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W przypadku transkryptu TfR1 (zawierającego IRE na końcu 3’ mRNA), IRP1 
zaaktywowane przez NO stabilizowało ten transkrypt, zwiększając takŜe poziom białka TfR1. 
W makrofagach pochodzących od myszy z nokautem genu irp1, mRNA TfR1 nie było 
stabilizowane przez NO. 
Obecność IRP2 nie miała wpływu na badaną regulację potranskrypcyjną.  

Uzyskane wyniki wskazują jednoznacznie na dominującą rolę IRP1 w 
potranskrypcyjnej regulacji białek odpowiedzialnych za utrzymanie komórkowej homeostazy 
Ŝelaza przez NO w mysich makrofagach szpiku kostnego. 

 
 
Regulation of iron metabolism by nitric oxide in IRP1- and IRP2-deficient 
bone marrow derived macrophages 
 

Iron Regulatory Protein-1 (IRP1) and 2 (IRP2) are two cytosolic proteins, that take 
part in the post-transcriptional regulation of cellular iron homeostasis. IRP1 is a bifunctional 
protein that functions as the cytosolic aconitase (holo-IRP1, an enzyme containing iron-sulfur 
cluster) or as an iron-responsive element (IRE)-binding protein (apo-IRP1, without the 
cluster). Those two IRP1 activities are mutually exclusive, and a shift between two IRP1 
forms is catalyzed, inter alia, by nitric oxide (NO). IRP2 does not contain iron-sulfur cluster 
and its activity is regulated by protein degradation. 
Changes in IRPs activities modulate the expression of iron-related proteins at a post-
transcriptional level by binding to specific iron regulatory elements (IREs) on its mRNAs. 
Interaction of IRPs with IREs located in the 5’ or 3’ UTR of mRNA, blocks protein synthesis 
by blocking the small ribosomal subunit recruitment (e.g. for iron storage protein - ferritins 
and iron export protein - ferroportin) or stabilizes the mRNA (e.g. iron import protein - 
transferrin receptor 1), respectively. 

It is well known that NO is a potent IRP1 activator, that shifts IRP1 into its IRE-
binding form, directly interacting with iron-sulfur cluster and causing its disassembly. On 
contrary, the effect of NO on IRP2 expression and activity remains controversial. 
In order to elucidate, which IRP is the one responsible for iron metabolism modulation by 
NO, we performed experiments on bone marrow derived macrophages (BMDM), obtained 
from wild-type, IRP1- or IRP2- deficient mice. Primary cultures of those cell were exposed to 
exogenous NO, released from DETA/NO, a slow-releasing NO donor. 

IRE-binding activity of both IRPs was determined and expression and protein levels of 
iron-regulatory proteins were assessed by real-time RT-PCR and western blot, respectively. 
In this study, we show that NO regulates ferritins and the iron exporter ferroportin in BMDM 
at both transcriptional and post-transcriptional levels. While NO increases H-Ft, L-Ft and Fpn 
mRNA levels, the NO-dependent activation of IRP1 downstream prevents their up-regulation 
at the protein level by binding to IREs in wild-type BMDM. Precisely, the IRE-binding 
activity of IRP1, but not that of IRP2, is triggered by nitrosative disassembly of its Fe-S 
cluster. In addition, the increase in TfR1 mRNA level in NO-treated BMDM is completely 
prevented only when IRP1 is absent, strongly suggesting that IRP1 is the main regulator of 
iron metabolism in response to NO. 
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Oksygenaza hemowa-1: nowe funkcje starego enzymu 
 

Oksygenaza hemowa-1 (HO-1) jest enzymem rozkładającym hem do jonów Ŝelaza, 
tlenku węgla i biliwerdyny, przekształcanej następnie w bilirubinę. Wykazaliśmy, Ŝe oprócz 
dobrze znanych właściwości przeciwzapalnych, anty-oksydacyjnych i anty-apoptotycznych, 
HO-1 ułatwia angiogenezę i wpływa na róŜnicowanie komórek. W efekcie odgrywa waŜną 
rolę w indukcji i progresji nowotworów. W doświadczeniach, w których indukowaliśmy 
powstawanie raka płaskonabłonkowego skóry poprzez podawanie DMBA/PMA, lezje 
pojawiały się wcześniej u myszy pozbawionych genu HO-1 niŜ u myszy typu dzikiego. Co 
więcej, powstające guzy były większe u osobników HO-1-/-, co wiązało się ze zwiększoną 
śmiertelnością zwierząt. Potwierdza to, Ŝe HO-1 chroni zdrowe tkanki przed uszkodzeniem 
chemicznym. Analiza patomorfologiczna wykazała jednak, Ŝe guzy HO-1-/- były duŜymi, ale 
łagodnymi brodawczakami, natomiast u myszy z ekspresją HO-1 większość lezji wykazywała 
cechy dysplastyczne i przekształcała się w inwazyjne nowotwory. To wskazuje, Ŝe w 
rosnących guzach HO-1 moŜe ułatwiać progresję i złośliwienie nowotworów. Wykazaliśmy 
równieŜ, Ŝe dla wzrostu guzów istotniejszy jest poziom HO-1 w komórkach nowotworowych 
niŜ w komórkach podścieliska. Wysoki poziom HO-1 w komórkach czerniaka prowadził do 
odróŜnicowania, zwiększonej proliferacji i migracji, nasilał potencjał angiogenny, i poprawiał 
ich przeŜywalność w warunkach stresu oksydacyjnego. Komórki z nadekspresją HO-1 
tworzyły bardziej upakowane guzy, silniej unaczynione, ale z mniejszym naciekiem i 
obrzękiem zapalnym. Formowały teŜ więcej przerzutów w płucach i prowadziły do szybszej 
śmierci zwierząt. 

Co waŜne, wydajność szlaku HO-1 jest zróŜnicowana w populacji ludzkiej. Fragment 
mikrosatelitarnego DNA obejmujący powtórzenia GT w promotorze HO-1 jest polimorficzny, 
co wpływa na poziom transkrypcji genu. Stwierdziliśmy, Ŝe allele promotora HO-1 moŜna 
podzielić na trzy grupy: S (najbardziej aktywne, GT≤23), M (umiarkowanie aktywne, GT=24-
28), i L (najmniej aktywne, GT≥29). W pierwotnych komórkach śródbłonka obecność allelu S 
wiązała się z wyŜszym poziomem ekspresji HO-1 w warunkach bazalnych i po stymulacji 
oksydantami lub czynnikami prozapalnymi. Komórki takie wykazywały równieŜ znacznie 
silniejszą ekspresję ferrytyny. Komórki z allelem S miały wyŜsze stęŜenie całkowitego 
glutationu i korzystniejszy status oksydacyjny wyraŜony stosunkiem GSH:GSSG. PrzeŜywały 
równieŜ lepiej w warunkach stresu oksydacyjnego. Co więcej, komórki takie proliferowały 
efektywniej w odpowiedzi na VEGF, chociaŜ migracja i tworzenie kapilar nie były 
zmienione. Obecność allelu S wiązała się takŜe z niŜszą produkcją TNF, IL-1β, IL-6, ICAM-1 
i E-selektyny, zarówno w warunkach kontrolnych jak i po stymulacji LPS. Analiza 
polimorfizmu promotora HO-1 potwierdziła cytoprotekcyjne, proangiogenne i 
przeciwzapalne właściwości enzymu, wskazując jednocześnie na znaczenie towarzyszącej 
indukcji HO-1 ekspresji ferrytyny. 
 
Heme oxygenase-1: the new functions of an old enzyme 
 

Heme oxygenase-1 (HO-1) is a rate limiting enzyme degrading heme to ferrous iron, 
carbon monoxide and biliverdin, the latter converted to bilirubin. We demonstrated that in 
addition to the well-recognized anti-inflammatory, anti-oxidant and anti-apoptotic effects the 
HO-1 facilitates angiogenesis and significantly influences cell differentiation. In consequence 
it plays an important role in cancer induction and progression. Thus, the DMBA/PMA-
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induced skin lesions appeared earlier in HO-1 deficient than in wild type animals. Moreover, 
the resulting tumors grew much bigger in HO-1-/- individuals, what was associated with 
increased rate of animal mortality. This confirmed that in healthy tissues HO-1 plays a 
protective role against chemically induced injury. However, pathomorphological analysis 
indicated that HO-1-/- lesions were mainly large but benign papillomas. In contrast, in mice 
expressing HO-1, most lesions displayed dysplastic features and developed to invasive 
carcinomas. This indicated that in growing tumors HO-1 may promote cancer progression and 
malignancy. We also found that for tumor growth the more important is the level of HO-1 in 
the neoplastic than in stroma cells. Namely, the high level of HO-1 in melanoma led to 
dedifferentiation, increased cell proliferation and migration, augmented angiogenic potential, 
and better resistance to oxidative stress. The HO-1 overexpressing cells generated more 
packed tumors, with stronger vascularization, reduced inflammatory edemas and decreased 
leukocyte infiltration, resulting in shortened survival of hosts. They also formed more 
metastases in the lungs.  

Importantly, the efficacy of HO-1 pathway varies in human population, as a (GT)n 
repeat fragment in the HO-1 promoter shows length polymorphism and can modulate the 
level of gene transcription. We found that the alleles can be classified into three groups: S 
(most active, GT≤23), M (moderately active, GT=24-28), and L (least active, GT≥29). In 
primary endothelial cells, the presence of S allele was associated with higher basal HO-1 
expression and stronger induction in response to oxidants or inflammatory mediators. 
Importantly, such cells showed also significantly more pronounced upregulation of ferritin. 
Cells carrying S allele displayed highest concentration of total glutathione and more favorable 
oxidative status determined by GSH:GSSG ratio. Accordingly, they survived better when 
exposed to oxidative stress. Moreover, they proliferated more efficiently in response to 
VEGF, although the VEGF-induced migration and sprouting of capillaries were not 
influenced. Presence of S allele was also associated with lower basal or LPS-stimulated 
production of TNF, IL-1β, IL-6, ICAM-1 and E-selectin. Thus, the lesson from promoter 
polymorphism supports a cytoprotective, proangiogenic and anti-inflammatory role of HO-1 
in humans and indicates the importance of accompanying ferritin expression. 
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Metabolizm Ŝelaza w chorobach nerek 
 

śelazo jest czwartym, najczęściej występującym elementem skorupy ziemskiej i 
najczęstszym pierwiastkiem przejściowym w organizmie ludzkim. Wszystkie organizmy 
wytworzyły wyrafinowane mechanizmy, które pozwalają na utrzymanie odpowiedniej 
zawartości Ŝelaza w komórkach i w ustroju. Od niedawna uwaŜa się, iŜniewielki białkowy 
hormon moŜe być czynnikiem patogenetycznym niedokrwistości. Hepcydyna posiada 
aktywność przeciwbakteryjną i jej ekspresja wzrasta w odpowiedzi na bodźce zapalne. Status 
hepcydyny jako regulatora ogólnoustrojowej homeostazy Ŝelaza nie jest jedynie związany z 
regulacją wchłaniania Ŝelaza z przewodu pokarmowego. Hepcydyna wpływa teŜ na 
zahamowanie recyrkulacji Ŝelaza z komórek układu siateczkowo-śródbłonkowego, działając 
na enterocyty i makrofagi. Z drugiej strony, NGAL (lipokalina związana z Ŝelatynazą 
neutrofilów) wiąŜe małe cząsteczki transportujące Ŝelazo-siderofory. Zarówno NGAL jak i 
hepcydyna wykazują własności bakteriobójcze. NGAL moŜe być związany z metabolizmem 
Ŝelaza oraz funkcją nerek podobnie jak hepcydyna. 

 
Iron metabolism in kidney diseases 
 

Iron is the fourth most common element in the Earth’s crust and the most abundant 
transition metal in the human body. All living organisms have evolved sophisticated 
mechanisms to maintain appropriate iron levels in their cells and within their body. Within the 
last few years, our understanding of iron metabolism has dramatically increased due to the 
discovery of hepcidin, produced by hepatocytes, modulated in response to anemia, hypoxia, 
or inflammation. It has been found that anemia upregulated lipocalin 2 (NGAL) in the liver 
and serum. The regulation of iron metabolism involves the interaction of a number of specific 
proteins as well as the interplay between iron absorption and iron loss. It has also been shown 
recently that the kidney too is involved in iron metabolism On the other hand, NGAL 
(neutrophil gelatinase-associated lipocalin) binds small, iron carrying molecules-siderophores. 
Both NGAL and hepcidin express antimicrobial properties. NGAL could be involved in both 
kidney function and iron metabolism similarly to hepcidin. 
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1
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2
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Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego 
 
śelazo w neurodegeneracji 
 

Badania nad rolą Ŝelaza w neurodegeneracji rozpoczęliśmy w roku 1990. Do chwili 
obecnej prowadziliśmy prace nad rolą Ŝelaza w powstawaniu choroby Parkinsona, choroby 
Alzheimera i postępującego poraŜenia nadjądrowego (PSP) posługując się następującymi 
metodami fizycznymi i biochemicznymi: spektroskopią mössbauerowską (MS), transmisyjną 
mikroskopią elektronową (TEM), metodą ELISA, atomową absorpcją oraz spektroskopią 
fluorescencyjną. Badaliśmy następujące struktury mózgowe bezpośrednio związane z tymi 
chorobami: istotę czarną – SN (choroba Parkinsona – PD), gałkę bladą – GP (PSP) oraz 
hipokamp (choroba Alzheimera – AD). Dla porównania wyników badaliśmy równieŜ próbki 
pobrane z mięśnia sercowego oraz z wątroby. 

Badania mössbauerowskie wykazały, Ŝe we wszystkich badanych strukturach 
głównym związkiem wiąŜącym Ŝelazo jest ferrytyna. Własności ferrytyny mózgowej są 
zupełnie róŜne niŜ własności ferrytyny wątrobowej. W ferrytynie mózgowej obserwuje się 
znaczną przewagę łańcuchów H nad łańcuchami L, podczas gdy ferrytyna wątrobowa 
wykazuje przewagę łańcuchów L nad łańcuchami H. Jądra Ŝelazne ferrytyny mózgowej są 
znacznie mniejsze niŜ jądra Ŝelazne ferrytyny wątrobowej (3.5±0.5nm vs 5.5±0.5nm). 
Porównując parkinsonowską istotę czarną z kontrolną istotą czarną nie zaobserwowaliśmy 
wzrostu koncentracji Ŝelaza całkowitego, natomiast zauwaŜyliśmy w tkance patologicznej 
zmniejszenie koncentracji łańcuchów L oraz zwiększenie koncentracji Ŝelaza labilnego. W 
strukturach mózgowych osób zmarłych z objawami PSP (SN i GP) stwierdzono 20% wzrost 
koncentracji Ŝelaza całkowitego. W tkankach pochodzących z PSP nie wykonano jak dotąd 
pomiarów koncentracji łańcuchów H i L, ani koncentracji Ŝelaza labilnego. Porównując 
własności Ŝelaza w hipokampach alzheimerowskich z własnościami Ŝelaza w hipokampach 
kontrolnych zauwaŜono, Ŝe w tkance patologicznej 3-krotnemu wzrostowi koncentracji 
łańcuchów towarzyszy zaledwie 20% wzrost koncentracji Ŝelaza całkowitego. 

Otrzymane wyniki sugerują, Ŝe mechanizm neurodegeneracji w 3 badanych 
chorobach, aczkolwiek związany z Ŝelazem i jego metabolizmem, moŜe być zupełnie inny w 
kaŜdej z nich. 
Wybrane publikacje: 
Gałązka-Friedman J i wsp. Iron in parkinsonian and control substantia nigra - a Mössbauer spectroscopy study. 
Movement Disorders 1996; 11: 8-16 
Galazka-Friedman J. i wsp. - Mössbauer spectroscopy and ELISA studies reveal differences between Parkinson’s 
disease and control substantia nigra. Biochim. Biophys. Acta 2004; 1688: 130-136 
Galazka-Friedman J. i wsp. - Human nigral and liver iron – comparison by Mössbauer spectroscopy, electron 
microscopy and ELISA. Hyperfine Interact 2005; 165: 285-288  
Friedman A. i wsp. Iron as a trigger of neurodegeneration in Parkinson’s disease. In: Handbook of Clinical 
Neurology, vol. 83, Koller W & Melamed E, eds, Parkinson's disease and related disorders, ISBN 0444519009., 
Elsevier, Edinburgh 2007; pp.493-506 
Galazka-Friedman J. i wsp. - Mössbauer studies of pathological brain tissues affected by PSP disease. Acta Phys 
Pol 2009; 115: 431-433 
Galazka-Friedman J. i wsp. - Iron in the brain. Hyperfine Interact 2009; 189: 31-37 
Wypijewska A. i wsp. - Iron and reactive oxygen species activity in parkinsonian substantia nigra. Park Rel 
Disord (in press) 
Gałązka-Friedman J. i wsp. - Iron in Alzheimer’s and control hippocampi – Mössbauer, atomic absorption and 
ELISA studies. In preparation.  
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Iron in neurodegeneration 
 

Our studies on the role of iron in neurodegeneration began in 1990. During this long 
time of 20 years we conducted research on the role of iron in Parkinson’s disease (PD), 
Alzheimer disease (AD) and progressive supranuclear palsy (PSP) using following methods: 
Mössbauer spectroscopy (MS), transmission electron microscopy (TEM), enzyme-linked 
immuno-absorbent assay (ELISA), atomic absorption (AA) and fluorescence spectroscopy 
(FS). The measurements were performed on the human specimen taken at autopsy from 
structures playing crucial role in each of these disorders – substantia nigra (SN) for PD, 
hippocampus for AD and globus pallidus for PSP. For comparison specimen from human 
heart and liver were also assessed. 

MS demonstrated that in all structures measured iron is bound mostly to ferritin. The 
properties of ferritin in human brain tissue were found to be completely different from those 
of ferritin in human liver. In the brain tissue ferritin has much more H chains than L chains, 
while an opposite situation takes place in human liver. Ferritin iron-cores are much smaller in 
human brain than in liver (3.5±0.5nm vs 5.5±0.5nm). Comparing parkinsonian SNs with the 
control ones we didn’t find any difference regarding the concentration of total iron in the 
tissue. We did find though a significant increase of the concentration of labile, non-ferritin 
bound iron accompanied by a decrease of the concentration of L ferritin. In the samples 
coming from PSP brains we found a significant increase of the total iron concentration of 
about 20%, both in SN and in GP. We didn’t performed measurements of ferritin structure nor 
labile iron in PSP yet. In AD samples we demonstrated a 3-fold increase of H ferritin 
compared to control accompanied by an increase of the total iron of only 20%. 

Obtained results suggest that the mechanism of neurodegeneration in these 3 disorders, 
although in all of them related to iron and its metabolism, may be different in each of them. 
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Znaczenie spichrzania Ŝelaza i mutacji genu HFE w patogenezie 
przewlekłych chorób wątroby 
 

Wątroba jest głównym narządem zarówno gromadzącym Ŝelazo jak i podlegającym 
jego toksycznemu działaniu. Do najczęściej wymienianych następstw nadmiernego 
gromadzenia Ŝelaza naleŜą marskość wątroby i rak wątrobowokomórkowy. Spichrzanie 
Ŝelaza w miąŜszu wątroby, poprzez indukcję stresu oksydacyjnego, prowadzi do uszkodzenia 
błon komórkowych, wyzwolenia reakcji martwiczo-zapalnej i stopniowego, postępującego 
włóknienia wątroby i jej guzkowej przebudowy. Ze stresem oksydacyjnym wiąŜą się takŜe 
błędy replikacyjne i niestabilność komórkowego DNA co stanowi istotny czynnik ryzyka 
karcynogenezy. Dziedziczna hemochromatoza jest jedną z najczęstszych chorób 
metabolicznych, uwarunkowanych genetycznie. W ponad 90% jej przypadków wśród 
osobników rasy białej wykrywa się mutacje genu HFE. Naturalny przebieg choroby jest 
modyfikowany przez czynniki osobnicze i środowiskowe. 10% - 50% homozygot 
C282Y/C282Y i ok. 25% mieszanych heterozygot C282Y/H63D rozwija wielonarządowe 
objawy patologicznego spichrzania Ŝelaza ujawniające się zwykle w 4-5 dekadzie Ŝycia. 
Przyczyny ograniczonej ekspresji fenotypowej mutacji są niejasne. Brak wczesnej diagnozy 
dziedzicznej hemochromatozy (moŜliwej dzięki testom genetycznym) skraca czas przeŜycia 
10% homozygot C282Y i jest uznawany za błąd w sztuce. Do chorób nabytych, w przebiegu 
których rozwija się wtórna hemosyderoza z gromadzeniem Ŝelaza w miąŜszu wątroby, naleŜą 
nabyta niedokrwistość syderoblastyczna, przewlekłe wirusowe zapalenie wątroby typu C, 
niealkoholowa choroba stłuszczeniowa wątroby, alkoholowa choroba wątroby, porfirie 
wątrobowe. Wyniki badań wskazują na mutacje genu HFE jako dodatkowy czynnik 
patogenny zwiększający ryzyko rozwoju marskości wątroby i raka wątrobowokomórkowego 
przy współistnieniu zakaŜeń wirusami zapalenia wątroby i naduŜywania alkoholu. W 
przewlekłym zakaŜeniu HCV zwraca się uwagę na prawdopodobny związek nadmiernego 
gromadzenia Ŝelaza z upośledzeniem syntezy hepcydyny, zaleŜnym od HCV. Marskość 
wątroby, niezaleŜnie od etiologii, często przebiega z nasilonym spichrzaniem Ŝelaza, co 
wynika ze zmniejszenia ilości funkcjonalnego miąŜszu wątroby oraz tworzenia się, na skutek 
przebudowy guzkowej i rozwoju nadciśnienia wrotnego, samoistnych połączeń naczyniowych 
wrotno-systemowych. Zaburzenia gospodarki Ŝelazowej mogą takŜe wpływać na rozwój 
powikłań po transplantacji wątroby. Zwrócono uwagę na większe ryzyko komplikacji 
kardiologicznych, infekcyjnych i nowotworowych, skracających czas przeŜycia u biorców, u 
których potwierdzano patologiczne spichrzanie Ŝelaza, poddanych zabiegowi przeszczepienia 
wątroby. 

W Klinice Chorób Zakaźnych GUMed badano częstość występowania mutacji genu 
HFE w grupie 379 chorych z rozpoznaniem przewlekłych chorób wątroby o róŜnej etiologii. 
Do badanej grupy włączono 194 pacjentów z biochemicznymi wykładnikami spichrzania 
Ŝelza i 185 z prawidłowymi parametrami gospodarki Ŝelazowej. Badanie polimorfizmu genu 
HFE przeprowadzono z wykorzystaniem łańcuchowej reakcji polimerazy (PCR) oraz cięcia 
enzymami restrykcyjnymi SnaBI, RsaI i HinfI amplifikowanych fragmentów (RFLP). W 
40/379 (10.5%) przypadkach wykryto genotyp hemochromatozy wrodzonej typu 1. W 
porównaniu z wynikami badań populacyjnych przeprowadzonych na Śląsku i Pomorzu 
Zachodnim mutacje genu HFE były wykrywane częściej w grupie osób z chorobami wątroby. 
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The role of iron overload and HFE gene mutations in pathogenesis of 
chronic liver diseases 
 

The liver is the main store of iron and the important target of its toxicity. The most 
often chronic consequences of iron overload include liver cirrhosis and hepatocellular 
carcinoma. Liver iron overload leading to induction of oxidative stress results in damage of 
cell membranes, triggers liver necroinflammation and progressive liver fibrosis. Oxidative 
stress is responsible for replicative errors and instability of cellular DNA that is associated 
with high risk of carcinogenesis. Hereditary hemochromatosis (HH) is one of the most 
frequent metabolic diseases of genetic origin. HFE gene mutations are detected in more than 
90% cases of HH among Caucasians. Individual and environmental agents modify natural 
course of the disease. 10%-50% of C282Y/C282Y homozygotic and ~25% C282Y/H63D 
combined heterozygotic carriers develop symptoms of multiorgan iron overload that manifest 
usually in 4-5th decade of the life. Reasons of incomplete phenotype expression of those 
mutations are not clearly explained. Lack of early clinical diagnosis of HH (possible thanks to 
genetic tests) shortens survival of 10% C282Y homozygotes and constitues malpractice. 
Secondary hemosiderosis with liver iron accumulation accompanies acquired syderoblastic 
anaemia, chronic hepatitis C, nonalcoholic fatty liver disease, alcoholic liver disease, hepatic 
porphyrias. Results of different studies suggest the role of HFE gene mutations as an 
additional pathogenic factor that increases risk of liver cirrhosis and liver cancer in cases with 
concomitant hepatitis virus infections or alcohol abuse. In chronic hepatitis C infection it is 
proposed that liver iron overload is caused by HCV dependant impairment of hepcidin 
production. Marked amounts of iron accumulate also in cases of liver cirrhosis due to 
reduction of functional hepatic parenchyma and spontaneous porto-systemic shunts regardless 
of etiology. Disorders of iron metabolism may influence clinical course of the disease after 
liver transplantation. It was noticed that iron accumulation in liver recipients was associated 
with higher risk of cardiac, infectious and malignant complications that shortened survival.  

Frequency of HFE gene mutations occurrence was studied in Department of Infectious 
Diseases in Gdansk, among 379 patients with chronic liver diseases of different origin. 194 
patients with elevated serum indices of iron metabolism and 185 with normal serum iron 
parameters were included to the study. Genetic testing for C282Y, H63D and S65C HFE gene 
mutations was performed by PCR and restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) 
analysis. Genotype of HFE related hemochromatosis was detected in 40/379 (10.5%) cases. 
Compared with results of population studies from Southern and Northwestern Poland HFE 
gene mutations have more frequently been found in the group of patients with chronic liver 
diseases. 
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8. Justyna Kwapisz, Ewa śekanowska  
Zakład Zaburzeń Hemostazy Katedry Patofizjologii, Uniwersytet Mikołaja Kopernika, 
Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera, Bydgoszcz 
 
Ocena metabolizmu Ŝelaza u chorych na czerwienicę prawdziwą 
 

Wstęp: Czerwienica prawdziwa jest mieloproliferacyjną chorobą nowotworową. 
Powstaje w wyniku genetycznego defektu komórki macierzystej szpiku prowadzącego do 
klonalnego rozrostu wszystkich trzech układów komórkowych krwi. Etiopatogeneza 
czerwienicy nie jest do końca poznana. Mimo znacznego postępu, jaki dokonał się w leczeniu 
czerwienicy prawdziwej, niedobór Ŝelaza nadal stanowi powaŜny problem kliniczny i obniŜa 
jakość Ŝycia chorych. Zagadnieniem otwartym i dotychczas niezbadanym pozostaje rola nowo 
odkrytych białek - hepcydyny, prohepcydyny, w zaburzeniach gospodarki Ŝelazem u chorych 
na czerwienicę prawdziwą. 

Cel pracy: Celem pracy była ocena stęŜenia prohepcydyny oraz innych parametrów 
gospodarki Ŝelazem u chorych na czerwienicę prawdziwą. 

Materiał i metody: Badaniami objęto 60 chorych (34 męŜczyzn i 26 kobiet), w wieku 
od 38 do 84 lat (66±10 lat) z rozpoznaniem czerwienicy prawdziwej, leczonych w Poradni 
Hematologicznej Szpitala Uniwersyteckiego nr 2 im. dr. J. Biziela w Bydgoszczy. Grupę 
kontrolną stanowiło 25 zdrowych ochotników dobranych pod względem wieku i płci do grupy 
badanej. Materiałem do badań była krew obwodowa pobrana przy okazji rutynowych badań 
laboratoryjnych. StęŜenie prohepcydyny, ferrytyny i rozpuszczalnego receptora transferyny 
(sTfR) oznaczono metodą immunoenzymatyczną (ELISA); stęŜenie Ŝelaza w surowicy oraz 
utajoną zdolność wiązania Ŝelaza (UIBC) oznaczono metodą spektrofotometryczną. Wyniki 
przedstawiono w postaci mediany, kwartyla dolnego i górnego (Me [Q1; Q3]). 

Wyniki: U chorych na czerwienicę prawdziwą stwierdzono znamiennie statystycznie 
niŜsze stęŜenie prohepcydyny (93,62 ng/ml [80,64; 105,67] vs 291,07 ng/ml [174,26; 335,82]; 
p<0,0001) oraz wyŜsze UIBC (233,50 µg/dl [172,50; 352] vs 190,50 µg/dl [146,75; 246,00]; 
p=0,0466) i wyŜsze stęŜenie sTfR (2,27 µg/ml [1,48; 4,66] vs 1,54 µg/ml [1,07; 1,95]; 
p=0,0029) w porównaniu z grupą kontrolną. W analizowanej grupie pacjentów aŜ 40% 
chorych charakteryzowało się obniŜonym stęŜeniem Ŝelaza w puli magazynowej (obniŜone 
stęŜenie ferrytyny). W grupie tej wykazano równieŜ istotnie niŜsze stęŜenie Ŝelaza (33,00 
µg/dl [23,00; 82,00] vs 100,50 µg/dl [71,00; 121,00]; p<0,0001 ) oraz istotnie wyŜsze 
stęŜenie sTfR (5,15 µg/ml [2,86; 7,52] vs 1,74 µg/ml [1,04; 2,22]; p<0,0001) i wyŜsze UIBC 
(389,00 µg/dl [281,00; 414,00] vs 175,00 µg/dl [138,00; 221,00]; p<0,0001) w porównaniu 
z pozostałymi chorymi. Ponadto grupa ta cechowała się znamiennie statystycznie niŜszym 
stęŜeniem prohepcydyny (88,09 ng/ml [80,21; 97,80] vs 99,39 ng/ml [85,85; 113,05]; 
p=0,0279). 

Wnioski: Przeprowadzone badania wykazały, Ŝe liczna grupa chorych na czerwienicę 
prawdziwą charakteryzuje się niedoborem Ŝelaza czynnościowego i Ŝelaza w puli 
magazynowej. ObniŜone stęŜenie prohepcydyny u tych chorych moŜe być wynikiem 
niedoboru Ŝelaza i uruchomienia mechanizmów kompensacyjnych umoŜliwiających lepsze 
jego przyswajanie. 

 
Iron metabolism in polycythemia vera patients 
 

Background: Polycythemia vera (PV) is classified as one of the myeloproliferative 
neoplasms. Several studies have shown that iron deficiency is common complication in PV 
patients. However still little is known about iron status in PV. There is no data documenting 
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the role of new parameters – prohepcidin, hepcidin, in pathomechanism of iron metabolism 
disorders in polycythemia vera. 

Aims: The objective of this study was to estimate concentrations of prohepcidin and 
other iron metabolism parameters in PV patients.  

Design and Methods: The study was performed in 60 PV patients (F/M 26/34) aged 
38-84 years (66±10). The control group consisted of 25 healthy persons age and sex matched. 
The following parameters were determined in blood serum samples: prohepcidin, iron, 
unsaturated iron binding capacity (UIBC), ferritin and soluble transferrin receptor (sTfR). 
Results are shown as median, lower quartile and upper quartile (Me [Q1; Q3]). 

Results: All patients with polycythemia vera showed significantly lower levels of 
prohepcidin (93,62 ng/ml [80,64; 105,67] vs 291,07 ng/ml [174,26; 335,82]; p<0,0001), 
higher levels of UIBC (233,50 µg/dl [172,50; 352] vs 190,50 µg/dl [146,75; 246,00]; 
p=0,0466) and higher levels of sTfR (2,27 µg/ml [1,48; 4,66] vs 1,54 µg/ml [1,07; 1,95]; 
p=0,0029) compared to healthy controls. 40% of the PV patients showed concentrations of 
ferritin below the normal range and significantly lower levels of serum iron (33,00 µg/dl 
[23,00; 82,00] vs 100,50 µg/dl [71,00; 121,00]; p<0,0001), significantly higher levels of sTfR 
(5,15 µg/ml [2,86; 7,52] vs 1,74 µg/ml [1,04; 2,22]; p<0,0001) and UIBC (389,00 µg/dl 
[281,00; 414,00] vs 175,00 µg/dl [138,00; 221,00]; p<0,0001) in comparison with PV patients 
with normal ferritin values. In this group of patients prohepcidin concentrations were 
significantly lower than in other patients (88,09 ng/ml [80,21; 97,80] vs 99,39 ng/ml [85,85; 
113,05]; p=0,0279).  

Conclusions: The results of our study confirm that many patients with polycythemia 
vera suffer from iron metabolism disorders. The lower serum levels of prohepcidin in patients 
with polycythemia vera may be the consequence of iron deficiency. We indicate that the 
lower levels of prohepcidin in patients with ferritin concentrations below the normal range are 
the result of organism compensation which increase iron absorption in the intestine. 
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9. Marcin Kruszewski1, Barbara Sochanowicz1, Małgorzata Szperl2, Piotr Kolsut2, Kamil 
Brzóska1, Walerian Piotrowski2, Tomasz M. Rywik2, BoŜena Danko1, Halina Polkowska-
Motrenko 1, Jacek M. RóŜański2, Przemysław Leszek2  
1Instytut Chemii i Techniki Jądrowej, Warszawa, 2Instytut Kardiologii, Warszawa 
 
Homeostaza Ŝelaza w niewydolnym sercu a osoczowe markery Ŝelaza 
 

Celem doświadczeń było zbadanie homeostazy Ŝelaza u pacjentów z niewydolnością 
mięśnia sercowego ze szczególnym uwzględnieniem zaburzeń poziomu ferrytyny (FR). 

Metody: Grupa badana obejmowała 33 pacjentów (średnia wieku 48 lat) poddanych 
przeszczepowi serca z powodu niewydolności lewej komory serca (LK) (EDD/ESD 
69±10/60±13 mm; EF 22±11%). Pacjenci prezentowali powiększenie prawej komory (PK) 
(31.5±10 mm), podwyŜszony opór płucny (OP 3.35±2.9 j.W.), poziom NTproBNP 
(5464±4825 pg/ml); hsCRP (0.71±0.99 mg/dl) i TNFα (15.5±9.7 pg/ml). Przed przeszczepem 
oznaczono ponadto HT, Hb, RBC oraz poziom Ŝelaza (Ir), EPO, FR, wysycenie transferryny 
(TSAT) w surowicy. W eksplantowanych sercach (NS) oznaczono poziom FR, 
rozpuszczalnego TfR (ELISA) i aktywność akonitazy (kolorymetrycznie). Kontrolę stanowiły 
bioptaty ze zdrowych serc, które nie zostały wykorzystane do przeszczepu z przyczyn 
technicznych (11 pacjentów, ZS). 

Wyniki:  Porównując grupy NS i ZS nie stwierdzono znaczących statystycznie róŜnic 
w ekspresji w sercu FR, TfR i aktywności AC. Pacjentów z NS podzielono według TSAT na 
dwie grupy: z istotnie obniŜonym (TSAT <15%, 11 pacjentów) oraz nie obniŜonym (TSAT 
>15%, 22 pacjentów) poziomem Ŝelaza w surowicy. Obie grupy cechował podobny stopień 
niewydolności LK oraz poziom BNP i TNFα. Ekspresja FR była znacząco niŜsza w grupie 
TSAT<15% to TSAT>15% w LK (30.46±26.31 vs 46.90±29.08; p=0.0165; ng/mg białka) i w 
PK (23.71±24.12 vs 43.48±29.89; p=0.05; ng/mg białka). Pomiędzy grupa TSAT <15% i 
TSAT >15% obserwowano takŜe róŜnice w surowicy w poziomie: Ir (37±13 vs 79±29; 
p<0.0001; ug/dL), FR (82±93 vs 205±115; p=0.0008; ng/ml), transferryny (271±57 vs 
220±25; p=0.018 mg/dl), EPO (42±45 vs 21±42; 0.005; mU/mL), odpowiednio. W grupie 
TSAT<15% stwierdzono znaczącą korelacje pomiędzy FR w PK i LK, a poziomem w 
surowicy: FR (r= 0.87, p=0.001; 0.63, p=0.050, odpowiednio), transferryny (r=-0.63, 0.05; -
0.69, p=0.27), TNFα (r=0.93, p=0.001; r=0.96, p=0002), CRP (r=0.57, p=0.08; r=0.73; 
p=0.016) i wagą ciała (r=0.68, p=0.029; r=0.79, p=0.006). 

Wnioski:  W całej grupie chorych z NS nie stwierdzono róŜnic w ekspresji FR, TfR i 
aktywności AC. W podgrupie pacjentów TSAT <15% zaobserwowano znamienne obniŜenie 
ekspresji FR w LK i PK. Poziom FR w mięśniu serca znamiennie korelował z poziomem FR i 
transferryny w surowicy, stęŜeniami TNFα, CRP oraz wagą ciała. 
 
Correlation among iron homeostasis in the heart and serum markers in 
failing human hearts 
 

The first attempts of anemia correction in the management of advanced heart failure 
(HF) by iron and erythropoietin (EPO) supplementation seem promising results, however 
little is known about iron homeostasis in the heart and its relation to the iron status of a whole 
organism. Thus, the purpose of our study was to elucidate the impact of iron homeostasis on 
the alteration in the level of ferritin (FR) and transferrin receptor (TfR) in the heart of HF 
patients. FR is the main iron storage protein, whereas TfR takes part in iron acquisition, 
expression of both proteins is posttranscriptionaly regulated by aconitase/IRP1 (AC) protein. 
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Methods: The study group was composed of 33 patients, (mean age 48 years); 
referred to heart transplantation, with left ventricle (LV) dysfunction (EDD/ESD 
69±10/60±13 mm; EF 22±11%), right ventricle (RV) dilatation (31.5±10 mm), pulmonary 
resistance (PVR 3.35±2.9 Wu), elevated NTproBNP (5464±4825 pg/ml); hsCRP (0.71±0.99 
mg/dl) TNFα (15.5±9.7 pg/ml) levels. HT, Hb, RBC; serum: Iron (Ir), EPO, FR, 
transferrin/saturation (TSAT) were measured before transplantation. 
The levels of FR, soluble TfR (by ELISA) and AC activity (colorimetrically) were measured 
in the explanted hearts (HF), compared to non-failing hearts (NFH -11pts) as controls. 

Results: In the HF to NFH hearts no significant changes in FR/TfR/AC expression 
were found. By discriminant analysis according to TSAT the patients were divided into two 
groups: TSAT <15% (11 pts) and TSAT >15% (22 pts). Both groups presented similar grade 
of LV dysfunction, BNP and TNFα levels. FR expression was significantly lower in 
TSAT<15% to TSAT>15% in LV (30.46±26.31 vs 46.90±29.08; p=0.0165; ng/mg protein) 
and RV (23.71±24.12 vs 43.48±29.89; p=0.05; ng/mg protein).  
Also significant differences in TSAT <15% to TSAT >15% were observed with regard to 
serum: Ir (37±13 vs 79±29; p<0.0001; ug/dL), FR (82±93 vs 205±115; p=0.0008; ng/ml), 
transferrin (271±57 vs 220±25; p=0.018 mg/dl), EPO (42±45 vs 21±42; 0.005; mU/mL) and 
slight trend in hsCRP. In TSAT<15% RV and LV FR significantly correlated with serum FR 
(r= 0.87, p=0.001; 0.63, p=0.050, respectively), transferrin (r=-0.63, 0.05; -0.69, p=0.27), 
TNFα (r=0.93, p=0.001; r=0.96, p=0002), CRP (r=0.57, p=0.08; r=0.73; p=0.016) and body 
weight (r=0.68, p=0.029; r=0.79, p=0.006). 

Conclusions: In HF population no significant changes in heart FR/TfR/AC expression 
were observed. However in the group presented lower serum TSAT and Ir significant 
decrease in FR expression in LV and RV was observed. The FR expression correlated with 
serum FR and transferrin, and also TNFα, CRP levels, together with body weight. 
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10. Cécile Bouton  
Institut de Chimie des Substances Naturelles, CNRS, Gif-sur-Yvette, France 
 
From the regulation of intracellular iron concentration to the biogenesis of 
Fe-S cluster in mammals 
 

In mammals, iron-sulfur (Fe-S) cluster proteins are involved in a wide variety of 
biological processes such as enzymatic catalysis, DNA synthesis and repair, ribosome 
biogenesis and regulation of gene expression. Fe-S properties usually determine the function 
of recipient protein and an important function of Fe-S is to sense environmental stressful 
conditions to allow regulatory proteins to trigger adaptive responses. A well-illustrated 
example is the [4Fe-4S] cluster of the Iron Regulatory Protein-1 (IRP1) that controls cellular 
iron homeostasis. IRP1 is a bi-functional protein that assembles a [4Fe-4S] cluster in the 
cytosol and exhibits an aconitase activity under basal conditions. Under inflammatory 
conditions or during bacterial infection, macrophages produce reactive species, particularly 
nitric oxide (NO), that regulate IRP1 activities through Fe-S disassembling. The relaxed apo-
form of IRP1 generated by NO, binds a specific iron responsive element (IRE) motif on 
ferritin mRNA and represses its translation. This biological process is reversible upon NO 
removal since IRP1 dissociates from IRE and recovers cytosolic aconitase. As a result, a high 
level of ferritin is rapidly restored. This reversible IRP1/aconitase switch implies Fe-S cluster 
repair which depends on energized mitochondria. In the mammalian system, the 
mitochondrion is the primary site of Fe-S cluster biogenesis. The components of the 
mitochondrial Fe-S cluster (ISC) assembly machinery, in particular the cysteine desulfurase 
Nfs1, Isd11, and frataxin, are prerequisites for building a transient Fe-S on the scaffold IscU 
protein. Transfer and insertion of Fe-S clusters from IscU to recipient mitochondrial proteins 
requires the help of chaperones and glutaredoxin 5. Maturation of cytosolic and nuclear Fe-S 
proteins requires all components of the mitochondrial ISC machinery, suggesting that Fe-S 
clusters pre-formed in mitochondria are exported to the cytosol. When defective, this 
important metabolic pathway is the cause of severe human diseases. Among these, Friedreich 
ataxia (FRDA), which is an autosomal recessive neurodegenerative and cardiodegenerative 
disease, results from a greatly reduced level of frataxin. Several FRDA mouse models with a 
tissue-targeted frataxin deficiency reproduce important pathophysiological and biochemical 
aspects of the human disease, especially the deficit in mitochondrial Fe-S enzyme activities 
and mitochondrial iron accumulation. IRP1, which also accumulates into its apo-form, could 
play a critical role in iron dysregulation in FRDA disease. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
INSTYTUT GENETYKI I HODOWLI ZWIERZĄT PAN, INSTITUTE OF GENETICS AND ANIMAL BREEDING PAS 

   Polski Klub Biologii śelaza, Polish Iron Club, Jastrzębiec, 17-18.06.2010 

30 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



INSTYTUT GENETYKI I HODOWLI ZWIERZĄT PAN, INSTITUTE OF GENETICS AND ANIMAL BREEDING PAS 

   Polski Klub Biologii śelaza, Polish Iron Club, Jastrzębiec, 17-18.06.2010 

31 

11. Rafał Dutkiewicz, Szymon Ciesielski, Jarosław Marszałek  
Pracownia Biochemii Ewolucyjnej, Katedra Biologii Molekularnej i Komórkowej, 
Międzyuczelniany Wydział Biotechnologii UG-GUMed, Gdańsk 
 
Biosynteza centrów Ŝelazo-siarkowych (Fe/S): mechanizmy i komponenty 
 

śelazo stanowi jeden z podstawowych mikroelementów w komórce. W białkach 
komórkowych występuje w dwóch postaciach, jako Ŝelazo hemowe np. w hemoglobinie, czy 
cytochromie b5 oraz Ŝelazo niehemowe w centrach Fe/S. Centra Fe/S są grupami 
prostetycznymi wielu białek, które biorą udział między innymi w: transferze elektronów, w 
róŜnych procesach metabolicznych jak izomeryzacja, czy dehydratacja. Wiele znanych białek 
z centrami Fe/S znajduje się w mitochondriach (akonitaza, dehydrogenaza bursztynianowa), 
niemniej moŜemy równieŜ znaleźć przykłady białek z centrami Fe/S, które są zlokalizowane 
w obrębie cytozolu, czy jądra. 

Centra Fe/S zostały odkryte w latach 60’, wtedy równieŜ wykazano, Ŝe moŜna je 
syntetyzować w warunkach in vitro bez udziału białek enzymatycznych i stąd pojawił się 
pogląd, Ŝe w komórce synteza centrów Fe/S zachodzi spontanicznie. Ta hipoteza zmieniła się 
w połowie lat 90’, kiedy podczas badań genetycznych dotyczących bakterii asymilującej azot 
Azotobacter vinelandii zidentyfikowano szereg mutantów, w których proces powstawania 
centrów Fe/S nitrogenazy, enzymu biorącego udział w asymilacji azotu, był zaburzony. To 
doprowadziło do odkrycia operonu, w skład którego wchodzą geny kodujące białka 
katalizujące reakcje nowego szlaku metabolicznego odpowiedzialnego za biogenezę centrów 
Ŝelazowo-siarkowych. Prócz tego w tej samej bakterii znaleziono operon zawierający geny 
białek odpowiedzialnych za biogenezę centrów Fe/S innych enzymów nie biorących udziału 
w asymilacji azotu.  

Komórki organizmów eukariotycznych, w tym droŜdŜe równieŜ zawierają 
homologiczne geny. Do tej pory zidentyfikowano 21 składników funkcjonujących w 
tworzeniu centrów Fe/S w komórkach droŜdŜy. Większość z nich naleŜy do 
mitochondrialnego aparatu syntezy, który został poznany względnie najlepiej. Najnowsze 
odkrycia dotyczą cytozolowej, jak równieŜ w niewielkim stopniu jądrowej ścieŜki biosyntezy 
i powoli układają w pewną całość poszczególne jej fragmenty. Oprócz genów białek 
bezpośrednio odpowiedzialnych za metabolizm Ŝelaza i siarki występują dwa geny kodujące 
białka opiekuńcze i tak w przypadku S.cerevisiae są to: Jac1, które jest białkiem typu J 
posiadającym N-końcową domenę homologiczną do domeny J bakteryjnego białka DnaJ oraz 
Ssq1, które jest białkiem naleŜącym do rodziny hsp70, homologicznym do białka DnaK. 
Występowanie dwóch genów kodujących białka opiekuńcze sugerowało wyspecjalizowaną 
funkcję tych białek w biogenezie enzymów zawierających centra Fe/S. 

 
Iron-sulfur protein biogenesis in eukaryotes: components and mechanisms 
 

Iron–sulfur (Fe/S) clusters are important cofactors of numerous proteins involved in 
electron transfer, metabolic and regulatory processes. In eukaryotic cells, known Fe/S proteins 
are located within mitochondria, the nucleus and the cytosol. Over the past years the 
molecular basis of Fe/S cluster synthesis and incorporation into apoproteins in a living cell 
has started to become elucidated. Biogenesis of these simple inorganic cofactors is 
surprisingly complex and, in eukaryotes such as Saccharomyces cerevisiae, is accomplished 
by three distinct proteinaceous machineries. The ‘iron–sulfur cluster (ISC) assembly 
machinery’ of mitochondria was inherited from the bacterial ancestor of mitochondria. ISC 
components are conserved in eukaryotes from yeast to man. The key principle of biosynthesis 
is the assembly of the Fe/S cluster on a scaffold protein before it is transferred to target 
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apoproteins. The specialized chaperone machinery, which participate in transfer of 
synthesized Fe-S clusters from scaffold protein Isu to an apo-protein, include Hsp70 protein 
Ssq1, the J-domain protein Jac1 and the nucleotide release factor Mge1 protein. Functioning 
only with full-folded Isu protein as a substrate distinguish this Hsp70 protein system from 
other well characterized chaperone systems involved in protein folding and translocation 
processes. Jac1 facilitates the interaction between Ssq1 and Isu, by first binding and targeting 
scaffold protein to the Ssq1 and subsequently stimulating its ATPase activity. The 
biochemical properties of Isu interactions with above described proteins, functioning in 
mitochondrial stage of Fe-S clusters biogenesis are still unrevealed. 

Cytosolic and nuclear Fe/S protein maturation also requires the function of the 
mitochondrial ISC assembly system. It is believed that mitochondria contribute a still 
unknown compound to biogenesis outside the organelle. This compound is exported by the 
mitochondrial ‘ISC export machinery’ and utilised by the ‘cytosolic iron–sulfur protein 
assembly (CIA) machinery’. Components of these two latter systems are also highly 
conserved in eukaryotes. Defects in the mitochondrial ISC assembly and export systems, but 
not in the CIA machinery have a strong impact on cellular iron uptake and intracellular iron 
distribution showing that mitochondria are crucial for both cellular Fe/S protein assembly and 
iron homeostasis. 
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12. Karolina Rumianek, Jarosław Sadło, Marcin Kruszewski 
Instytut Chemii i Techniki Jądrowej, Warszawa 
 
Determinanty komórkowe warunkujące powstawanie dinitrozylowych 
kompleksów Ŝelaza in vivo 
 

Powstawanie dinitrozylowych kompleksów Ŝelaza (DNIC) w Ŝywych komórkach i 
tkankach jest związane z naturalną syntezą tlenku azotu (II) (NO) oraz obecnością ligandów: 
nisko- (LMW DNIC) i wysokocząsteczkowych (HMW DNIC). 

W celu określenia roli wysokocząsteczkowych ligandów białkowych w powstawaniu 
DNIC zahamowano w komórkach procesy proteolizy: (1) proteolizę lizosomową 
(nieselektywna), lub (2) proteolizę proteosomową (selektywna) oraz (3) nieselektywną 
degradację przez kalpainy cytoplazmatyczne. Zahamowanie kaŜdego z procesów pozwoliło 
określić wpływ wysokocząsteczkowych ligandów na stabilność DNIC oraz określić losy 
wysokocząsteczkowych kompleksów DNIC w komórce. 

Badania przeprowadzono na ludzkich erytroidalnych komórkach białaczki ludzkiej 
(K562) z wykorzystaniem następujących inhibitorów proteolizy: (a) roztwór leupeptyny i 
chlorku amonowego (inhibitor aktywności proteolitycznej katepsyn lizosomowych ), (b) 
ALLM (N-Acetyl-Leu-Leu-Met-CHO) (inhibitor aktywności proteolitycznej katepsyn 
lizosomowych i kapalin cytozolowych), (c) MG262 (inhibitor proteolizy w proteosomach). 
KaŜdy z zastosowanych inhibitorów spowodował znaczący spadek intensywności sygnału 
EPR charakterystycznego dla niskocząsteczkowych kompleksów DNIC.  

W celu potwierdzenia wpływu nadmiaru ligandów wysokocząsteczkowych na 
tworzenie DNIC dodatkowo zostało przeprowadzone takŜe doświadczenie z 3-metyloadeniną 
– inhibitorem autofagocytozy. Badania te potwierdziły, Ŝe nadmiar wysokocząsteczkowych 
ligandów prowadzi do zmniejszenia ilości powstawania DNIC w komórkach, a powstały 
HMW DNIC jest bardziej stabilny niŜ LMW DNIC. 

Badania sponsorowane przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa WyŜszego grant Nr N204077833 
 

Cellular determinants of formation of dinitrosyl ir on complexes 
 

Treating alive cells and tissues of the nitric oxide (II) (NO) leads to formation of the 
dinitrosyl iron complexes (DNIC). The mechanism of the reaction and physiological 
importance of DNIC is obscure. Increase of DNIC concentration is observed in many 
pathogenetic states, including inflammation, cancer and neurodegeneration (Parkinson’s 
disease). 

The aim of this study was to investigate the role of low- and high-molecular weight 
(HMW) ligands in formation of DNIC. Lysosomal and proteosomal proteolysis was inhibited 
by specific inhibitors, e.g., NH4Cl, leupeptin, ALLM (N-Acetyl-Leu-Leu-Met-CHO), 
MG262. Experiments were conducted on human erythroid K562 cells and K562 cells 
overexpressing heavy chain of ferritin (FERH). The cells were treated with a nitric oxide 
donor (70µM DEANO). Cell cultures were treated with NO donor for 0, 15 and 30 min at 
37°C (final NO concentration 100 µM). Not treated cells served as a control. The DNIC 
formation was monitored by electron paramagnetic resonance (EPR). 

Treatment with proteolysis inhibitors changed the intensity of DNIC specific EPR 
signal. Further experiments revealed that this decrease is time- and dose-dependent. Similar 
time-dependent decrease in DNIC formation was observed in DNIC synthetics. In summary 
our results suggest that abundance HMW proteins influence the formation of LMW DNIC. 

The work was supported by the Ministry of Science and Higher Education grant No. N204077833. 
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13. Daniel Gackowski, Tomasz Dziaman, Ryszard Oliński 
Katedra i Zakład Biochemii Klinicznej, Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w 
Bydgoszczy, Uniwersytet Mikołaja Kopernika, Toruń 
 
Czy istnieje związek między zawartością Ŝelaza w organizmie i poziomem 
oksydacyjnch uszkodzeń DNA? 
 

Wolne Ŝelazo (niezwiązane z białkami) katalizuje powstawanie w organizmie rodnika 
·OH, który w reakcji z DNA odpowiada za powstanie 8-oxo-7,8-dihydro-2’-deoxyguanozyny 
(8-oxydG). W badaniach przeprowadzonych w naszym zespole wykazano dodatnią korelację 
pomiędzy frakcją wolnego Ŝelaza i poziomem 8-oksydG w limfocytach człowieka. Wskazuje 
to na nasilenie reakcji Fentona w pobliŜu komórkowego DNA, co ma związek z 
oksydacyjnym uszkodzeniem tej biomolekuły. Inne dane eksperymentalne potwierdzają przy 
tym obecność wysokiej puli wolnego Ŝelaza w osoczu pacjentów chorych na 
hemochromatozę. Schorzenie to predysponuje do rozwoju choroby nowotworowej co moŜe 
sugerować, Ŝe podwyŜszony poziom Ŝelaza w organizmie moŜe zwiększać ryzyko 
wystąpienia nowotworu. Wyniki badań naszego zespołu mogą wskazywać na mechanizm 
wyjaśniający związek pomiędzy wysokim poziomem Ŝelaza w organizmie a karcynogenezą. 
Wysoki poziom Ŝelaza sprzyja utrzymywaniu się tzw. wolnej puli Ŝelaza, a konsekwencją 
tego stanu są potencjalnie karcynogenne oksydacyjne uszkodzenia DNA (głównie obecna w 
komórkowym DNA 8-oksydG). Z badań przeprowadzonych przez nasz zespół wynika takŜe, 
Ŝe frakcja wolnego Ŝelaza i stęŜenie 8-oksydG w limfocytach chorych na miaŜdŜycę są 
znacząco wyŜsze niŜ u osób z grupy kontrolnej. 
 
Is there any association between body iron stores and level of oxidative 
damage to DNA? 
 

It appears that labile iron pool (LIP, iron not bound to proteins) presence in cells can 
result in the production of reactive oxygen species (ROS) namely ·OH radical which can be 
responsible for the formation of 8-oxo-7,8-dihydro-2’-deoxyguanosine (8-oxodG) in cellular 
DNA. In our study we reported on the relationship between LIP and endogenous level of 8-
oxodGuo in human lymphocytes. Good correlation has been determined between LIP and the 
oxidatively modified nucleoside. This in turn pointed out the possibility that under 
physiological condition there is availability of LIP for catalysing Fenton type reaction in close 
proximity to cellular DNA. 
There are experimental data, which demonstrate the existence of free iron pool in sera of 
patients with hemochromatosis. This disease predisposes to cancer. Epidemiological data also 
suggest that elevation of the body iron level may increase risk of cancer. Our results suggest a 
mechanism that may directly link iron overload and carcinogenesis. Specifically, iron 
overload may favour the persistence of harmful LIP, which may catalyse generation of the 
potentially carcinogenic 8-oxodGuo moiety in the cellular DNA. In our work it has been also 
found that free iron pool as well as the level of 8-oxo-dG in lymphocytes of atherosclerotic 
patients were significantly higher than in the control group. 
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14. Rafał R. Starzyński  
Instytut Genetyki i Hodowli Zwierząt PAN, Jastrzębiec 
 
Rola anionorodnika ponadtlenkowego (O2

•–) w regulacji metabolizmu 
Ŝelaza 
 

IRP1 (iron regulatory protein 1) potranskrypcyjnie reguluje ekspresję genów mających 
kluczowe znaczenie dla wewnątrzkomórkowego metabolizmu Ŝelaza, zapewniając jego 
bilogiczną dostępność i jednocześnie minimalizując jego toksyczność. Aktywności IRP1 są 
regulowane przez wahania wewnątrzkomórkowym poziomie jonów Ŝelaza, tlenek azotu i 
fosforylację. Ponadto aktywności IRP1 podlegają regulacji przez reaktywne formy tlenu 
(RFT), będące produktami reakcji zachodzących w środowisku tlenowym. Zarówno Ŝelazo 
jak i tlen mogą być pierwiastkami potencjalnie toksycznymi, dlatego teŜ w toku ewolucji 
wykształcone zostały mechanizmy ograniczające niekorzystne oddziaływania między tlenem 
a Ŝelazem. 

W naszych poprzednich badaniach wykazano, Ŝe w wątrobie myszy z nokautem genu 
sod1 (KO SOD1), pozbawionych dysmutazy ponadtlenkowej 1, enzymu obniŜającego w 
cytoplazmie poziom anionorodnika ponadtlenkowego (O2

•-) ekspresja IRP1 zarówno na 
poziomie mRNA jak i białka jest obniŜona. Pomimo drastycznego spadku poziomu IRP1 
ogólnoustrojowy metabolizm Ŝelaza u młodych 8-miesięcznych myszy był niezmieniony w 
przeciwieństwie do myszy starych (12-miesięcznych). U myszy starych pozbawionych SOD1 
zaobserwowano zmiany związane z ekspresją białek biorących udział zarówno w 
metabolizmie hemu jak i Ŝelaza niehemowego. Zmiany te spowodowane były 
występowaniem anemii hemolitycznej wywołanej przez spotęgowany wiekiem stres 
oksydacyjny i związaną z tym podatnością erytrocytów na wewnątrz- i zewnątrznaczyniową 
hemolizę. 

Wyniki badań prowadzonych na 1-dniowych myszach KO SOD1 wykazują, Ŝe 
obniŜenie poziomu IRP1 następuje w okresie okołourodzeniowym i nie jest obserwowane w 
okresie rozwoju embrionalnego. Co więcej, zmiany poziomu IRP1 w rozwoju 
ontogenetycznym u myszy dzikich nie są związane ze zmianami aktywności SOD1. 
Porównanie ekspresji IRP1 u myszy Sod1+/+ , Sod1+/-, i Sod1-/- wskazuje, Ŝe jedynie brak 
dwóch alleli genu sod1 jest niezbędny do drastycznego obniŜenia poziomu IRP1. 

Molekularny mechanizm obniŜenia poziomu IRP1 u myszy pozbawionych genu sod1 
(potencjalnie zwiększający stęŜenie O2

•-) jest nieznany. W celu jego zbadania makrofagi 
RAW 264.7 i makrofagi szpiku kostnego (BMDM) pozyskane od myszy Sod1+/-traktowano 
parakwatem (PQ; 1,1’-dimethyl-4,4’-bipyridinium dichloride), związkiem chemicznym 
wykorzystywanym do generowania O2

•-. Wykorzystując metodę spektrometrii EPR i 
pułapkowania spinowego (przy uŜyciu 1-hydroxy-3-methoxycarbonyl-2,2,5,5-
tetramethylpyrrolidine (CMH)), wykazano zwiększony poziom O2

•- w komórkach RAW 
264.7 traktowanych PQ. W makrofagach RAW 264.7 traktowanych PQ wykazano takŜe 
obniŜoną aktywność akonitazową i transregulatorową i jednocześnie obniŜenie poziomu 
IRP1. W komórkach inkubowanych z Tempolem (4-hydroxy-2,2,6,6-
tetramethylpiperidinyloxy), zmiataczem O2

•-, nie obserwowano obniŜenia poziomu IRP1 
indukowanego PQ. W komórkach RAW 264.7 inkubowanych z laktacystyną i PQ poziom 
IRP1 pozostawał obniŜony, co sugeruje, Ŝe IRP1 nie jest degradowane w szlaku 
lizosomalnym. Obecnie trwają badania nad wyjaśnieniem mechanizmu obniŜenia poziomu 
IRP1 przez O2

•-. 
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The role of superoxide anion (O2
•–) in the regulation of iron metabolism 

 
Iron regulatory protein 1 (IRP1) post-transcriptionally regulates expression of iron 

metabolism genes to optimize cellular iron availability and minimize iron toxicity. The two 
activities of IRP1 have been shown to be modulated by fluctuations in cellular iron content, 
nitric oxide, phosphorylation. IRP1 serves also as sensor of reactive oxygen species (ROS), 
inevitable byproducts of aerobic metabolism. As iron and oxygen are essential but potentially 
toxic constituents of most organisms, ROS-mediated modulation of IRP1 activity is an 
important regulatory element in dissecting iron homeostasis and oxidative stress.  

Previously, we have shown that expression of Irp1 gene is markedly decreased at both 
mRNA and protein levels in livers of superoxide dismutase 1 (SOD1) knockout mice (KO 
SOD1), lacking Cu,Zn-SOD, an enzyme that acts to reduce the concentration of superoxide 
anion (O2

•-) in cytosol. Despite such a major alteration in IRP1 status, iron metabolism 
appeared to be largely unaffected in young (8-week old) SOD1-deficient mice. In contrast, in 
1-year old KO SOD1 mice we observed substantial changes in the expression of iron- and 
heme-related genes. All these changes were induced by haemolytic anaemia of aged SOD1 
mice associated with red blood cell modifications and sensitivity to both intra- and extra-
vascular haemolysis. 

We have also shown that strong down-regulation of hepatic IRP1 expression in KO 
SOD1 mice starts on day 1 after birth and is not observed in the liver of KO SOD1 embryos. 
Moreover, developmental changes in hepatic IRP1 abundance in wild-type SOD1 mice are 
not related to moderate fluctuations in SOD1 activity. Results of comparative analysis of both 
IRP1 protein level and SOD1 activity in the liver of Sod1+/+ , Sod1+/-, and Sod1-/- mice clearly 
demonstrate that complete lack of SOD1 activity observed in Sod1-/- mice is absolutely 
necessary for hepatic IRP1 down-regulation.  

The biological mechanisms underlying the decrease in IRP1 expression under 
conditions of SOD1 deficiency (supposed to increase the O2

•- steady-state level) are unknown. 
we have attempted to study mechanisms underlying O2

•- mediated regulation of IRP1 using 
mouse RAW 264.7 macrophages and Sod1+/- BMDM (displaying decreased activity of SOD1) 
treated with paraquat (PQ; 1,1’-dimethyl-4,4’-bipyridinium dichloride), a redox cycling agent, 
which is widely used to stimulate O2

.- production in cells. Indeed, we detected superoxide 
production in cultured RAW 264,7 cells upon stimulation with PQ using EPR with the cell-
permeable spin probe 1-hydroxy-3-methoxycarbonyl-2,2,5,5-tetramethylpyrrolidine (CMH). 
Exposure of macrophages to PQ resulted in a marked decrease in both aconitase and IRE-
binding activity of IRP1 as well as in down-regulation of IRP1 protein level. Interestingly, 
tempol (4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidinyloxy), a superoxide dismutase (SOD) 
mimetic, efficiently prevented PQ-induced down-regulation of IRP1 protein level. We showed 
also that lysosomal inhibitor, lactacystine does not prevent decrease in IRP1 protein level in 
PQ-treated macrophages, which suggests that under our experimental conditions IRP1 is not 
degraded via the lysosomal pathway. Investigations are in progress to further elucidate 
mechanisms of PQ-induced down-regulation of Irp1 gene in mouse macrophages. 
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15. Małgorzata Lenartowicz 
Zakład Genetyki i Ewolucjonizmu, Instytut Zoologii, Uniwersytet Jagielloński, Kraków 
 
ATP7A i ATP7B białka niezbędne dla utrzymania stałego stęŜenia jonów 
miedzi w organizmie ssaków 
 

Miedź jest mikroelementem niezbędnym dla normalnego wzrostu i rozwoju 
wszystkich organizmów Ŝywych. Dzięki swoim zdolnościom do przyjmowania i oddawania 
elektronów metal ten pełni rolę kofaktora w wielu enzymach biorących udział w kluczowych 
reakcjach metabolicznych. Wystarczy wymienić, Ŝe atomy miedzi wbudowane są w centrum 
aktywne enzymów jak oksydaza cytochromowowa biorąca udział w oddychaniu 
komórkowym, oksydaza lizylowa niezbędna w procesach tworzenia tkanek łącznych czy 
dysmutaza ponadtlenkowa usuwająca wolne rodniki. Pierwiastek ten bierze równieŜ udział w 
metabolizmie Ŝelaza (ceruloplazmina) oraz jest niezbędny dla prawidłowej syntezy 
neurotransmiterów. Jakkolwiek miedź jest dla organizmu pierwiastkiem niezbędnym to 
jednak jej nadmiar w komórkach moŜe mieć działanie bardzo szkodliwe, poniewaŜ jony tego 
metalu mogą uczestniczyć w reakcjach oksydoredukcyjnych, które są źródłem rodników 
hydroksylowych których cząsteczki powodują uszkodzenia lipidów, białek i DNA. 
Organizmy Ŝywe wykształciły skomplikowany i podlegający kontroli genetycznej system 
transportu i metabolizmu miedzi. Kluczową role w organizmie w utrzymaniu homeostazy 
miedzi zajmują białka ATP7A i ATP7B. Są to ATPazy typu P, które w swoim cyklu 
katalitycznym transportują jony miedzi poprzez błony wykorzystując energię pochodzącą z 
hydrolizy ATP. Białka te w komórce zlokalizowane są w aparacie Golgiego, a ich funkcją jest 
utrzymanie stałego stęŜenia jonów miedzi w organizmie poprzez usuwanie nadmiaru tego 
pierwiastka z komórek. Wzrost stęŜenia miedzi w komórce przekraczający poziom 
fizjologiczny uruchamia transport wymienionych białek w pęcherzykach klatrynowych do 
błony komórkowej i usunięcia nadmiaru miedzi z komórki. Białka ATP7A i ATP7B pełnią 
równieŜ funkcję biosyntetyczną poprzez przyłączanie jonów miedzi do białek 
enzymatycznych. Uczestniczą one równieŜ we wchłanianiu jonów miedzi z pokarmu, 
wydalaniu nadmiaru miedzi do Ŝółci i usuwaniu jej z organizmu oraz transporcie miedzi do 
mózgu a w organizmie matki w przekazywaniu jonów miedzi do rozwijającego się płodu i 
wydzielaniu ich do mleka w okresie laktacji. Zaburzenia funkcji tych białek wywołane 
mutacją w kodujących je genach prowadzą do cięŜkich chorób metabolicznych (choroba 
Menkesa i choroba Wilsona). Badania przeprowadzone w czasie ostatniej dekady wykazały 
równieŜ, Ŝe białka te mogą przyczyniać się do powstawania lekooporności w przebiegu 
leczenia chorób nowotworowych. 

 
ATP7A and ATP7B protein essential to maintenance of copper homeostasis 
in mammals 
 

Copper is an important trace element essential for normal growth and development all 
the living organisms. Due to its redox ability copper play a role as cofactor in many enzymes 
that catalyze reactions used in fundamental metabolic processes in organism eg. respiration 
(cytochrome c oxidase), detoxication of free radicals (superoxide dismutase), connective 
tissue formation (lysil oxidase), iron metabolism and neurotransmitter synthesis. However, 
copper is essential but in excess is highly toxic due to excessive generations of free radicals, 
which results in the damage of nucleic acids and oxidize cell membrane lipids. Living 
organisms have developed refined and genetically controlled mechanisms of the copper 
metabolism and transport. ATP7A and ATP7B proteins play the key role in copper 
homeostasis in the organism. Both proteins are P-type Cu-transporting ATPases and use the 
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energy of ATP hydrolysis to transfer the copper ions across the cellular membranes. Proteins 
are localized in Golgi apparatus and involved in regulation of overall copper status in the 
body and their function is the export of excess copper from the cells. When the intracellular 
copper level increase under physiological conditions the proteins are relocalised to different 
vesicular compartments close to the plasma membrane to protect the cell against the copper 
toxic action. Cu-transporting ATPases play also an important biosynthetic function by 
delivering of copper ions to the secretory pathway and where the metal ions are incorporated 
into Cu-dependent enzymes. Moreover in organism Cu-transporting ATPases are involved in 
absorption of dietary copper, Cu removal with the bile, placental copper transport and its 
secretion to the milk during lactation. Disturbances of ATP7A and ATP7B function caused by 
mutations lead to severe metabolic diseases Menkes and Wilson, respectively. Results of the 
last decade research indicate that Cu-transporting ATPases play a role in generation of anti-
cancer drug resistance. 
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kierunku Grójca. Należy kupić bilet do Woli 
Mrokowskiej. Z Przystanku Wola Mrokowska 02 
odjeżdża bus L3 (komunikacja gminna Leszno-
wola- Warbus) w kierunku Instytutu (przys-
tanek Jastrzębiec 02)

• Własnym pojazdem (mapka)

MIEJSCE KONFERENCJI :

Instytut Genetyki i Hodowli Zwierząt PAN
ul. Postępu 1 
05-552 Wólka Kosowska

KONTAKT: 

Informacja o spotkaniu na www.ighz.pl
Paweł Lipiński
(22) 756 17 11 wew. 332, p.lipinski@.ighz.pl
Rafał Starzyński
(22) 756 17 11 wew. 330, r.starzynski@.ighz.pl

ZAPROSZENIE

Launch meeting of 

Polish Iron Club 

Spotkanie założycielskie

Polskiego Klubu 
Biologii Żelaza
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