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W przypadku transkryptu TfR1 (zawieqaggo IRE na kacu 3° mRNA), IRP1
zaaktywowane przez NO stabilizowato ten transkrgpigkszapc takze poziom biatka TfR1.
W makrofagach pochodeych od myszy z nokautem gemgpl, mMRNA TfR1 nie byto
stabilizowane przez NO.

Obecna¢ IRP2 nie miata wptywu na badanegulacg potranskrypcyja.

Uzyskane wyniki wskazaj jednoznacznie na domimgp role IRP1 w
potranskrypcyjnej regulacji biatek odpowiedzialnyzd utrzymanie komorkowej homeostazy
zelaza 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) am® ttytosolic proteins, that take
part in the post-transcriptional regulation of gkl iron homeostasis. IRP1 is a bifunctional
protein that functions as the cytosolic aconitds®q-IRP1, an enzyme containing iron-sulfur
cluster) or as an iron-responsive element (IREdlibigp protein (apo-IRP1, without the
cluster). Those two IRP1 activities are mutuallyclagive, and a shift between two IRP1
forms is catalyzed, inter alia, by nitric oxide (NORP2 does not contain iron-sulfur cluster
and its activity is regulated by protein degradatio
Changes in IRPs activities modulate the expressibnron-related proteins at a post-
transcriptional level by binding to specific iroagulatory elements (IREs) on its mRNAs.
Interaction of IRPs with IREs located in the 5’3f{UTR of mRNA, blocks protein synthesis
by blocking the small ribosomal subunit recruitméang. for iron storage protein - ferritins
and iron export protein - ferroportin) or stabiszéhe mMRNA (e.g. iron import protein -
transferrin receptor 1), respectively.

It is well known that NO is a potent IRP1 activattrat shifts IRP1 into its IRE-
binding form, directly interacting with iron-sulfusluster and causing its disassembly. On
contrary, the effect of NO on IRP2 expression acttvidy remains controversial.

In order to elucidate, which IRP is the one respgmador iron metabolism modulation by
NO, we performed experiments on bone marrow derivedrophages (BMDM), obtained
from wild-type, IRP1- or IRP2- deficient mice. Pany cultures of those cell were exposed to
exogenous NO, released from DETA/NO, a slow-reteaslO donor.

IRE-binding activity of both IRPs was determinedl axpression and protein levels of
iron-regulatory proteins were assessed by real-RTid?CR and western blot, respectively.

In this study, we show that NO regulates ferritmsl the iron exporter ferroportin in BMDM
at both transcriptional and post-transcriptionakls. While NO increases H-Ft, L-Ft and Fpn
MRNA levels, the NO-dependent activation of IRPvdstream prevents their up-regulation
at the protein level by binding to IREs in wild-sy@BMDM. Precisely, the IRE-binding
activity of IRP1, but not that of IRP2, is triggdréy nitrosative disassembly of its Fe-S
cluster. In addition, the increase in TfR1 mRNAdEein NO-treated BMDM is completely
prevented only when IRP1 is absent, strongly suggeshat IRP1 is the main regulator of
iron metabolism in response to NO.
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4.Hevidar Taha, Halina Was, Jozef Dulak, Alicja J6zkowicz
Zaktad Biotechnologii Medycznej, Wydziat BiochemiiBiofizyki i Biotechnologii,
Uniwersytet Jagiellbski, Krakow

Oksygenaza hemowa-1: nowe funkcje starego enzymu

Oksygenaza hemowa-1 (HO-1) jest enzymem rozkiaglaj hem do jonéwzelaza,
tlenku wegla i biliwerdyny, przeksztatlcanej naghie w bilirubire. Wykazalsmy, ze oprocz
dobrze znanych wkaiwosci przeciwzapalnych, anty-oksydacyjnych i anty-apoyznych,
HO-1 ufatwia angiogenez wptywa na ra@nicowanie komorek. W efekcie odgrywa ima
role w indukcji i progresji nowotworow. W dwiadczeniach, w ktérych indukowgny
powstawanie raka ptaskonabtonkowego skory poprzedawanie DMBA/PMA, lezje
pojawiaty s¢ wczeniej u myszy pozbawionych genu HO-1Zzni myszy typu dzikiego. Co
wiccej, powstajce guzy byly wiksze u osobnikéw HOZ1 co wizato sk ze zwikszon
Smiertelnacia zwierat. Potwierdza toze HO-1 chroni zdrowe tkanki przed uszkodzeniem
chemicznym. Analiza patomorfologiczna wykazata mdre guzy HO-1~ byly duzymi, ale
tagodnymi brodawczakami, natomiast u myszy z elsgpi¢O-1 wicksza¢ lezji wykazywata
cechy dysplastyczne i przeksztalcata s inwazyjne nowotwory. To wskazujee w
rosmcych guzach HO-1 mie utatwia progrest i ztosliwienie nowotworéw. Wykazadmy
rowniez, ze dla wzrostu guzow istotniejszy jest poziom HO-kamorkach nowotworowych
niz w komoérkach pogtieliska. Wysoki poziom HO-1 w komdrkach czernigkawadzit do
odr&nicowania, zwkszonej proliferacji i migracji, nasilat potencghgiogenny, i poprawiat
ich przeywalnags¢ w warunkach stresu oksydacyjnego. Komorki z naoelsi HO-1
tworzyty bardziej upakowane guzy, silniej unaczymp ale z mniejszym naciekiem i
obrzkiem zapalnym. Formowaly zewiccej przerzutow w ptucach i prowadzity do szybszej
smierci zwierat.

Co wane, wydajné¢ szlaku HO-1 jest zedicowana w populacji ludzkiej. Fragment
mikrosatelitarnego DNA obejmagy powtdrzenia GT w promotorze HO-1 jest polimazfig,
co wpltywa na poziom transkrypcji genu. Stwierdmily, ze allele promotora HO-1 mna
podziel¢ na trzy grupy: S (najbardziej aktywne, €8B), M (umiarkowanie aktywne, GT=24-
28), i L (najmniej aktywne, GI29). W pierwotnych komdérkaditédbtonka obecnri allelu S
wigzata st z wyzszym poziomem ekspresji HO-1 w warunkach bazalriyph stymulaciji
oksydantami lub czynnikami prozapalnymi. Komorkkiea wykazywaly rownie znacznie
silniejsz ekspregj ferrytyny. Komorki z allelem S mialy wgze stzenie catkowitego
glutationu i korzystniejszy status oksydacyjny wynay stosunkiem GSH:GSSG. Piywaly
rowniez lepiej w warunkach stresu oksydacyjnego. Cecej, komorki takie proliferowaty
efektywniej w odpowiedzi na VEGF, chogiamigracja i tworzenie kapilar nie byty
zmienione. Obecr$o allelu S wizata s¢ takze z nizsz produkci TNF, IL-1B, IL-6, ICAM-1
i E-selektyny, zarobwno w warunkach kontrolnych jakpo stymulacji LPS. Analiza
polimorfizmu promotora HO-1 potwierdzita cytoprotskne, proangiogenne i
przeciwzapalne wigiwosci enzymu, wskazaf jednoczénie na znaczenie towarzyse|
indukcji HO-1 ekspresiji ferrytyny.

Heme oxygenase-1: the new functions of an old enzgm

Heme oxygenase-1 (HO-1) is a rate limiting enzyragrdding heme to ferrous iron,
carbon monoxide and biliverdin, the latter conwérte bilirubin. We demonstrated that in
addition to the well-recognized anti-inflammatoaynti-oxidant and anti-apoptotic effects the
HO-1 facilitates angiogenesis and significanthyuehces cell differentiation. In consequence
it plays an important role in cancer induction gomgression. Thus, the DMBA/PMA-
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induced skin lesions appeared earlier in HO-1 deficthan in wild type animals. Moreover,
the resulting tumors grew much bigger in HO-Individuals, what was associated with
increased rate of animal mortality. This confirmight in healthy tissues HO-1 plays a
protective role against chemically induced injuowever, pathomorphological analysis
indicated that HO-1 lesions were mainly large but benign papillomascéntrast, in mice
expressing HO-1, most lesions displayed dysplafgatures and developed to invasive
carcinomas. This indicated that in growing tumof3-H may promote cancer progression and
malignancy. We also found that for tumor growth there important is the level of HO-1 in
the neoplastic than in stroma cells. Namely, thghHevel of HO-1 in melanoma led to
dedifferentiation, increased cell proliferation amehration, augmented angiogenic potential,
and better resistance to oxidative stress. The H&drexpressing cells generated more
packed tumors, with stronger vascularization, redumflammatory edemas and decreased
leukocyte infiltration, resulting in shortened swal of hosts. They also formed more
metastases in the lungs.

Importantly, the efficacy of HO-1 pathway varies hmman population, as a (GT)n
repeat fragment in the HO-1 promoter shows lengilyrporphism and can modulate the
level of gene transcription. We found that the lallecan be classified into three groups: S
(most active, G¥23), M (moderately active, GT=24-28), and L (leastive, GP29). In
primary endothelial cells, the presence of S alleés associated with higher basal HO-1
expression and stronger induction in response timaots or inflammatory mediators.
Importantly, such cells showed also significantlgren pronounced upregulation of ferritin.
Cells carrying S allele displayed highest conceiumeof total glutathione and more favorable
oxidative status determined by GSH:GSSG ratio. Adiogly, they survived better when
exposed to oxidative stress. Moreover, they pnalitd more efficiently in response to
VEGF, although the VEGF-induced migration and spngu of capillaries were not
influenced. Presence of S allele was also assdcwatth lower basal or LPS-stimulated
production of TNF, IL-B, IL-6, ICAM-1 and E-selectin. Thus, the lessonnfrggromoter
polymorphism supports a cytoprotective, proangicgand anti-inflammatory role of HO-1
in humans and indicates the importance of accompagrigrritin expression.
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5. Jolanta Malyszko, Jacek Matyszko
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Metabolizm zelaza w chorobach nerek

Zelazo jest czwartym, najexiej wystpujacym elementem skorupy ziemskiej i
najczstszym pierwiastkiem przgiowym w organizmie ludzkim. Wszystkie organizmy
wytworzyly wyrafinowane mechanizmy, ktére pozwalapa utrzymanie odpowiednie;
zawartdci zelaza w komorkach i w ustroju. Od niedawna zavak, izniewielki biatkowy
hormon mae by czynnikiem patogenetycznym niedokrwigto Hepcydyna posiada
aktywnai¢ przeciwbakteryja i jej ekspresja wzrasta w odpowiedzi na bmlzapalne. Status
hepcydyny jako regulatora ogdlnoustrojowej homenstaelaza nie jest jedynie zwdany z
regulaci wchianiania zelaza z przewodu pokarmowego. Hepcydyna wplywa nma
zahamowanie recyrkulaclielaza z komérek uktadu siateczkowr@dbtonkowego, dziata¢
na enterocyty i makrofagi. Z drugiej strony, NGAlip¢kalina zwhzana zzelatynaz
neutrofilbw) wihze mate czsteczki transportage zelazo-siderofory. Zarowno NGAL jak i
hepcydyna wykazuajwtasndci bakteriobojcze. NGAL mige by zwiazany z metabolizmem
zelaza oraz funkgjnerek podobnie jak hepcydyna.

Iron metabolism in kidney diseases

Iron is the fourth most common element in the Eartdnust and the most abundant
transition metal in the human body. All living omgsms have evolved sophisticated
mechanisms to maintain appropriate iron levelfi@irtcells and within their body. Within the
last few years, our understanding of iron metabolisas dramatically increased due to the
discovery of hepcidin, produced by hepatocytes, utaidd in response to anemia, hypoxia,
or inflammation. It has been found that anemia gpleed lipocalin 2 (NGAL) in the liver
and serum. The regulation of iron metabolism ineslthe interaction of a number of specific
proteins as well as the interplay between iron giigm and iron loss. It has also been shown
recently that the kidney too is involved in iron tai®lism On the other hand, NGAL
(neutrophil gelatinase-associated lipocalin) bisagll, iron carrying molecules-siderophores.
Both NGAL and hepcidin express antimicrobial prajes: NGAL could be involved in both
kidney function and iron metabolism similarly topeedin.
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Zelazo w neurodegeneragii

Badania nad ralzelaza w neurodegeneracji rozpgcgmy w roku 1990. Do chwili
obecnej prowadziémy prace nad ralzelaza w powstawaniu choroby Parkinsona, choroby
Alzheimera i posfpujacego poraenia nadjdrowego (PSP) postugig sk nastpujacymi
metodami fizycznymi i biochemicznymi: spektroskppidssbauerowak(MS), transmisyja
mikroskopa elektronow (TEM), metod ELISA, atomow absorpci oraz spektroskopi
fluorescencyjn. Badalsmy nas¢pujace struktury mézgowe bezfrednio zwiazane z tymi
chorobami: istai czary, — SN (choroba Parkinsona — PD), gallach — GP (PSP) oraz
hipokamp (choroba Alzheimera — AD). Dla porownawigikéw badalimy rowniez probki
pobrane z minia sercowego oraz zatvoby.

Badania mossbauerowskie wykazatye we wszystkich badanych strukturach
gldbwnym zwhzkiem wizacym zelazo jest ferrytyna. Wihasea ferrytyny méozgowej $
zupetnie réne niz wlasnaci ferrytyny watrobowej. W ferrytynie mézgowej obserwuje; si
znaczm przewag tancuchéw H nad facuchami L, podczas gdy ferrytynaatnobowa
wykazuje przewagtancuchow L nad tacuchami H. ddra zelazne ferrytyny moézgowejas
znacznie mniejsze hijadra zelazne ferrytyny wtrobowej (3.5£0.5nm vs 5.5+0.5nm).
Poréwnujc parkinsonowsk istote czarry z kontrolry istoty czarra nie zaobserwowalmy
wzrostu koncentracjrelaza catkowitego, natomiast zauiasmy w tkance patologicznej
zmniejszenie koncentracjifauchdéw L oraz zwikszenie koncentracjielaza labilnego. W
strukturach moézgowych osob zmartych z objawami PS® i GP) stwierdzono 20% wzrost
koncentracjizelaza catkowitego. W tkankach pochadygch z PSP nie wykonano jak dadt
pomiarow koncentracji fecuchdéw H i L, ani koncentracjielaza labilnego. Poréwmng
wiasnagci zelaza w hipokampach alzheimerowskich z widsrami zelaza w hipokampach
kontrolnych zauwzono, ze w tkance patologicznej 3-krotnemu wzrostowi kovicecii
tancuchow towarzyszy zaledwie 20% wzrost koncentraaipza catkowitego.

Otrzymane wyniki sugerwj ze mechanizm neurodegeneracji w 3 badanych
chorobach, aczkolwiek zwzany zzelazem i jego metabolizmem, teby zupetnie inny w
kazdej z nich.
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Iron in neurodegeneration

Our studies on the role of iron in neurodegenemnaliegan in 1990. During this long
time of 20 years we conducted research on the ablieon in Parkinson’s disease (PD),
Alzheimer disease (AD) and progressive supranugalsy (PSP) using following methods:
Mdssbauer spectroscopy (MS), transmission electmaeroscopy (TEM), enzyme-linked
immuno-absorbent assay (ELISA), atomic absorptidA)(and fluorescence spectroscopy
(FS). The measurements were performed on the hwspaaimen taken at autopsy from
structures playing crucial role in each of thessodiers — substantia nigra (SN) for PD,
hippocampus for AD and globus pallidus for PSP. E@mparison specimen from human
heart and liver were also assessed.

MS demonstrated that in all structures measuredigdound mostly to ferritin. The
properties of ferritin in human brain tissue wevearfd to be completely different from those
of ferritin in human liver. In the brain tissue ridin has much more H chains than L chains,
while an opposite situation takes place in humeerliFerritin iron-cores are much smaller in
human brain than in liver (3.5£0.5nm vs 5.5+£0.5n@9mparing parkinsonian SNs with the
control ones we didn’t find any difference regaglithe concentration of total iron in the
tissue. We did find though a significant increa$ehe concentration of labile, non-ferritin
bound iron accompanied by a decrease of the camtiemt of L ferritin. In the samples
coming from PSP brains we found a significant iasee of the total iron concentration of
about 20%, both in SN and in GP. We didn’t perfadmeeasurements of ferritin structure nor
labile iron in PSP yet. In AD samples we demonsttad 3-fold increase of H ferritin
compared to control accompanied by an increasieedtatal iron of only 20%.

Obtained results suggest that the mechanism obdegeneration in these 3 disorders,
although in all of them related to iron and its afetlism, may be different in each of them.
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Znaczenie spichrzania zelaza 1 mutacji genu HFE w patogenezie
przewlektych choréb watroby

Watroba jest gtownym naggem zarowno gromadeym zelazo jak i podlegagym
jego toksycznemu dziataniu. Do najéeiej wymienianych nagpstw nadmiernego
gromadzeniazelaza nalea marskd¢ watroby i rak watrobowokomorkowy. Spichrzanie
zelaza w mizszu watroby, poprzez indukejstresu oksydacyjnego, prowadzi do uszkodzenia
bton komodrkowych, wyzwolenia reakcji martwiczo-zhyg i stopniowego, pogpujacego
widknienia watroby i jej guzkowej przebudowy. Ze stresem oksyjlagm wiaza Si¢ takze
btedy replikacyjne i niestabilrié komdérkowego DNA co stanowi istotny czynnik ryzyka
karcynogenezy. Dziedzicznha hemochromatoza jest ajedn najczstszych choréb
metabolicznych, uwarunkowanych genetycznie. W po®@do jej przypadkow wod
osobnikéw rasy biatej wykrywa esimutacje genu HFE. Naturalny przebieg choroby jest
modyfikowany przez czynniki osobnicze drodowiskowe. 10% - 50% homozygot
C282Y/C282Y i ok. 25% mieszanych heterozygot C28®H3D rozwija wielonarzdowe
objawy patologicznego spichrzani®laza ujawniajce s¢ zwykle w 4-5 dekadzierycia.
Przyczyny ograniczonej ekspresji fenotypowej mutsgjniejasne. Brak wczesnej diagnozy
dziedzicznej hemochromatozy (utivej dzigki testom genetycznym) skraca czas pyze
10% homozygot C282Y i jest uznawany zadblv sztuce. Do choréb nabytych, w przebiegu
ktorych rozwija st wtdrna hemosyderoza z gromadzeniggtaza w mizszu watroby, nalea
nabyta niedokrwist@ syderoblastyczna, przewlekie wirusowe zapalenigroly typu C,
niealkoholowa choroba stluszczeniowatnoby, alkoholowa choroba atroby, porfirie
watrobowe. Wyniki bada wskazup na mutacje genu HFE jako dodatkowy czynnik
patogenny zwikszapcy ryzyko rozwoju marski@i watroby i raka vatrobowokomaorkowego
przy wspolistnieniu zaken wirusami zapalenia aroby i naduywania alkoholu. W
przewlektym zakaeniu HCV zwraca si uwag na prawdopodobny zazek nadmiernego
gromadzeniazelaza z upéledzeniem syntezy hepcydyny, zalgm od HCV. Marskéc
watroby, niezalenie od etiologii, czsto przebiega z nasilonym spichrzaniemlaza, co
wynika ze zmniejszenia i4oi funkcjonalnego mazszu watroby oraz tworzenia gi na skutek
przebudowy guzkowej i rozwoju nadoienia wrotnego, samoistnych pcter naczyniowych
wrotno-systemowych. Zaburzenia gospodarklazowej mog takze wplywa na rozwoj
powiktan po transplantacji wiroby. Zwrocono uwag ha wkksze ryzyko komplikacji
kardiologicznych, infekcyjnych i nowotworowych, skapcych czas przgcia u biorcéw, u
ktorych potwierdzano patologiczne spichrzareéaza, poddanych zabiegowi przeszczepienia
watroby.

W Klinice Choréb Zakanych GUMed badano egtas¢ wyskpowania mutacji genu
HFE w grupie 379 chorych z rozpoznaniem przewlekighorob witroby o ré&nej etiologii.
Do badanej grupy wtzono 194 pacjentow z biochemicznymi wyktadnikarpicBrzania
zelza i 185 z prawidtowymi parametrami gospodaddazowej. Badanie polimorfizmu genu
HFE przeprowadzono z wykorzystanienidachowej reakcji polimerazy (PCR) orazaa
enzymami restrykcyjnymi i@BIl, Rsa i Hinfl amplifikowanych fragmentow (RFLP). W
40/379 (10.5%) przypadkach wykryto genotyp hemoctatmzy wrodzonej typu 1. W
poréwnaniu z wynikami badapopulacyjnych przeprowadzonych rsasku i Pomorzu
Zachodnim mutacje genu HFE byly wykrywanesczej w grupie oséb z chorobamatroby.
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The role of iron overload and HFE gene mutations inpathogenesis of
chronic liver diseases

The liver is the main store of iron and the importttrget of its toxicity. The most
often chronic consequences of iron overload inclliger cirrhosis and hepatocellular
carcinoma. Liver iron overload leading to inductiohoxidative stress results in damage of
cell membranes, triggers liver necroinflammatiord gmogressive liver fibrosis. Oxidative
stress is responsible for replicative errors arsfainility of cellular DNA that is associated
with high risk of carcinogenesis. Hereditary hemodhmatosis (HH) is one of the most
frequent metabolic diseases of genetic origin. lgeRe mutations are detected in more than
90% cases of HH among Caucasians. Individual amtr@@mmental agents modify natural
course of the disease. 10%-50% of C282Y/C282Y hggutic and ~25% C282Y/H63D
combined heterozygotic carriers develop symptomswtiorgan iron overload that manifest
usually in 4-8' decade of the life. Reasons of incomplete phemogxpression of those
mutations are not clearly explained. Lack of ealigical diagnosis of HH (possible thanks to
genetic tests) shortens survival of 10% C282Y hogmotes and constitues malpractice.
Secondary hemosiderosis with liver iron accumuta@@companies acquired syderoblastic
anaemia, chronic hepatitis C, nonalcoholic fattedidisease, alcoholic liver disease, hepatic
porphyrias. Results of different studies suggest tble of HFE gene mutations as an
additional pathogenic factor that increases riskvefr cirrhosis and liver cancer in cases with
concomitant hepatitis virus infections or alcohblse. In chronic hepatitis C infection it is
proposed that liver iron overload is caused by H@apendant impairment of hepcidin
production. Marked amounts of iron accumulate alsocases of liver cirrhosis due to
reduction of functional hepatic parenchyma and spwous porto-systemic shunts regardless
of etiology. Disorders of iron metabolism may irghce clinical course of the disease after
liver transplantation. It was noticed that iron @oalation in liver recipients was associated
with higher risk of cardiac, infectious and malighaomplications that shortened survival.

Frequency of HFE gene mutations occurrence wasestud Department of Infectious
Diseases in Gdansk, among 379 patients with chiorec diseases of different origin. 194
patients with elevated serum indices of iron meiaboand 185 with normal serum iron
parameters were included to the study. Genetimgestir C282Y, H63D and S658BFE gene
mutations was performed by PCR and restrictionnfragt length polymorphism (PCR-RFLP)
analysis. Genotype of HFE related hemochromatoass aetected in 40/379 (10.5%) cases.
Compared with results of population studies fronutSern and Northwestern Poland HFE
gene mutations have more frequently been founéhengroup of patients with chronic liver
diseases.
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8. Justyna Kwapisz, Ewa Zekanowska
Zaklad Zaburz& Hemostazy Katedry Patofizjologii, Uniwersytet Mig@a Kopernika,
Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera, Bydgoszcz

Ocena metabolizmuzelaza u chorych na czerwienig prawdziwa

Wstep: Czerwienica prawdziwa jest mieloproliferacyjrchorola, nowotworowa.
Powstaje w wyniku genetycznego defektu komorki magistej szpiku prowadezego do
klonalnego rozrostu wszystkich trzech ukladow koko@rych krwi. Etiopatogeneza
czerwienicy nie jest do Kma poznana. Mimo znacznego rpst, jaki dokonat s w leczeniu
czerwienicy prawdziwej, niedobaelaza nadal stanowi poway problem kliniczny i obriia
jakos¢ zycia chorych. Zagadnieniem otwartym i dotychcza&zbadanym pozostaje rola nowo
odkrytych biatek - hepcydyny, prohepcydyny, w zaemiach gospodarkielazem u chorych
na czerwieni¢ prawdziwg.

Cel pracy: Celem pracy byla ocenaggenia prohepcydyny oraz innych parametréow
gospodarkizelazem u chorych na czerwieaigrawdzivg.

Materiat i metody: Badaniami oljto 60 chorych (34 grczyzn i 26 kobiet), w wieku
od 38 do 84 lat (66£10 lat) z rozpoznaniem czerwiemprawdziwej, leczonych w Poradni
Hematologicznej Szpitala Uniwersyteckiego nr 2 un. J. Biziela w Bydgoszczy. Grep
kontrolm stanowito 25 zdrowych ochotnikow dobranych pod @dgm wieku i ptci do grupy
badanej. Materiatem do badayta krew obwodowa pobrana przy okazji rutynowyeda
laboratoryjnych. Stenie prohepcydyny, ferrytyny i rozpuszczalnego peme transferyny
(sTfR) oznaczono metadmmunoenzymatyczn(ELISA); skzenie zelaza w surowicy oraz
utajors zdolnag¢ wiazaniazelaza (UIBC) oznaczono metpdpektrofotometryczn Wyniki
przedstawiono w postaci mediany, kwartyla dolnegérnego (Me [Q1; Q3]).

Wyniki: U chorych na czerwiengcprawdziwg stwierdzono znamiennie statystycznie
nizsze s¢zenie prohepcydyny (93,62 ng/ml [80,64; 105,67] 9%,27 ng/ml [174,26; 335,82];
p<0,0001) oraz wisze UIBC (233,50 pg/dl [172,50; 352] vs 190,50 L{d6,75; 246,00];
p=0,0466) i wysze stzenie sTfR (2,27 pg/ml [1,48; 4,66] vs 1,54 ug/m|O[ZL 1,95];
p=0,0029) w poréwnaniu z grapkontrolm. W analizowanej grupie pacjentéw: @0%
chorych charakteryzowatoesbbnizonym stzeniemzelaza w puli magazynowej (olioine
stezenie ferrytyny). W grupie tej wykazano réwaiestotnie nisze stzenie zelaza (33,00
png/dl [23,00; 82,00] vs 100,50 pg/dl [71,00; 121,00<0,0001 ) oraz istotnie vigze
stezenie sTfR (5,15 pg/ml [2,86; 7,52] vs 1,74 pg/mDH; 2,22]; p<0,0001) i wasze UIBC
(389,00 pg/dl [281,00; 414,00] vs 175,00 pg/dl [088 221,00]; p<0,0001) w poréwnaniu
Z pozostatymi chorymi. Ponadto grupa ta cechowatazsamiennie statystyczniezszym
stezeniem prohepcydyny (88,09 ng/ml [80,21; 97,80] v&39 ng/ml [85,85; 113,05];
p=0,0279).

Whioski: Przeprowadzone badania wykazaig,liczna grupa chorych na czerwigpic
prawdziwg charakteryzuje si niedoborem zelaza czynnéciowego i zelaza w puli
magazynowej. Obwnone stzenie prohepcydyny u tych chorych #eo by wynikiem
niedoboruzelaza i uruchomienia mechanizméw kompensacyjnyclozliwiajacych lepsze
jego przyswajanie.

Iron metabolism in polycythemia vera patients

Background: Polycythemia vera (PV) is classified as one of tingeloproliferative
neoplasms. Several studies have shown that iranielefy is common complication in PV
patients. However still little is known about iretatus in PV. There is no data documenting
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the role of new parameters — prohepcidin, hepcidirpathomechanism of iron metabolism
disorders in polycythemia vera.

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

Design and Methods:The study was performed in 60 PV patients (F/M32pAaged
38-84 years (66+10). The control group consistedsohealthy persons age and sex matched.
The following parameters were determined in blo@dus samples: prohepcidin, iron,
unsaturated iron binding capacity (UIBC), ferritamd soluble transferrin receptor (sTfR).
Results are shown as median, lower quartile anérugppartile (Me [Q1; Q3]).

Results: All patients with polycythemia vera showed sigraintly lower levels of
prohepcidin (93,62 ng/ml [80,64; 105,67] vs 29183/ml [174,26; 335,82]; p<0,0001),
higher levels of UIBC (233,50 pg/dl [172,50; 352$ 90,50 ug/dl [146,75; 246,00];
p=0,0466) and higher levels of sTfR (2,27 ug/mkgt, 4,66] vs 1,54 ug/ml [1,07; 1,95];
p=0,0029) compared to healthy controls. 40% of RMepatients showed concentrations of
ferritin below the normal range and significantier levels of serum iron (33,00 pg/dl
[23,00; 82,00] vs 100,50 pg/dl [71,00; 121,00]; @0®1), significantly higher levels of sTIR
(5,15 pg/ml [2,86; 7,52] vs 1,74 pg/ml [1,04; 2,2pKk0,0001) and UIBC (389,00 ug/dl
[281,00; 414,00] vs 175,00 pg/dl [138,00; 221,@340,0001) in comparison with PV patients
with normal ferritin values. In this group of patie prohepcidin concentrations were
significantly lower than in other patients (88,0¢/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 pasenith polycythemia
vera suffer from iron metabolism disorders. Thedowerum levels of prohepcidin in patients
with polycythemia vera may be the consequence af deficiency. We indicate that the
lower levels of prohepcidin in patients with femitoncentrations below the normal range are
the result of organism compensation which increaseabsorption in the intestine.
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9. Marcin Kruszewski', Barbara Sochanowicz Matgorzata Szperf, Piotr Kolsut?, Kamil
Brzoska', Walerian Piotrowski?, Tomasz M. Rywilk, Bozena Dankd, Halina Polkowska-
Motrenko®, Jacek M. R&anski®, Przemystaw Leszek

YInstytut Chemii i Technikigdrowej, Warszawa]nstytut Kardiologii, Warszawa

Homeostazazelaza w niewydolnym sercu a osoczowe markegglaza

Celem déwiadczé bylo zbadanie homeostazglaza u pacjentow z niewydokuig
migsnia sercowego ze szczegdlnym uverlgliieniem zaburzepoziomu ferrytyny (FR).

Metody: Grupa badana obejmowata 33 pacjentérednia wieku 48 lat) poddanych
przeszczepowi serca z powodu niewydétmolewej komory serca (LK) (EDD/ESD
69+10/6Gt13 mm; EF 2211%). Pacjenci prezentowali pakszenie prawej komory (PK)
(31.5:10 mm), podwyszony opor ptucny (OP 3.33.9 j.W.), poziom NTproBNP
(54644825 pg/ml); hsCRP (0.#D.99 mg/dl) i TN (15.5:9.7 pg/ml). Przed przeszczepem
oznaczono ponadto HT, Hb, RBC oraz pozigetaza (Ir), EPO, FR, wysycenie transferryny
(TSAT) w surowicy. W eksplantowanych sercach (NSznaxzono poziom FR,
rozpuszczalnego TfR (ELISA) i aktywfioakonitazy (kolorymetrycznie). Kontrpktanowity
bioptaty ze zdrowych serc, ktdre nie zostaly wykestane do przeszczepu z przyczyn
technicznych (11 pacjentow, ZS).

Wyniki: Poréwnujc grupy NS i ZS nie stwierdzono znacych statystycznie édic
w ekspresji w sercu FR, TfR i aktyw§td AC. Pacjentéw z NS podzielono wedtug TSAT na
dwie grupy: z istotnie obaonym (TSAT <15%, 11 pacjentow) oraz nie clamym (TSAT
>15%, 22 pacjentow) poziomeselaza w surowicy. Obie grupy cechowat podobny stopi
niewydolnagci LK oraz poziom BNP i TN&. Ekspresja FR byta znagm nizsza w grupie
TSAT<15% to TSAT>15% w LK (30.4626.31 vs 46.9629.08; p=0.0165; ng/mg biatka) i w
PK (23.7124.12 vs 43.4829.89; p=0.05; ng/mg biatka). Pogdzy grupa TSAT <15% i
TSAT >15% obserwowano ta& r&nice w surowicy w poziomie: Ir (FA3 vs 7229;
p<0.0001; ug/dL), FR (8383 vs 20%115; p=0.0008; ng/ml), transferryny (2887 vs
220+25; p=0.018 mg/dl), EPO (425 vs 2%42; 0.005; mU/mL), odpowiednio. W grupie
TSAT<15% stwierdzono znagz korelacje ponddzy FR w PK i LK, a poziomem w
surowicy: FR (r= 0.87, p=0.001; 0.63, p=0.050, odiealnio), transferryny (r=-0.63, 0.05; -
0.69, p=0.27), TN& (r=0.93, p=0.001; r=0.96, p=0002), CRP (r=0.570.08; r=0.73;
p=0.016) i wag ciata (r=0.68, p=0.029; r=0.79, p=0.006).

Whioski: W catej grupie chorych z NS nie stwierdzonanié w ekspresji FR, TR i
aktywnaici AC. W podgrupie pacjentow TSAT <15% zaobserwowvanamienne obaénie
ekspresji FR w LK i PK. Poziom FR w &dniu serca znamiennie korelowat z poziomem FR i
transferryny w surowicy, eteniami TNF., CRP oraz wagciata.

Correlation among iron homeostasis in the heart andserum markers in
failing human hearts

The first attempts of anemia correction in the nggmaent of advanced heart failure
(HF) by iron and erythropoietin (EPO) supplemewntatseem promising results, however
little is known about iron homeostasis in the head its relation to the iron status of a whole
organism. Thus, the purpose of our study was toiddite the impact of iron homeostasis on
the alteration in the level of ferritin (FR) andisferrin receptor (TfR) in the heart of HF
patients. FR is the main iron storage protein, waerTfR takes part in iron acquisition,
expression of both proteins is posttranscriptiomagyulated by aconitase/IRP1 (AC) protein.
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Methods: The study group was composed of 33 patients, (naggn 48 years);
referred to heart transplantation, with left vesl&i (LV) dysfunction (EDD/ESD
69+10/6Gt13 mm; EF 2211%), right ventricle (RV) dilatation (3130 mm), pulmonary
resistance (PVR 3.32.9 Wu), elevated NTproBNP (5464825 pg/ml); hsCRP (0.20D.99
mg/dl) TNFo (15.59.7 pg/ml) levels. HT, Hb, RBC; serum: Iron (Ir),P8, FR,
transferrin/saturation (TSAT) were measured befi@esplantation.

The levels of FR, soluble TfR (by ELISA) and AC sty (colorimetrically) were measured
in the explanted hearts (HF), compared to nonrigiiearts (NFH -11pts) as controls.

Results: In the HF to NFH hearts no significant changes RITRR/AC expression
were found. By discriminant analysis according ®AT the patients were divided into two
groups: TSAT <15% (11 pts) and TSAT >15% (22 @@)th groups presented similar grade
of LV dysfunction, BNP and TNk levels. FR expression was significantly lower in
TSAT<15% to TSAT>15% in LV (30.4626.31 vs 46.9629.08; p=0.0165; ng/mg protein)
and RV (23.7124.12 vs 43.4829.89; p=0.05; ng/mg protein).

Also significant differences in TSAT <15% to TSATL5% were observed with regard to
serum: Ir (3#13 vs 7229; p<0.0001; ug/dL), FR (&8®3 vs 20%115; p=0.0008; ng/ml),
transferrin (27157 vs 22@25; p=0.018 mg/dl), EPO (425 vs 2%42; 0.005; mU/mL) and
slight trend in hsCRP. In TSAT<15% RV and LV FRrsfgantly correlated with serum FR
(r= 0.87, p=0.001; 0.63, p=0.050, respectivelyansferrin (r=-0.63, 0.05; -0.69, p=0.27),
TNFa (r=0.93, p=0.001; r=0.96, p=0002), CRP (r=0.570.08; 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 hearf FR/AC expression
were observed. However in the group presented loseeum TSAT and Ir significant
decrease in FR expression in LV and RV was obserlled FR expression correlated with
serum FR and transferrin, and also TINERP levels, together with body weight.
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10.Cécile Bouton
Institut de Chimie des Substances Naturelles, CNRfSsur-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 areolved in a wide variety of
biological processes such as enzymatic catalysNA Bynthesis and repair, ribosome
biogenesis and regulation of gene expression. peferties usually determine the function
of recipient protein and an important function @&-§& is to sense environmental stressful
conditions to allow regulatory proteins to triggadaptive responses. A well-illustrated
example is the [4Fe-4S] cluster of the Iron ReguiaProtein-1 (IRP1) that controls cellular
iron homeostasis. IRP1 is a bi-functional protdiattassembles a [4Fe-4S] cluster in the
cytosol and exhibits an aconitase activity undesabaconditions. Under inflammatory
conditions or during bacterial infection, macropgsgroduce reactive species, particularly
nitric oxide (NO), that regulate IRP1 activitiesdbgh Fe-S disassembling. The relaxed apo-
form of IRP1 generated by NO, binds a specific iresponsive element (IRE) motif on
ferritin mMRNA and represses its translation. Thisldgical process is reversible upon NO
removal since IRP1 dissociates from IRE and reugtosolic aconitase. As a result, a high
level of ferritin is rapidly restored. This revdstd IRP1/aconitase switch implies Fe-S cluster
repair which depends on energized mitochondria. the mammalian system, the
mitochondrion is the primary site of Fe-S clusteogenesis. The components of the
mitochondrial Fe-S cluster (ISC) assembly machinaryparticular the cysteine desulfurase
Nfsl, Isd11, and frataxin, are prerequisites fatdimg a transient Fe-S on the scaffold IscU
protein. Transfer and insertion of Fe-S clusteosnfiscU to recipient mitochondrial proteins
requires the help of chaperones and glutaredoxiiaburation of cytosolic and nuclear Fe-S
proteins requires all components of the mitochad®C machinery, suggesting that Fe-S
clusters pre-formed in mitochondria are exportedtie cytosol. When defective, this
important metabolic pathway is the cause of seliamean diseases. Among these, Friedreich
ataxia (FRDA), which is an autosomal recessive odegenerative and cardiodegenerative
disease, results from a greatly reduced levelaibkin. Several FRDA mouse models with a
tissue-targeted frataxin deficiency reproduce ingur pathophysiological and biochemical
aspects of the human disease, especially the defionitochondrial Fe-S enzyme activities
and mitochondrial iron accumulation. IRP1, whickcahccumulates into its apo-form, could
play a critical role in iron dysregulation in FRD#sease.
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11.Rafat Dutkiewicz, Szymon Ciesielski, Jarostaw Marszatek
Pracownia Biochemii Ewolucyjnej, Katedra Biologii ddkularnej i Komodrkowej,
Miedzyuczelniany Wydziat Biotechnologii UG-GUMed, Ga&

Biosynteza centréwzelazo-siarkowych (Fe/S): mechanizmy i komponenty

Zelazo stanowi jeden z podstawowych mikroelementovkamorce. W biatkach
komodrkowych wysipuje w dwoch postaciach, jakelazo hemowe np. w hemoglobinie, czy
cytochromie b oraz zelazo niehemowe w centrach Fe/S. Centra Fe/Sgrsipami
prostetycznymi wielu biatek, ktore bipudziat medzy innymi w: transferze elektronéw, w
réznych procesach metabolicznych jak izomeryzacja,detydratacja. Wiele znanych biatek
z centrami Fe/S znajdujegsiv mitochondriach (akonitaza, dehydrogenaza bunsatypwa),
niemniej maemy réwnie znalex¢ przyktady biatek z centrami Fe/S, ktorg Aokalizowane
w obrebie cytozolu, czygdra.

Centra Fe/S zostaly odkryte w latach 60’, wtedy nie& wykazano,ze mana je
syntetyzowa w warunkachin vitro bez udziatu bialek enzymatycznych adstpojawit si
poghd, ze w komadrce synteza centrow Fe/S zachodzi spoaieicTa hipoteza zmienitaesi
w potowie lat 90’, kiedy podczas badgenetycznych dotyazych bakterii asymilujcej azot
Azotobacter vinelandizidentyfikowano szereg mutantéw, w ktérych propesvstawania
centrow Fe/S nitrogenazy, enzymu hmggo udziat w asymilacji azotu, byt zaburzony. To
doprowadzito do odkrycia operonu, w sktad ktéregehedz geny kodujce biatka
katalizupce reakcje nowego szlaku metabolicznego odpowiktdtia za biogenezcentréw
zelazowo-siarkowych. Procz tego w tej samej baktaraleziono operon zawiesay geny
bialek odpowiedzialnych za biogerezentrow Fe/S innych enzymdw nie kioych udziatu
w asymilacji azotu.

Komorki  organizméw eukariotycznych, w tym ddie rownie zawieraj
homologiczne geny. Do tej pory zidentyfikowano 2Rtadnikéw funkcjonujcych w
tworzeniu centrow Fe/S w komorkach dday. Wieksza¢ z nich naley do
mitochondrialnego aparatu syntezy, ktéry zostalnpoy wzgédnie najlepiej. Najnowsze
odkrycia dotycz cytozolowej, jak rowniz w niewielkim stopniugdrowejsciezki biosyntezy
i powoli uktadaj w pewry calas¢ poszczegllne jej fragmenty. Oprécz gendw biatek
bezpdrednio odpowiedzialnych za metaboliz@laza i siarki wysipuja dwa geny koduce
biatka opiekucze i tak w przypadkiB.cerevisiaesa to: Jacl, ktore jest biatkiem typu J
posiadagcym N-kaicowa domer homologiczia do domeny J bakteryjnego biatka DnaJ oraz
Ssql, ktore jest biatkiem nateym do rodziny hsp70, homologicznym do biatka DnakK.
Wystepowanie dwéch gendw kodigych biatka opiekficze sugerowato wyspecjalizowan
funkcje tych biatlek w biogenezie enzymow zawiecgich centra Fe/S.

Iron-sulfur protein biogenesis in eukaryotes: compaents and mechanisms

Iron—sulfur (Fe/S) clusters are important cofactoirsiumerous proteins involved in
electron transfer, metabolic and regulatory proegsk eukaryotic cells, known Fe/S proteins
are located within mitochondria, the nucleus and dytosol. Over the past years the
molecular basis of Fe/S cluster synthesis and puration into apoproteins in a living cell
has started to become elucidated. Biogenesis afeth@mple inorganic cofactors is
surprisingly complex and, in eukaryotes such alsaomyces cerevisiae, is accomplished
by three distinct proteinaceous machineries. Then4sulfur cluster (ISC) assembly
machinery’ of mitochondria was inherited from thacterial ancestor of mitochondria. ISC
components are conserved in eukaryotes from yeasth. The key principle of biosynthesis
is the assembly of the Fe/S cluster on a scaffotdepr before it is transferred to target
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apoproteins. The specialized chaperone machinery, which padieipin transfer of
synthesized Fe-S clusters from scaffold proteintésan apo-protein, include Hsp70 protein
Ssql, the J-domain protein Jacl and the nucleotidase factor Mgel protein. Functioning
only with full-folded Isu protein as a substratestaiguish this Hsp70 protein system from
other well characterized chaperone systems involwegrotein folding and translocation
processes. Jacl facilitates the interaction betvéserl and Isu, by first binding and targeting
scaffold protein to the Ssgql and subsequently ¢ditimg its ATPase activity. The
biochemical properties of Isu interactions with @dadescribed proteins, functioning in
mitochondrial stage of Fe-S clusters biogenesisttainrevealed.

Cytosolic and nuclear Fe/S protein maturation aisquires the function of the
mitochondrial ISC assembly system. It is believédt tmitochondria contribute a still
unknown compound to biogenesis outside the organ&his compound is exported by the
mitochondrial ‘ISC export machinery’ and utiliseq Ibhe ‘cytosolic iron—sulfur protein
assembly (CIA) machinery’. Components of these tlatier systems are also highly
conserved in eukaryotes. Defects in the mitocha@hd8C assembly and export systems, but
not in the CIA machinery have a strong impact ofuta iron uptake and intracellular iron
distribution showing that mitochondria are crudal both cellular Fe/S protein assembly and
iron homeostasis.
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12.Karolina Rumianek, Jarostaw Sadlo, Marcin Kruszewski
Instytut Chemii i Technikiadrowej, Warszawa

Determinanty komorkowe warunkujace powstawanie dinitrozylowych
komplekséwzelazain vivo

Powstawanie dinitrozylowych komplekségelaza (DNIC) wzywych komorkach i
tkankach jest zwizane z naturalpsyntez tlenku azotu (II) (NO) oraz obecfwma ligandow:
nisko- (LMW DNIC) i wysokocasteczkowych (HMW DNIC).

W celu okrélenia roli wysokocgsteczkowych ligandow biatkowych w powstawaniu
DNIC zahamowano w komdrkach procesy proteolizy: (fjoteoliz lizosomowg
(nieselektywna), lub (2) proteodizproteosomow (selektywna) oraz (3) nieselektywn
degradagj przez kalpainy cytoplazmatyczne. Zahamowanied&go z proceséw pozwolito
okresli¢ wptyw wysokocasteczkowych ligandéw na stabik@o DNIC oraz okréli¢ losy
wysokocasteczkowych komplekséw DNIC w komorce.

Badania przeprowadzono na ludzkich erytroidalnydmérkach biataczki ludzkiej
(K562) z wykorzystaniem nagiujacych inhibitorow proteolizy: (a) roztwor leupeptyny
chlorku amonowego (inhibitor aktywsd proteolitycznej katepsyn lizosomowych ), (b)
ALLM (N-Acetyl-Leu-Leu-Met-CHO) (inhibitor aktywngci proteolitycznej katepsyn
lizosomowych i kapalin cytozolowych), (c) MG262 Ifibitor proteolizy w proteosomach).
Kazdy z zastosowanych inhibitorow spowodowat zmagzspadek intensywsoi sygnatu
EPR charakterystycznego dla niskggteczkowych kompleksow DNIC.

W celu potwierdzenia wptywu nadmiaru ligandéw wysoksteczkowych na
tworzenie DNIC dodatkowo zostato przeprowadzonedaldwiadczenie z 3-metyloadenin
— inhibitorem autofagocytozy. Badania te potwielsdzie nadmiar wysokoesteczkowych
ligandow prowadzi do zmniejszenia §td powstawania DNIC w komodrkach, a powstaty

HMW DNIC jest bardziej stabilny aiLMW DNIC.
Badania sponsorowane przez Ministerstwo Nauki i Szknictwa Wyzszego grant Nr N204077833

Cellular determinants of formation of dinitrosyl ir on complexes

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

The aim of this study was to investigate the rdléow- and high-molecular weight
(HMW) ligands in formation of DNIC. Lysosomal andopeosomal proteolysis was inhibited
by specific inhibitors, e.g., NI€I, leupeptin, ALLM (N-Acetyl-Leu-Leu-Met-CHO),
MG262. Experiments were conducted on human erydhiKb62 cells and K562 cells
overexpressing heavy chain of ferritin (FERH). Tdedls were treated with a nitric oxide
donor (7uM DEANO). Cell cultures were treated with NO dorfor 0, 15 and 30 min at
37°C (final NO concentration 10QM). Not treated cells served as a control. The DNIC
formation was monitored by electron paramagnesomance (EPR).

Treatment with proteolysis inhibitors changed theemsity of DNIC specific EPR
signal. Further experiments revealed that this eesw is time- and dose-dependent. Similar
time-dependent decrease in DNIC formation was @ksein DNIC synthetics. In summary

our results suggest that abundance HMW proteimgante the formation of LMW DNIC.
The work was supported by the Ministry of Science rad Higher Education grant No. N204077833.
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13. Daniel Gackowski, Tomasz Dziaman, Ryszard Qiski
Katedra i Zaktad Biochemii Klinicznej, Collegium Mieum im. Ludwika Rydygiera w
Bydgoszczy, Uniwersytet Mikotaja Kopernika, Taru

Czy istnieje zwhzek miedzy zawartcscia zelaza w organizmie i poziomem
oksydacyjnch uszkodzé& DNA?

Wolne zelazo (niezwizane z biatkami) katalizuje powstawanie w organenaidnika
‘OH, ktéry w reakcjiz DNA odpowiada za powstan&oxo-7,8-dihydro-2’-deoxyguanozyny
(8-oxydG). W badaniach przeprowadzonych w naszyspale wykazano dodatnkorelacg
pomiedzy frakch wolnegozelaza i poziomem 8-oksydG w limfocytach cztowieWéskazuje
to na nasilenie reakcji Fentona w pabli komérkowego DNA, co ma zadek z
oksydacyjnym uszkodzeniem tej biomolekuty. Inneedaksperymentalne potwierdzagrzy
tym obecné¢ wysokiej puli wolnego zelaza w o0soczu pacjentdw chorych na
hemochromatagz Schorzenie to predysponuje do rozwoju choroby atexwrowej co mae
sugerowd, ze podwyszony poziom zelaza w organizmie nie zwkksz& ryzyko
wystapienia nowotworu. Wyniki badanaszego zespolu mogvskazywa na mechanizm
wyjasniajacy zwiazek pomé¢dzy wysokim poziomenzelaza w organizmie a karcynogeaez
Wysoki poziomzelaza sprzyja utrzymywaniug¢sizw. wolnej pulizelaza, a konsekwengj
tego stanu g potencjalnie karcynogenne oksydacyjne uszkodzehA (gtéwnie obecna w
komoérkowym DNA 8-oksydG)Z bada przeprowadzonych przez nasz zespot wynikaeak
ze frakcja wolnegozelaza i stzenie 8-oksydG w limfocytach chorych na uddayce sa
znacaco wyzsze nk u 0séb z grupy kontrolnej.

Is there any association between body iron storesnd level of oxidative
damage to DNA?

It appears that labile iron pool (LIP, iron not lpduto proteins) presence in cells can
result in the production of reactive oxygen spe¢iR®S) namelyOH radical which can be
responsible for the formation of 8-oxo-7,8-dihyd@edeoxyguanosine (8-oxodG) in cellular
DNA. In our study we reported on the relationshgiveen LIP and endogenous level of 8-
oxodGuo in human lymphocytes. Good correlationlieen determined between LIP and the
oxidatively modified nucleoside. This in turn padt out the possibility that under
physiological condition there is availability of Rfor catalysing Fenton type reaction in close
proximity to cellular DNA.

There are experimental data, which demonstrateexience of free iron pool in sera of
patients with hemochromatosis. This disease predespto cancer. Epidemiological data also
suggest that elevation of the body iron level nrayease risk of cancer. Our results suggest a
mechanism that may directly link iron overload aocdrcinogenesis. Specifically, iron
overload may favour the persistence of harmful MRjch may catalyse generation of the
potentially carcinogenic 8-oxodGuo moiety in thdudar DNA. In our work it has been also
found that free iron pool as well as the level ax®-dG in lymphocytes of atherosclerotic
patients were significantly higher than in the cohgroup.
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14.Rafat R. Starzynski
Instytut Genetyki i Hodowli Zwiert PAN, Jastrgbiec

Rola anionorodnika ponadtlenkowego (@) w regulacji metabolizmu
zelaza

IRP1 (iron regulatory protein 1) potranskrypcyjneguluje ekspregjgenow majcych
kluczowe znaczenie dla wewtrzkomérkowego metabolizmuelaza, zapewniag jego
bilogiczm dostpnai¢ i jednoczénie minimalizujc jego toksyczna. Aktywnosci IRP1 g
regulowane przez wahania westnzkomoérkowym poziomie jondwelaza, tlenek azotu i
fosforylacg. Ponadto aktywriwi IRP1 podlegaj regulacji przez reaktywne formy tlenu
(RFT), kgdace produktami reakcji zachagtzych w srodowisku tlenowym. Zaréwnaelazo
jak i tlen mog by¢ pierwiastkami potencjalnie toksycznymi, dlatega e toku ewolucji
wyksztatcone zostaty mechanizmy ogranigzajniekorzystne oddziatywania ¢dey tlenem
azelazem.

W naszych poprzednich badaniach wykazameoy watrobie myszy z nokautem genu
sodl (KO SOD1), pozbawionych dysmutazy ponadtlenkowejetizymu obriajacego w
cytoplazmie poziom anionorodnika ponadtlenkowege ™ Cekspresja IRP1 zaréwno na
poziomie MRNA jak i biatka jest obhtona. Pomimo drastycznego spadku poziomu IRP1
ogolnoustrojowy metabolizmelaza u mtodych 8-miegiznych myszy byt niezmieniony w
przeciwigistwie do myszy starych (12-miesknych). U myszy starych pozbawionych SOD1
zaobserwowano zmiany zywiane z ekspresj biatek biopcych udziat zaréwno w
metabolizmie hemu jak izelaza niehemowego. Zmiany te spowodowane byty
wystepowaniem anemii hemolitycznej wywotane] przez sgowany wiekiem stres
oksydacyjny i zwiazam z tym podatngcia erytrocytow na wewdtrz- i zewratrznaczyniovy
hemoliz.

Wyniki bada prowadzonych na 1-dniowych myszach KO SOD1 wykazug
obnizenie poziomu IRP1 nagiuje w okresie okotourodzeniowym i nie jest obsexane w
okresie rozwoju embrionalnego. Co e¢eej, zmiany poziomu IRP1 w rozwoju
ontogenetycznym u myszy dzikich nie gwiagzane ze zmianami aktywfm SOD1.
Poréwnanie ekspresji IRP1 u mys®pd1’™, Sod1”, i Sodl" wskazuje,ze jedynie brak
dwéch alleli genwsodljest niezlkdny do drastycznego okignia poziomu IRP1.

Molekularny mechanizm obienia poziomu IRP1 u myszy pozbawionych geodl
(potencjalnie zwikszajcy stzenie Q") jest nieznany. W celu jego zbadania makrofagi
RAW 264.7 i makrofagi szpiku kostnego (BMDM) pozgsie od myszysod1 traktowano
parakwatem (PQ; 1,1'-dimethyl-4,4-bipyridinium dioride), zwazkiem chemicznym
wykorzystywanym do generowania ;O Wykorzystupc metod spektrometrii EPR i
putapkowania spinowego (przy zyciu 1-hydroxy-3-methoxycarbonyl-2,2,5,5-
tetramethylpyrrolidine (CMH)), wykazano zgkiszony poziom @ w komoérkach RAW
264.7 traktowanych PQ. W makrofagach RAW 264.7 ttaknych PQ wykazano tak
obnizong aktywnd¢ akonitazow i transregulatorow i jednoczénie obnizenie poziomu
IRP1. W komoérkach inkubowanych z Tempolem (4-hyglr@y2,6,6-
tetramethylpiperidinyloxy), zmiataczem,Q nie obserwowano ohreénia poziomu IRP1
indukowanego PQ. W komorkach RAW 264.7 inkubowangclaktacystya i PQ poziom
IRP1 pozostawat obabny, co sugeruje,ze IRP1 nie jest degradowane w szlaku
lizosomalnym. Obecnie trw@jbadania nad wyfaieniem mechanizmu obi@nia poziomu
IRP1 przez @
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The role of superoxide anion (@") in the regulation of iron metabolism

Iron regulatory protein 1 (IRP1) post-transcriptiiy regulates expression of iron
metabolism genes to optimize cellular iron avallgband minimize iron toxicity. The two
activities of IRP1 have been shown to be moduléitedluctuations in cellular iron content,
nitric oxide, phosphorylation. IRP1 serves alscsassor of reactive oxygen species (ROS),
inevitable byproducts of aerobic metabolism. Asiiemd oxygen are essential but potentially
toxic constituents of most organisms, ROS-mediatemtiulation of IRP1 activity is an
important regulatory element in dissecting iron leostasis and oxidative stress.

Previously, we have shown that expressioirmf gene is markedly decreased at both
MRNA and protein levels in livers of superoxidendigase 1 (SOD1) knockout mice (KO
SOD1), lacking Cu,Zn-SOD, an enzyme that acts tlmee the concentration of superoxide
anion (Q") in cytosol. Despite such a major alteration irPIRstatus, iron metabolism
appeared to be largely unaffected in young (8-wadk SOD1-deficient mice. In contrast, in
1-year old KO SOD1 miceve observed substantial changes in the expressioore and
heme-related genes. All these changes were indogdthemolytic anaemia of aged SOD1
mice associated with red blood cell modificatiom&l aensitivity to both intra- and extra-
vascular haemolysis.

We have also shown that strong down-regulationegfakic IRP1 expression in KO
SOD1 mice starts on day 1 after birth and is nseoled in the liver of KO SOD1 embryos.
Moreover, developmental changes in hepatic IRPhaddmce in wild-type SOD1 mice are
not related to moderate fluctuations in SOD1 aftiviResults of comparative analysis of both
IRP1 protein level and SOD1 activity in the livér&od1’*, Sod1”, andSod1™ mice clearly
demonstrate that complete lack of SOD1 activityeobsd in SodI” mice is absolutely
necessary for hepatic IRP1 down-regulation.

The biological mechanisms underlying the decreaselRP1 expression under
conditions of SOD1 deficiency (supposed to increhsel” steady-state level) are unknown.
we have attempted to study mechanisms underlyign@diated regulation of IRP1 using
mouse RAW 264.7 macrophages &utl1” BMDM (displaying decreased activity of SOD1)
treated with paraquat (PQ; 1,1'-dimethyl-4,4’-bijpymium dichloride), a redox cycling agent,
which is widely used to stimulate,;Oproduction in cells. Indeed, we detected superoxide
production in cultured RAW 264,7 cells upon stintida with PQ using EPR with the cell-
permeable spin probe 1-hydroxy-3-methoxycarbon®|s25-tetramethylpyrrolidine (CMH).
Exposure of macrophages to PQ resulted in a matkedease in both aconitase and IRE-
binding activity of IRP1 as well as in down-regusat of IRP1 protein level. Interestingly,
tempol (4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidinylgxy a superoxide dismutase (SOD)
mimetic, efficiently prevented PQ-induced down-ragjon of IRP1 protein levelWe showed
also that lysosomal inhibitor, lactacystine does prevent decrease in IRP1 protein level in
PQ-treated macrophages, which suggests that undesxperimental conditions IRP1 is not
degraded via the lysosomal pathway. Investigatiares in progress to further elucidate
mechanisms of PQ-induced down-regulatiofrpt gene in mouse macrophages.
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15.Malgorzata Lenartowicz
Zaktad Genetyki i Ewolucjonizmu, Instytut Zoolodiniwersytet Jagielloski, Krakdw

ATP7A i ATP7B biatka niezbedne dla utrzymania statego sizenia jonow
miedzi w organizmie ssakow

Miedz jest mikroelementem niezilnym dla normalnego wzrostu i rozwoju
wszystkich organizméwywych. Dziki swoim zdolngciom do przyjmowania i oddawania
elektronéw metal ten petni rpkofaktora w wielu enzymach bigrych udziat w kluczowych
reakcjach metabolicznych. Wystarczy wymigrie atomy miedzi wbudowane sv centrum
aktywne enzymow jak oksydaza cytochromowowa duar udziat w oddychaniu
komorkowym, oksydaza lizylowa niegna w procesach tworzenia tkaneikcznych czy
dysmutaza ponadtlenkowa usuweg wolne rodniki. Pierwiastek ten bierze rowniglziat w
metabolizmie zelaza (ceruloplazmina) oraz jest niedby dla prawidtowe] syntezy
neurotransmiterow. Jakkolwiek miedest dla organizmu pierwiastkiem nieglnym to
jednak jej nadmiar w komérkach gemie dziatanie bardzo szkodliwe, poniemjny tego
metalu mog uczestniczy w reakcjach oksydoredukcyjnych, ktore &odiem rodnikéw
hydroksylowych ktérych csteczki powoduj uszkodzenia lipidéw, biatek i DNA.
Organizmy zywe wyksztatcity skomplikowany i podlegay kontroli genetycznej system
transportu i metabolizmu miedzi. Kluczgwole w organizmie w utrzymaniu homeostazy
miedzi zajmuy biatka ATP7A i ATP7B. $ to ATPazy typu P, ktére w swoim cyklu
katalitycznym transportajjony miedzi poprzez btony wykorzyshaj energé pochodzca z
hydrolizy ATP. Biatka te w komorce zlokalizowangews aparacie Golgiego, a ich funkggst
utrzymanie statego gtenia jonéw miedzi w organizmie poprzez usuwanienmacl tego
pierwiastka z komorek. Wzrost ¢genia miedzi w komorce przekraczey poziom
fizjologiczny uruchamia transport wymienionych lelatw pcherzykach klatrynowych do
btony komérkowej i usurtcia nadmiaru miedzi z komorki. Biatka ATP7A i ATP{i&inig
rowniez funkcje biosyntetycza poprzez przyczanie jonow miedzi do biatek
enzymatycznych. Uczestnigzone rownie we wchianianiu jondw miedzi z pokarmu,
wydalaniu nadmiaru miedzi dagbtci i usuwaniu jej z organizmu oraz transporciedzi do
mozgu a w organizmie matki w przekazywaniu jonovedai do rozwijagcego st ptodu i
wydzielaniu ich do mleka w okresie laktacji. Zakemia funkcji tych bialek wywotane
mutacp w kodupcych je genach prowaslzdo ckzkich choréb metabolicznych (choroba
Menkesa i choroba WilsonaBadania przeprowadzone w czasie ostatniej dekadkpxayy
rowniez, ze biatka te mog przyczynig sic do powstawania lekooporfm w przebiegu
leczenia choréb nowotworowych.

ATP7A and ATP7B protein essential to maintenance afopper homeostasis
in mammals

Copper is an important trace element essentiahdomal growth and development all
the living organisms. Due to its redox ability cepjplay a role as cofactor in many enzymes
that catalyze reactions used in fundamental metalpobcesses in organism eg. respiration
(cytochrome c oxidase), detoxication of free radicguperoxide dismutase), connective
tissue formation (lysil oxidase), iron metabolismdaneurotransmitter synthesis. However,
copper is essential but in excess is highly toxie tb excessive generations of free radicals,
which results in the damage of nucleic acids andlip& cell membrane lipids. Living
organismshave developed refined and genetically controllegkcimnisms of the copper
metabolism and transport. ATP7A and ATP7B protepiay the key role in copper
homeostasis in the organism. Both proteins arepB-Gu-transporting ATPases and use the
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energy of ATP hydrolysis to transfer the coppersiacross the cellular membranes. Proteins
are localized in Golgi apparatus and involved igutation of overall copper status in the
body and their function is the export of excesspesdrom the cells. When the intracellular
copper level increase under physiological condditime proteins are relocalised to different
vesicular compartments close to the plasma membhmapeotect the cell against the copper
toxic action. Cu-transporting ATPases play also important biosynthetic function by
delivering of copper ions to the secretory pathwagl where the metal ions are incorporated
into Cu-dependent enzymes. Moreover in organisnir@wsporting ATPases are involved in
absorption of dietary copper, Cu removal with thie,bplacental copper transport and its
secretion to the milk during lactation. Disturbamioé ATP7A and ATP7B function caused by
mutations lead to severe metabolic diseases Meark@3Vilson, respectively. Results of the
last decade research indicate that Cu-transpoAirigases play a role in generation of anti-
cancer drug resistance.
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3. European Molecular Biology Laboratory, Meyerhofsta 1,
D-69117 Heidelberg, Germany, email: hentze@embl.de

4. Wydziat Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii, Zakid
Biotechnologii Medycznej, Uniwersytet Jagieliki ul. Gronostajowa 7,
30-387 Krakow, email: alicja.jozkowicz@uj.edu.pl

9. Instytut Kardiologii, ul. Alpejska 42, 04 — 628 V¢aawa, email:
piotr.kolsut@ikard.pl

9; 12. Instytut Chemii i Techniki gdrowej, ul. Dorodna 16, 03-195
Warszawa, email: m.kruszewski@ichtj.waw.pl

8. Zaktad Zaburzé& Hemostazy, Katedra Patofizjologii, Uniwersytet
Mikotaja Kopernika, Collegium Medicum im. LudwikayRygiera, ul. Curie
Sklodowskiej 9, 85-094 Bydgoszcz, email: kwapisz@ipeom

15. Zaktad Genetyki i Ewolucjonizmu, Instytut Zoologliniwersytet
Jagiellaiski, ul. R. |Ingardena 6, 30-060 Krakéw, email:
lena@zuk.iz.uj.edu.pl

9. Instytut Kardiologii, ul. Alpejska 42, 04 — 628 V¢aawa, email:
przemyslaw.leszek@ikard.pl

3. Zaktad Biologii Molekularnej, Instytut Genetyki iddowli Zwierzt
PAN, ul. Postpu 1, 05-552 Wolka Kosowska, emalil: p.lipinski@igiz

5. Klinika Nefrologii i Transplantologii z @odkiem Dializ, Akademia
Medyczna w Bialymstoku, ulZurawia 14, 15-540 Biatystok, email:
jackmaly@poczta.onet.pl

5. Klinika Nefrologii i Transplantologii z @odkiem Dializ, Akademia
Medyczna w Bialymstoku, ulZurawia 14, 15-540 Biatystok, email:
jolmal@poczta.onet.pl

11. Pracownia Biochemii Ewolucyjnej, Katedra Biologiidikularnej i
Komérkowej, Mkdzyuczelniany Wydziat Biotechnologii UG-GUMed
ul. Ktadki 24, 80-822 Gdssk, email: marszalek@biotech.ug.edu.pl

13. Katedra i Zakltad Biochemii Klinicznej, Collegium Mieum im.
Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytet Mik@ajKopernika,
ul. Kartowicza 25, 85-092 Bydgoszcz, email: rysoa@tm.umkl.pl

9. Instytut Kardiologii, ul. Alpejska 42, 04 — 628 V¢aawa, email:
walerian.piotrowski@ikard.pl

9. Instytut Chemii i Techniki gdrowej, ul. Dorodna 16,
03-195 Warszawa, email: hpolkows@ichtj.waw.pl
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7. Katedra Biotechnologii, Mdzyuczelniany Wydziat Biotechnologii,
Uniwersytet Gdaski - Gdaski Uniwersytet Medyczny, ul. Kladki 24,
80-822 Gdask, email: romanowski@biotech.ug.gda.pl

9. Instytut Kardiologii, ul. Alpejska 42, 04 — 628 V¢aawa, email:
jacek.rozanski@ikard.pl

12. Instytut Chemii i Techniki gdrowej, ul. Dorodna 16, 03-195
Warszawa, email: k.rumianek@ichtj.waw.pl

9. Instytut Kardiologii, ul. Alpejska 42, 04 — 628 V¢aawa, email:
tomasz.rywik@ikard.pl

2. Instytut Informatyki, Politechnika Pozfiska, ul. Piotrowo 2, 60-965
Pozna, email:

12. Instytut Chemii i Techniki gdrowej, ul. Dorodna 16, 03-195
Warszawa, email: jaroslaw.sadlo@ichtj.waw.pl

7. Klinika Choréb Zakanych, Gdaski Uniwersytet Medyczny,
ul. Smoluchowskiego 18, 80-214 Ga#, email: ksikorska@gumed.edu.pl

9. Instytut Chemii i Techniki gdrowej, ul. Dorodna 16, 03-195
Warszawa, email: b.sochanowicz@ichtj.waw.pl

3; 14. Zakiad Biologii Molekularnej, Instytut Genetyki iddowli Zwierzt
PAN, ul. Postpu 1, 05-552 Wolka Kosowska, email: r.starzynski@ig|

3. Zaktad Biologii Molekularnej, Instytut Genetyki iddowli Zwierzt
PAN, ul. Postpu 1, 05-552 Wolka Kosowska, email: a.malinowska@igl

9. Instytut Kardiologii, ul. Alpejska 42, 04 — 628 V¢aawa, email:
m.szperl@ikard.pl

4. Wydziat Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Zakih
Biotechnologii Medycznej, Uniwersytet Jagieliki ul. Gronostajowa 7,
30-387 Krakdéw, email: hevidarm@yahoo.com

Roche Diagnostics Polska Sp. z o0.0., Wybrzeee Gdyiskie 6B,
01-531 Warszawa, email: karol.tyminski@roche.com

4. Wydziat Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Zakih
Biotechnologii Medycznej, Uniwersytet Jagieliki ul. Gronostajowa 7,
30-387 Krakéw, email: halina.was@uj.edu.pl

Roche Diagnostics Polska Sp. .m.,oul. Wybrzeée Gdyiskie 6B,
01-531 Warszawa, email: radoslaw.wojtowicz@rocha.co

8. Zaktad Zaburzé& Hemostazy, Katedra Patofizjologii, Uniwersytet
Mikotaja Kopernika, Collegium Medicum im. LudwikayBygiera, ul. Curie
Sklodowskiej 9, 85-094 Bydgoszcz, email: kizpat@iem.umk.pl
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