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MOLEKULARNE ASPEKTY METABOLIZMU ZELAZA
W KANALIKACH PROKSYMALNYCH NERKI

MOLECULAR ASPECTS OF IRON METABOLISM
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Streszczenie: Do niedawna nerka nie byla rozwazana jako narzad istotny dla metabolizmu Zelaza. Badania
ostatniej dekady wykazaly jednak, ze nawet w warunkach fizjologicznych znaczace ilosci osoczowych zelazo-
protein, takich jak: transferryna czy hemoglobina, ulegaja przesaczaniu klgbkowemu, a nastgpnie wehtanianiu w
cewce proksymalnej. W przypadku schorzen hemolitycznych ekspozycja nerki na zelazo jest zwigkszona i
zalezna od poziomu osoczowej haptoglobiny. Wychwyt zelazoprotein w kanaliku proksymalnym nastgpuje w
drodze endocytozy za posrednictwem tandemu receptorow —megaliny i kubiliny. Do whasciwego funkcjonowa-
nia tego kompleksu niezbgdne jest biatko opiekuncze — amnionles. Ponadto pokazano, ze wazne dla transbtono-
wego transportu zelaza biatka, takie jak: DMT-1, hefajstyna i ferroportyna ulegaja ekspresji w komérkach nablon-
kowych kanalika proksymalnego. Artykut naswietla glowne osiagnigcia w tej dziedzinie oraz przedstawia sche-
mat molekularnego mechanizmu metabolizmu Zelaza w nerce.
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Summary: Until recently the kidney has not been considered as an important organ in iron metabolism.
However, the investigation of last decade showed that even under physiological conditions significant
amounts of iron proteins undergo glomerular filtration and are reabsorbed in the proximal tubule. In the case
of hemolytic diseases exposition of the kidney towards iron is increased and dependent on plasma haptoglo-
bin level. Uptake of iron protein in the proximal tubule occurs via endocytosis mediated by a tandem of
receptors — megalin and cubilin. A chaperon protein amnionless is essential for proper functioning of the
complex. Moreover, it has been shown that proteins important in iron metabolism such as DMT-1, hepha-
estin and ferroportin are expressed in the epithelial cells of the proximal tubule. The article highlights main
achievements in this field, and presents a scheme of molecular mechanism of kidney iron metabolism.
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WPROWADZENIE

Metabolizm zelaza jest przedmiotem intensywnych badan wielu dziedzin fizjologii
i patofizjologii. Wynika to z rozmaitych funkcji tego pierwiastka w organizmie, migdzy
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innymi: jako sktadnika grup prostetycznych enzymdéw, hemu czy klastréw zelazowo-
siarkowych. Zainteresowanie ta problematyka wynika rowniez ze stosunkowo duzego
rozpowszechnienia schorzen zwigzanych z jego niedoborem badz nadmiernym
wchlanianiem, takich jak rdzne postaci anemii czy hemochromatoz [6, 31].

Molekularne podstawy metabolizmu zelaza zostaty nie do konca poznane.
Wiadomo, ze jony zelaza ulegaja wchlanianiu z tresci pokarmowej przez komorki
nabtonka dwunastnicy z udzialem transportera jonow dwuwartosciowych — DMT-1
(ang. Divalent Metal Transporter-1) zlokalizowanego w ich blonie szczytowej.
Dodatkowo w tej czesci jelita zelazo jest reabsorbowane z pozywienia w postaci
hemu poprzez jego specyficzny blonowy transporter — HCP-1 (ang. Heme Carrier
Protein-1) [32]. Pewne ilosci zelaza moga by¢ réwniez wchtaniane w jelicie cienkim
w postaci kompleksu z laktoferryng z udziatlem specyficznego blonowego receptora
laktoferryny [2]. Wydalanie zelaza z komorek nablonka jelita do osocza odbywa sig¢
za posrednictwem ferroportyny po uprzednim utlenieniu jondw zelaza (II) do jonow
zelaza (I11) przez oksydoreduktaze — hefajstyne (ang. hephaestin) [26]. W osoczu
jony zelaza (III) wiaza si¢ z transferyng — glikoproteing syntetyzowang gldwnie w
watrobie, ktora moze odwracalnie wigza¢ jony tego pierwiastka. W tej formie zelazo
jest rozprowadzane wraz z krazeniem do roznych narzadéw i tkanek [4]. Wiele
rodzajéow komorek ma w blonie receptor transferyny i pobiera zelazo za jego
posrednictwem. Obecno$¢ tego receptora stwierdzono miedzy innymi na hepato-
cytach, komdrkach migsni i komorkach erytroidalnych, a przypuszcza sig, ze receptor
ten ulega ekspresji rowniez w innych komdrkach [14]. Receptor transferyny taczy
si¢ z kompleksem transferyna-zelazo i ulega internalizacji. W powstajacym endosomie
pod wptywem zakwaszenia Srodowiska uwolnione zostaja jony zelaza, a stabilny w
kwasnym pH kompleks transferyny z receptorem ulega recyrkulacji do blony
komorkowej. Ostatecznie w neutralnym pH transferyna zostaje uwolniona do
krwiobiegu, a receptor moze stuzy¢ kolejnym cyklom pobierania zelaza [5]. W
dalszym transporcie zelaza z endosomow do cytosolu uczestniczy wspomniany
uprzednio DMT-1, ktory w wigkszosci komdrek wystepuje w blonie endosomu, a
nie jak w przypadku nablonka jelita w blonie szczytowej [21].

Uniwersalnym magazynem zelaza w organizmie jest ferrytyna. Czasteczka ferrytyny
moze wiaza¢ az do 4500 atomoéw zelaza w postaci nieorganicznego rdzenia ostonietego
plaszczem biatkowym. W zaleznos$ci od zapotrzebowania komorek zelazo zostaje albo
zatrzymane, albo uwolnione z ferrytyny. Przypuszcza sig, ze wiekszos¢ komoérek zawiera
to biatko jako lokalny magazyn zelaza, a ferrytyna zlokalizowana w nablonku jelita
stanowi specyficzny bufor w procesie pobierania tego pierwiastka [22].

U czlowieka okolo 1 mg zelaza dziennie ulega wchtanianiu i mniej wigcej tyle
samo dziennie jest wydalane z organizmu. Ilos¢ ta stanowi zaledwie 1-3% zelaza
dostarczanego do krwiobiegu w ciagu doby. Wigkszos¢ dziennego zapotrzebowania
na zelazo jest zaspokajana przez reutylizacje istniejacej puli zelaza [6].

Za migdzynarzadowa regulacje bilansu zelaza odpowiedzialna jest hepcydyna. Hormon
ten jest syntetyzowany w watrobie w warunkach osoczowego nadmiaru zelaza lub
uogolnionych stanéw zapalnych i oddzialuje z ferroportyna nabtonka jelitowego powodujac
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jej kierowanie do przedziatu lizosomalnego, gdzie ulega ona degradacji, a tym samym
zostaje zatrzymany wyplyw zelaza od strony bazolateralnej [3,11].

Z calkowitej puli zelaza w organizmie, wynoszacej okoto 3—4 g, az 70% zawarte
jest w hemoglobinie. Stad tez metabolizm tego biatka peini kluczowa role w
homeostazie zelaza. Synteza hemoglobiny zachodzi w komoérkach erytroidalnych,
ktére pobieraja zelazo droga transferynowa. Dojrzate krwinki przesuwane sa do
krwiobiegu, gdzie ich okres zycia wynosi srednio 120 dni. Wigkszo$¢ starych erytro-
cytdw jest rozpoznawana przez zmiany w ich blonie plazmatycznej i usuwana z
krazenia przez uklad jednojadrzastych komoérek fagocytujacych. Po degradacji czesci
biatkowej hemoglobiny uwolniony hem rozkladany jest przez oksygenaz¢ hemowa,
a zelazo jest magazynowane w ferrytynie badz zwracane do krwiobiegu, gdzie
ponownie wiaze si¢ z transferyng [32].

W warunkach fizjologicznych wewnatrznaczyniowa hemoliza zachodzi w ograniczonym
stopniu, a stezenie wolnej hemoglobiny w osoczu wynosi 0,03 g/I. Hemoglobina uwolniona
bezposrednio do krwiobiegu po utlenowaniu w kapilarach ptucnych dysocjuje na a-dimery,
ktore silnie wiaza si¢ z osoczowa a2-glikoproteina, haptoglobina. Uwaza sig, ze powstajacy
kompleks jest zbyt duzy (Mr 164 kDa), aby swobodnie przesaczal si¢ przez kigbuszki
nerkowe. Jednocze$nie niezwiazane o8-dimery (Mr 32 kDa) ulegaja swobodnej filtracji.
Utrzymujacy si¢ w krwiobiegu kompleks jest sukcesywnie usuwany z krazenia przez
komorki uktadu siateczkowo-srodblonkowego z udziatem niedawno scharakteryzowanego
receptora CD163 [25, 37, 42].

Drugim co do zawartosci w organizmie biatkiem hemowym jest mioglobina. Stuzy
ona gléwnie jako przekaznik tlenu w komdrkach migesniowych. W wyniku naturalnego
rozpadu miocytow niewielkie ilosci mioglobiny zostaja uwolnione do krwiobiegu i ze
wzgledu na mala mase czasteczkowa (Mr 17 kDa) ulegaja swobodnej filtracji
kigbkowej [40].

METABOLIZM ZELAZA W NABLONKU NERKOWYM

Mechanizm zaopatrzenia komoérek nablonkowych cewek nerkowych w zelazo
pozostawal niewyjasniony przez dtugi czas. Z jednej strony, pomimo podejmowanych
prob nie udawato si¢ wykry¢ receptora transferyny w ich blonie bazolateralnej, czyli
od strony kontaktu z krwiobiegiem. Z drugiej za$ strony, panowalo powszechne
przekonanie, ze duza masa czasteczkowa transferyny (78 kDa) w istotnym stopniu
zapobiega jej saczeniu kigbkowemu, a przez to nie moglaby ona zapewni¢ wystar-
czajacego zaopatrzenia w zelazo od strony szczytowej nabtonka.

Nowe $wiatto na ten problem rzucily badania pacjentow z zespotem Fanconiego,
u ktorych stwierdza si¢ powazne zaburzenia funkcji kanalikow proksymalnych.
Okazato sig, ze poziom transferyny w moczu tych pacjentéw jest znacznie podwyz-
szony. Sugerowalo to, ze w warunkach fizjologicznych znaczace ilosci tego biatka
ulegaja wchlanianiu zwrotnemu w tej czesci nefronu [28]. Jednoczesnie wyniki prac
Ohlson i wsp. [29] zmienily spojrzenie na strukture bariery klgbuszkowej. Na
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podstawie starannych badan przesaczania biatek w eksperymentach z izolowang
perfundowana nerka postulujg oni tzw. model natadowanej membrany zelowej i
stwierdzili wystgpowanie dwdch populacji poréw: jednej, przewazajacej, o srednicy
45-50 & i drugie, mniej obfitej, o srednicy 75-115 A. Transferyna wiec pomimo
duzej masy czasteczkowej mogtaby ulega¢ przesaczaniu przez wigksze pory nawet
w warunkach fizjologicznych. Na znaczaca rolg nerki w metabolizmie zelaza wskazy-
waly réwniez badania Gunshina i wsp. [20] nad transporterem metali dwuwartos-
ciowych typu-1 (DMT-1), bialka bardzo waznego dla transportu zelaza przez blony.
Metoda hybrydyzacji in situ stwierdzili oni zdumiewajaco silny sygnal ekspresji
mRNA DMT-1 w czgsci korowej i1 zewngtrznego pasa miedniczki nerki szczura.

Wychwyt endogennej transferyny w kanaliku proksymalnym nerki udato si¢ po
raz pierwszy zademonstrowa¢ w badaniach z uzyciem mikroskopii swietlnej i
elektronowej oraz technik immunocytochemicznych na ultracienkich skrawkach
mrozeniowych [23]. W badaniach tych wykazano rowniez za pomoca chromatografii
powinowactwa, ze receptorem endogennej transferyny jest kubilina, a stala dysocjacji
kompleksu wyznaczona metoda rezonansu powierzchniowego miescita si¢ w zakresie
nanomolowym. W moczu pséw z defektem kubiliny oprocz innych poznanych
ligandow tego receptora znaleziono réwniez znaczne ilosci transferyny. Zalezng od
kubiliny endocytozg transferyny potwierdzono w badaniach przeprowadzonych na
komorkach pecherzyka zoéltkowego, ktore sa funkcjonalnie podobne do komorek
nabtonkowych kanalika proksymalnego nerki. Wychwyt radioaktywnie znakowane;j
transferyny lub radioaktywnego zelaza w kompleksie z ,,zimna” transferyng przez
komoérki BN16 byl hamowany przez swoiste przeciwciata. Badanie reabsorpcji
transferyny u myszy z knockoutem megaliny — drugiego wieloligandowego receptora
zmiatajacego wystepujacego w blonie szczytowej nablonka kanalika proksymalnego
wykazaly, ze endocytoza kubiliny jest zalezna od megaliny. W komoérkach pozba-
wionych megaliny nastgpowalo powierzchniowe wigzanie transferyny do obecnej w
btonie kubiliny, jednak nie nastgpowata internalizacja kompleksu.

Potencjalnym zrodlem zelaza dla komoérek nabtonkowych kanalika proksymalnego
wydaja si¢ by¢ krazace biatka hemowe, a wigc wolna hemoglobina i mioglobina. Pomimo
ich niewielkiego stgzenia w osoczu ustawiczna filtracja kigbuszkowa moze dostarczaé
znaczacych ilosci tych biatek do $wiatta kanalikow. Juz we wczesniejszych badaniach
stwierdzono, ze blony rabka szczoteczkowego kanalika proksymalnego zawieraja miejsca
wiazace dla hemoglobiny, a ich charakterystyka przypominala wigzanie si¢ ligandow z
megaling [15]. Zmierzano wigec do potwierdzenia tej obserwacji. W badaniach Gburka
i wsp. [16] wykazano, ze hemoglobina wiaze si¢ nie tylko z kubilina, ale takze z megalina.
Zjawisko to wykazano in vitro za pomoca technik biochemicznych, takich jak
chromatografia powinowactwa i powierzchniowy rezonans plazmonowy oraz w
badaniach na komorkach BN16 z uzyciem specyficznych przeciwcial. W badaniach in
vivo po dozylnym podaniu hemoglobiny wykazano, iz ulega ona reabsorpcji kanalikowej
u myszy typu dzikiego, podczas gdy wychwyt ten nie zachodzi u myszy z knockoutem
genu megaliny. Stosujac analogiczny zestaw badan stwierdzono, ze za kanalikowy
wychwyt mioglobiny odpowiedzialne sg te same mechanizmy [17].
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Znaczenie megaliny i kubiliny w reabsorpcji bialek hemowych potwierdzity rowniez
badania z eksperymentalnymi modelami toksycznosci hemoprotein u myszy z
knockoutem megaliny. Miohemoglobinuri¢ lub hemoglobinuriec wywotywano
odpowiednio przez podskdrne podanie glicerolu lub dozylng iniekcje fenylohydrazyny.
W obu przypadkach stwierdzono wzmozone formowanie si¢ wateczkéw hemopro-
teinowych w dystalnej czgsci nefronu w poréwnaniu z myszami typu dzikiego, co
odzwierciedlalo zwigkszong podaz biatek hemowych do tego segmentu w
warunkach braku ich wchianiania w kanaliku proksymalnym [18, 19].

Kubilina zostata poczatkowo scharakteryzowana jako receptor posredniczacy w
endocytozie kompleksu czynnika wewnetrznego i witaminy B12 w nabtonku jelita,
a pozniej wykazano, ze jest ono réwniez odpowiedzialne za kanalikowa reabsorcje
niektorych biatek przesaczu klgbkowego migdzy innymi: albuminy i apolipoproteiny
A-1 [8, 9]. Mutacje w genie kubiliny sa przyczyna rozwoju wrodzonej anemii
megaloblastycznej typu I (zespot Imerslund-Gréasbecka) na skutek niedostatecznego
wchlaniania witaminy B12, a u pacjentow z tym zespolem stwierdza si¢ nisko-
czasteczkowq proteinuri¢ [7, 27]. W literaturze postulowano [13], ze receptor ten
tworzy funkcjonalny kompleks z biatkiem opiekunczym — amnionles (ang.
amnionless), a oddzialywanie to jest niezbedne do prawidlowego kierowania i
subkomoérkowej lokalizacji obu biatek. Przypuszczenie, ze do prawidlowej funkcji
kubiliny potrzebne jest bialko pomocnicze wyplyngto z szerszej analizy pacjentow z
zespotem Imerslund-Grésbecka. Podczas gdy u wszystkich pacjentéw finskich z
anemig megaloblastyczng typu-1 znaleziono mutacje w genie kubiliny, u pacjentow
norweskich gen ten byl funkcjonalnie aktywny. Genetyczne mapowanie wskazywato
natomiast na inny gen kodujacy biatko amnionles. Wkrétce okazato sig, ze kubilina
tworzy silny kompleks z tym biatkiem, a brak ktdregokolwiek komponentu powoduje
ich bledna lokalizacj¢ subkomoérkowa [35].

Szczegdtowa role wzajemnych oddziatywan pomigdzy tymi biatkami wyjasnity
badania z uzyciem rekombinowanych, skroconych form kubiliny ulegajacych ekspresji
osobno lub razem w komorkach nablonkowych pochodzacych z kanalika proksy-
malnego nerek [10]. Amnionles wiaze si¢ z klastrem domen podobnych do naskorko-
wego czynnika wzrostu — EGF (ang. Epidermal Growth Factor) w czasteczce
kubiliny, a oddzialywanie to zapewnia blonowa lokalizacj¢ kompleksu i jego
uwalnianie z retikulum endoplazmatycznego, podczas gdy cukrowa komponenta
kubiliny jest odpowiedzialna za kierowanie kompleksu do blony szczytowej. Inni
autorzy [39] wykazali, ze w psim modelu anemii megaloblastycznej typu-1 zabu-
rzenia blonowej lokalizacji subkomorkowej kubiliny nie wynikaja z mutacji w genie
kubiliny, ale jej nieprawidtowego kierowania w obrebie komdrki na skutek mutacji
genu amnionles.

W ostatnich latach, po raz pierwszy wykazano w warunkach in vivo, ze hapto-
globina moduluje nerkowa dostgpnos¢ zelaza przez zdolnos¢ kierowania wolnej
hemoglobiny do watroby i $ledziony oraz zapobieganie jej przesaczaniu klgbkowemu
w nerkach [24]. Nerkowa akumulacja podanej dozylnie znakowanej radioaktywnie
hemoglobiny byla znacznie wigksza u myszy z knockoutem haptoglobiny w pordw-
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naniu z myszami kontrolnymi. Jednoczesnie brak haptoglobiny powodowat zmniej-
szone wchlanianie hemoglobiny w watrobie i $ledzionie. Zmieniona miedzy-
narzadowa dystrybucja hemoglobiny u myszy z knockoutem haptoglobiny prowadzita
wraz z wiekiem do powstawania ztogow zelazowych w nabtonku kanalikow
proksymalnych nerki. Zwigkszona akumulacj¢ zelaza w nerce tych myszy obser-
wowano réwniez w eksperymentalnym modelu zespotu zmiazdzenia, gdzie dochodzi
do pojawienia si¢ znacznych ilosci bialek hemowych w osoczu [12].

Pobierane w drodze endocytozy zelazo badz w kompleksie z transferyna, badz
w postaci biatek hemowych trafia do lizosoméw jako koncowego przedziatu aparatu
endocytarno-lizosomalnego. Intrygujacym problemem bylo wyjasnienie, w jaki sposob
odbywa sig¢ transport zelaza przez blong lizosomalng do cytoplazmy, a w efekcie
jego magazynowanie w ztogach ferrytynowych badz dalszy transport w kierunku
bazolateralnym. Przestanek do rozpoznania tego problemu dostarczyly badania nad
tkankowa ekspresja DMT-1. Wiadomo bylo, ze biatko to jest wydajnie syntetyzo-
wane w komorkach nabtonka kanalika proksymalnego, jednak jego doktadna lokali-
zacja subkomorkowa byta trudna do ustalenia [36]. Wyrafinowane techniki immuno-
cytochemiczne w polaczeniu z mikroskopig swietlng i elektronowa pozwolily ustalic,
ze DMT-1 jest zlokalizowany w btonie lizosomalnej komorek kanalika proksymal-
nego, co czyni go bardzo prawdopodobnym kandydatem na przenosnik odpowie-
dzialny za transport zelaza przez blong lizosomalna [1].

PODSUMOWANIE

Badania ostatnich lat przyczynily si¢ do lepszego poznania molekularnych
mechanizméw odpowiedzialnych za metabolizm Zelaza w komoérkach nablonka
kanalika proksymalnego nerki, ktore w skrocie zobrazowano na rycinie 1. Okazaty
si¢ one odmienne niz te pierwotnie scharakteryzowane dla nabtonka jelitowego czy
komorek erytroidalnych. Aktualnie uwaza sig¢, ze gtdéwna droga pobierania zelaza
przez te komorki jest wehtanianie transferyny i biatek hemowych w drodze endocy-
tozy za posrednictwem tandemu receptorow zmiatajacych: megaliny i kubiliny.
Receptory te znajduja si¢ w blonie szczytowej komdrek nablonka, a ich internalizacja
zalezna jest od klatryny. Prawidlowa lokalizacja kubiliny jest $cisle zwiazana z
koekspresja biatka chaperonowego amnionles, a jej internalizacja jest zalezna od
megaliny. Dalszy transport zelaza przez blong lizosoméw do cytoplazmy odbywa
si¢ prawdopodobnie z udzialem DMT-1. Wiele aspektow obrotu zelaza w nabtonku
kanalika proksymalnego pozostaje wcigz niewyjasnionych. Na podstawie badan
immunocytochemicznych Zang i wsp. [41] sugerowali obecnosé receptora transfe-
ryny w blonie apikalnej. Jednak obserwacja ta nie zostata dotychczas potwierdzona
w innych baniach. Nie zostaly takze wykonane zadne badania czynnosciowe w
kierunku wyjasnienia potencjalnego znaczenia tego receptora dla gospodarki zelaza
w nerce. Rowniez dane na temat bazolateralnego transportu zelaza sa bardzo skape.
Wiadomo, ze ferroportyna i hefajstyna ulegaja ekspresji w tych komodrkach, a jej
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RYCINA 1. Molekularny mechanizm metabolizmu zelaza w nerce: AMN — amnionles (ang. amnionless),
DMT-1 —transporter metali dwuwartosciowych typu 1 (ang. Divalent Metal Transporter-1), L. —lizosom

FIGURE 1. Molecular mechanism of renal iron metabolizm. AMN — amnionless, DMT-1 — Divalent
Metal Transporter-1, L. — lysosome

poziom jest zalezny od hormonu regulujacego metabolizm zelaza — hepcydyny.
Procesy te jednak nie zostaly dotychczas dobrze scharakteryzowane [33, 38].
Wyniki badan molekularnych podstaw metabolizmu zelaza w komérkach nablon-
kowych nerki, oprécz znaczenia w nefrologii, moga by¢ rowniez cenne dla charakte-
rystyki omawianych proceséw w innych nabtonkach oraz poznania patomechanizmu
schorzen zwiagzanych z zaburzeniem gospodarki zelaza. Umozliwitoby to w
perspektywie zaproponowanie nowych strategii leczenia tych choréb.
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