanom z cicavcov ako L sekvencii
izolovanom z rovnakého druhu. Toto vSak plati aj pre feri-
tiny izolované z bezstavovcov a rastlin (priblizne 50 %
podobnost s Hretazcom a asi 40% podobnost
s retazcom L)%

3.1. Naviazanie Zeleza na aktivne miesto feritinu

Pre dosiahnutie aktivneho miesto v dutine feritinu
musi Fe?" substrat prechadzat’ proteinom z cytoplazmatic-
kej (vonkajSej) plochy klietky na viac aktivnych miest.
Vykrystalizované kovové iony sa vyrovnaji medzi vonkaj-
$im povrchom klietky a pérmi vnutorného povrchu kliet-
ky. Ionové kandliky st uloZené vedla seba na rovnakej
sekvencii. PriCom na osy symetrie proteinového obalu sa
nachadzaju 3—4 takéto druhy sekvencii.

ZGzenie kanalu vytvoren¢ho tromi zachovanymi glu-
tamatmi je dostatotne vel’ké len pre hydratované Fe*" iony.
Osem kanalov musi distribuovat’ substrat na 24 aktivnych
miest. Distribu¢ny mechanizmus pozostdva zo zhluku
troch kovovych i6nov nachadzajtcich sa v okoli vstupnych
kanélov, ktoré vedu do dutiny bielkovinového plasta. Kaz-
dy z troch kovovych i6nov je orientovany smerom ku jed-
nému z troch katalytickych miest jednym z troch vysoko
zachovanych zvyskov aspartatu jednotlivych podjednotiek
tvoriacich kanal. Umiestnenie porov a kanalov na troch
podjednotkach feritinu umoziiuje naviazanie Fe** substratu
na viac aktivnych miest uchovavanych vo feritinoch obsa-
hujtcich 12 alebo 24 podjednotiek'*".

3.2. Vylucenie zeleza z feritinu

Ziskavanie zeleza z mineralu feritinu vyzaduje prida-
nie elektronov, protonov a vody uvolfiovanych v priebehu
mineralizacie. Fe-O—Fe je vSeobecne sprevadzané vypus-
tanim vody. Voda vstupuje do krystalu feritinu cez iénové
kanaliky s vysokou rozliSovacou schopnostou'. Jedna
voda je koordinovana ku kazdému Fe*' na oxidoredukta-
zovych miestach di-Zeleza'® . Kde a ako vstupuju a vystu-
puju protony vody do feritinu a z feritinu a podiel’aju sa na
uvolneni produktu, tvorbe mineralu a naslednom rozpuste-
ni, nie je zname. Z u¢inkov nahrad aminokyselin je Cias-
toéne znamy spdsob vstupu a vystupu Fe’” vo zvieracich
feritinoch'”. Menej znamy je tento transfer pri rastlinnych
a bakterialnych feritinoch, ale je zname, Ze sa feritin aku-
muluje prevazne v listoch'®. Zelezo izolované z feritinu
izolovaného zo semien strukovin je 'ahko absorbovatel'né
P'ud’mi a méZe minimalizovat nutriény nedostatok Zeleza'’.
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4. Magnetické vlastnosti

Magnetické vlastnosti Castic nanometrickych rozme-
rov lakaji pozornost’ vyskumnych timov uz od roku 1930,
kedy sa zistilo, ze dokdzu tvorit’ tzv. ,,single-magnetic*
domény'’.

Feritiny obsahuju magnetické jadro s priemerom pri-
blizne 7 nm chranené pred agregéaciou proteinovym oba-
lom. Objasnenie magnetickych vlastnosti feritinového
jadra predstavuje osobiti vyzvu vzhl’adom k tomu, ze for-
ma zeleza v jadre je pre nas dostupna len
v nanometrickych rozmeroch. Aj ked sa feritiny stali od
roku 1940 neustalym terom mnozstva intenzivnych vy-
skumov a vo velkom pocte sa objavuju v réoznych odbor-
nych ¢lankoch, stale su také zékladné magnetické vlast-
nosti, ako napr. Néelova teplota (7},), ¢i kriticka teplota
vel'mi sporné a udavané len v urcitych rozmedziach. D6-
vodom je, Ze vzhl'adom k superparamagnetizicii feromag-
netickych, alebo ferimagnetickych castic nie je mozné na
ich stanovenie pouzit obvyklé metody®’. Preto sa neustéle
vyvijaju nové metddy pozorovania magnetickych vlastnos-
ti feritinového jadra, ktoré prispievaji k pokroku vo viace-
rych vednych odboroch?'.

Maossbauerove spektroskopické Stadie feritinu sa ob-
javili uz v roku 1960, kedy bola ustanovena Mdssbauerova
spektroskopia univerzalnym nastrojom pre spektroskopic-
ké vysSetrovanie elektronickych a magnetickych Struktir
latok obsahujucich zelezo™.

Mossbauerova spektroskopia zachytava vnutorny
magnetizmus jadra, pricom nie je potrebné pouzit' externé
magnetické pole. Deteguje lokalny magneticky moment
zeleza za pomoci vel'mi jemnych magnetickych interakcii
3"Fe s okolitymi elektronmi®.

Referat

G. C. Papaefthyniou a spol. sa za pomoci kombinacie
Mossbauerovej spektroskopie a merania magnetizacie
pokusili identifikovat’ zlozenie feritinu, prvotné kroky
nukledcie a biomineralizacie Zeleza arast Castic. Pouzili
rozne typy feritinov, ktoré boli vyrobené in vivo
a rekonStituované in vitro. Feritiny nésledne podrobili
mnozstvu analyz za ucelom objasnenia Struktary a funkcie.
Dolezitym bodom stadie bolo tiez objasnenie Glohy, ktorti
zohrava feritin pri nadmernom mnozstve zeleza v zivom
organizme a pri réznych druhoch neurodegenerativnych
ochoreni. Na zaciatku prace sa autor venoval nukledcii
a polymerizacii Zeleza vo feritine®. Na obr. 2 je mozné
vidiet’ vyvoj spektroskopickych zaznamov zeleza za urcity
cas.

Vysledky z obr. 2 st reprodukované z prace Baumin-
ger a spol.”>. Spektrum (A) bolo ziskané zo vzoriek zmra-
zenych 0,5 min po pridani *’FeSO, do apoferitinu. Spek-
trum (B) znazoriiuje rovnaké tidaje ako A, ale vo viac¢Som
energetickom rozmedzi. Zapasovanie experimentalnych
dat do teoretickych spektier odhalilo pritomnost’ rdznych
druhov Zeleza®’. Spektra (C) a (D) zodpovedaju vzorkam,
ktoré reagovali po pridani *’FeSO, do apoferitinu po dobu
10 min. Ako je moZné vidiet, pozorujeme rovnaké spektra.
Relativne intenzity jednotlivych spektier sa vSak zmenili.
Bauminger a spol. teda dospeli k zaveru, Ze oxidacia Zele-
za na feroxidizovom centre prebicha v postupnosti Fe™
dimér — Fe " monomér a Fe " klaster tvoriaci Zelezné
jadro feritinu®.

Dalsim z mnozstva riesitel'skych timov zaoberajticich
sa rieSenim problematiky feritinov za pomoci Mdssbauero-
vej spektroskopie boli aj Galazka a Friedmen®. Tito uva-
dzaju, ze spektroskopické vzorky feritinov z oblasti Aipo-
kampus (patri do limbického systému a hrd dolezitii lohu

T

Obr. 2. Potiatoéna tvorba Zelezo — apoferitinového komplexu. Mossbauerove spektra namerané pri 90 K s 10 5'Fe / apoferitin pri

pH - 6,5 (cit.”)
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pri konsolidacii informacii z kratkodobej pamite do dlho-
dobej pamite a priestorovej orientacie) si zhodné so vzor-
kami izolovanymi zo sivej hmoty mozgovej (Cast’ central-
nej nervovej sustavy stavovcov pozostavajica z velkého
mnozstva nervovych buniek — neurénov a obsahujuca len
malo myelinizovanych nervovych vlakien — axénov). Jedi-
ny rozdiel tvorila intenzita signdlov, ktord jednoznacne
odraza rozdielnu koncentraciu Zeleza v oboch castiach
mozgu. Priemernd velkost' Zeleznych jadier feritinu
v hipokampe merana elektronovou mikroskopiou bola
priblizne 3,1 nm. Takto mala velkost jadra by mala zod-
povedat’ vysokému obsahu H podjednotick. Studie ELISA
nasledne  odhalili, Ze  priemernd  koncentracia
H podjednotiek (150 +30ngml™") je vyssia ako
L podjednotiek, ktorych bolo (20 + 10 ng ml™"). Komplet-
na distribicia feritinu v mozgu akrehkd rovnovaha
vzlozeni H aL refazcov preukazuje na fakt, ze feritin
zohrava kIa&ova tlohu vo funkcii mozgu®.
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Obr. 3. Teplotna zavislost’ Mdossbauerového spektra feritinu
pochadzajiceho z konskej sleziny rekonstituovaného s 1000
Fe / protein v pomere 7 : 1 (cit.”®)
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4.1. Superparamagnetické vlastnosti

Existuje mnozstvo Maossbauerovych experimental-
nych §tadii, popisujicich superparamagnetické vlastnosti
plne rozvinutého feritinového jadra vykonavanych predo-
vSetkym na komeréne dostupnych feritinoch ziskavanych
z konskej sleziny. Vo feritinovom jadre dochéadza k ideal-
nemu paramagnetizmu vzhl'adom k tomu, ze nemagnetické
organické apoproteinové schranky okolo Zeleza udrzuju
magnetické jadra od seba oddelené, ¢im zabezpecuju, ze
dip6l—dipdl interakcie mézu byt pri teplote 1 K zanedba-
telné dokonca aj v hustejsich vzorkach?’. To umoziuje,
aby pri termalnom budeni a pouziti vonkajSicho magnetic-
kého zdroja reagovali jadra ako samostatné magnetické
polia.

Autori St. Pierre a spol.”® pozorovali reakcie molekul
feritinu prebiehajuce pri tepelnej excitacii. Ako metoda
bola opét’ pouzita Mossbauerova spektroskopia pre HoSF
rekonstituované s 1000 Fe / protein v pomere 7 : 1 (obr. 3).

Celkovy teplotny profil zaznamenany v rozsahu teplot
4,2-80 K ukazuje, ze superparamagnetizmus malych Castic
je charakteristicky pre skupinu neinteragujucich partikul,
ktoré su distribuované prisne podl'a velkosti Castic. Spek-
trum pri teplote 4,2 K vykazuje magneticky rozdeleny
sextet s priemernou vnutornou hodnotou hyperjemného
magnetického pol'a 482 kOe (kOe — kilo-Oersted, jednotka
magnetickej indukcie). Ako sa zvySuje teplota, magnetické
absorpcné Ciary sa rozsiruju, zatial' Co priemerna vnutorna
hodnota hyperjemného magnetického pol'a klesa (28,9 K-
379 kOe). Medzi teplotami (20-30 K) spektrum vykazuje
superpoziciu magnetickych a kvadrupoldrnych spektier.
Relativna intenzita kvadrupolarneho dupletu sa na ukor
magnetickej zlozky so zvySujlicou teplotou zvySuje. Toto
spravanie je charakteristickym znakom superpara-
magnetizmu™®.

5. Molekularne a fyziologické vplyvy feritinu
na organizmus

Oxidacny stres je vyznamnym faktorom pri zéapalo-
vych, nadorovych a metabolickych ochoreniach. Poskode-
nie spdsobené oxidacnym stresom je podmienené celko-
vym mnozstvom Zzeleza, pritomnym v ludskom, alebo
inom zivo¢isnom organizme. Nadbytok vol'ného Zelezna-
tého kationu produkuje prostrednictvom Fentonovych re-
akcii najviac vol'nych hydroxylovych radikalov.

Feritin je vSadepritomny protein sliiziaci ako z4soba-
ren Zeleza a hra Gstrednu ulohu pri jeho metabolizme. Ma
tiez dvojaku funkciu ukladania Zeleza v biologicky dostup-
nej anetoxickej forme. Je ho mozné identifikovat
v roznych druhoch intracelularnych tekutin ako je sérum,
synovialna tekutina, alebo mlieko®.

Okrem hore uvedenych ma v ludskom organizme
mnozstvo inych viac alebo menej dolezitych funkcii,
z ktorych mozeme menovat’ napr. funkciu ako signalnej
molekuly pri ré6znych druhoch zapalovych ochoreni v pe-
ceni. Pricom je zaujimavé, ze tato funkcia je nezavisla na
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mnozstve Zeleza, ktory sa v jadre feritinu nachadza™. Uz
mnoho rokov je tiez znamy fakt, Ze u pacientov s hemato-
logickymi naddorovymi ochoreniami ako je napr. Hodgki-
nova choroba, alebo akutna leukémia sa vyskytuje zhorSe-
na imunita sprostredkovana bunkami. Avsak je tieZ zname,
ze takito pacienti vykazuju zvySenu hladinu sérového
feritinu®’. Tak isto J. T. Hazard a spol. dogli k zaveru, Ze je
mozna urcita suvislost medzi sérovym feritinom a imuni-
tou organizmu®'.

Mnohé studie tiez dokazali, ze feritin sluzi ako sig-
néalna molekula pri vzniku naddorovych ochoreni, a zarovei
mdze byt, pokial sa v T'udskom organizme nachadza vo
vel'kych mnozstvach, aj za tieto ochorenia priamo zodpoved-
ny, a to prevazne u l'udi trpiacich hemochromatézou® .

6. Feritin ako klinicky nastroj

Feritiny s cennym nastrojom pre lekarov pri hodno-
teni beZnych chorobnych stavov, ako je napr. anémia
z nedostatku zeleza. Systematicky prehl'ad ré6znych druhov
diagnostickych stanoveni preukazal, Ze stanovenie anémie
podl'a hladiny feritinu v Pudskom organizme je jednou
z najspol’ahlivejsich diagnostickych metod*®.

Naopak pri hemochromatéze predpoveda vysoka
hladina sérového feritinu riziko cirhdzy pecene, a preto je
cirth6za pecCene velmi Casto sa vyskytujucim vedlaj$im
priznakom pri tomto druhu ochoreni®’.

Feritin moze slizit' ako klinicky nastroj aj pri roz-
nych druhoch akutnych ochoreni. HPS (Healthcare Procu-
rement Sollutions) v roku 1997 preukazali, Zze zvySena
hladina  feritinu bola zaznamenana u minimalne
37 subjektoch, ktori skonali na rdzne druhy akutnych
ochoreni*®,

Hladina sérového feritinu je pravdepodobne jeden
z najdolezitejSich markerov u vacsiny populdcie. ZvySena
hladina sérového feritinu moze byt tiez diagnostické vo-
ditko pri ur€ovani vel'mi vzécnych druhov autoimunnych,
alebo zapalovych ochoreni, akymi si napr. hemafagocytu-
juci syndrom alebo Stillova choroba®.

7. Zaver

Vyskumy magnetickych vlastnosti poukazali na dole-
zitost’ feritinu na I'udsky organizmus tym, ze dokazali jeho
nenahraditel'né funkcie v mozgu. Tak isto dve posledné
sekcie, v ktorych boli umiestnené molekularne a biologic-
ké vplyvy feritinu na organizmus a tieZ jeho klinické vyu-
zitie, poukazujt na fakt, ze hladina feritinu sluzi ako nena-
hraditeI'nd pomodcka pri identifikacii rozlicného druhu
zhubnych, alebo nezhubnych ochoreni. Tieto vSak pouka-
Zuju aj na nepriaznivé UcCinky, ktoré mozu nastat’ pri ne-
dostatku (anémia), alebo naopak prebytku (hema-
chromatdza) feritinov v l'udskom organizme.
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L. Ki$§, P. Fodran, and L. Zemli¢ka (Department of
Nutrition and Quality Food Assessment, Institute of Food
Science and Nutrition, Faculty of Chemical and Food
Technology STU, Bratislava): Metaloproteins of the
Ferritin Type

Ferritins are metalloproteins containing in their reac-
tion center an iron atom, which is bound to various amino
acid ligands. The main function of ferritin in human body
is a storage of iron. Besides, ferritin fulfills a number of
other functions, the mechanisms of which are not yet
known. Apart from this, ferritin significantly affects vari-
ous types of malignant or other diseases. The elucidation
of the structure and properties of ferritin helps to under-
stand these functions and effects.



