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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Zelazo jest niezbedne wszystkim komérkom w organizmach ssakéw, ale w nadmiarze moze by¢
dla nich toksyczne. Mimo znaczacego postepu wiedzy dotyczacej mechanizméw komérkowe;j
i ogblnoustrojowej homeostazy zelaza, jaki dokonat sie w minionych 15 latach, molekularne
podstawy regulacji metabolizmu zelaza w o§rodkowym uktadzie nerwowym (OUN) oczekuja na
wyjasnienie. Stabo sa poznane mechanizmy przemieszczania zelaza w OUN oraz sygnalizacji
jego transportu przez bariery krew-mdzg oraz krew-plyn mézgowo-rdzeniowy, ktére oddzielaja
OUN od uktadu krazenia. Wiadomo jednak, ze nadmiar zelaza bedacy skutkiem deregulacji
metabolizmu tego mikroelementu odgrywa role w rozwoju choréb neurodegeneracyjnych, a
wsérdd nich w rozwoju stwardnienia zanikowo bocznego (ALS). ALS jest postepujaca patologia,
ktéra charakteryzuje sie selektywna dysfunkcja neuronéw ruchowych w korze mézgowej i w
rdzeniu kregowym. Patogeneza ALS ma ztozony charakter, a jednym z czynnikéw biorgcych
w niej udzial jest stres oksydacyjny, ktéry narusza komérkowa homeostaze zelaza i zwieksza
natezenie choroby. O roli zelaza w rozwoju ALS $wiadczg pozytywne wyniki terapii polega-
jacej na chelatowaniu tego mikroelementu w mysich modelach ALS. Modele te sa przydatne
w badaniu molekularnych mechanizméw zaburzenia metabolizmu zelaza w neuronach. Sa to
najczesciej transgeniczne gryzonie, nosiciele zmutowanego ludzkiego genu dysmutazy ponad-
tlenkowej 1 (SOD1). Mutacje m.in. w tym genie stanowia genetyczne podltoze wystepowania
dziedzicznej postaci ALS u ludzi. Wykorzystujac jednak te modele zwierzece w badaniach nad
ALS nalezy mie¢ na wzgledzie, ze nadekspresja zmutowanego genu SODI u myszy i szczuréw
przewaznie zwieksza aktywno$¢ enzymatyczng SOD1, a to zjawisko nie wystepuje w ludzkiej
patologii i samo przez sie moze prowadzi¢ do zmian w ekspresji genéw metabolizmu zelaza.

ALS - mozg - zelazo - neuron ruchowy - neurodegeneragja - stres oksydacyjny - SOD1 - rdzer kregowy

Summary

Iron is essential for all mammalian cells, but it is toxic in excess. Our understanding of mo-
lecular mechanisms ensuring iron homeostasis at both cellular and systemic levels has dra-
matically increased over the past 15 years. However, despite major advances in this field,
homeostatic regulation of iron in the central nervous system (CNS) requires elucidation. It
is unclear how iron moves in the CNS and how its transfer to the CNS across the blood-brain
and the blood-cerebrospinal fluid barriers, which separate the CNS from the systemic circu-
lation, is regulated. Increasing evidence indicates the role of iron dysregulation in neuronal
cell death observed in neurodegenerative diseases including amyotrophic lateral sclerosis
(ALS). ALS is a progressive neurodegenerative disorder characterized by selective cortical
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and spinal motor neuron dysfunction that results from a complex interplay among various
pathogenic factors including oxidative stress. The latter is known to strongly affect cellular
iron balance, creating a vicious circle to exacerbate oxidative injury. The role of iron in the
pathogenesis of ALS is confirmed by therapeutic effects of iron chelation in ALS mouse mo-
dels. These models are of great importance for deciphering molecular mechanisms of iron
accumulation in neurons. Most of them consist of transgenic rodents overexpressing the
mutated human superoxide dismutase 1 (SOD1) gene. Mutations in the SODI gene constitute
one of the most common genetic causes of the inherited form of ALS. However, it should be
considered that overexpression of the SOD1 gene usually leads to increased SOD1 enzymatic
activity, a condition which does not occur in human pathology and which may itself change
the expression of iron metabolism genes.
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(blood-brain barrier), BCSF — bariera krew-ptyn mézgowo-rdzeniowy (blood-cerebrospinal fluid
barrier), Cp — ceruloplazmina, DCYTB - dwunastniczy cytochrom b, DMT1 - transporter metali
dwuwartosciowych 1, Fpn - ferroportyna, Ft — ferrytyna, IRE — iron responsive element, IRP — iron
regulatory protein, NTBI - zelazo niezwiazane z transferyna (non-transferrin bound iron), OUN
- osrodkowy uktad nerwowy, SOD1 - dysmutaza ponadtlenkowa 1 (superoxide dismutase 1),
Tf - transferyna, TfR1 - receptor transferyny 1 (transferrin receptor 1).

Wsrep

Wtasciwosci oksydoredukcyjne jonédw zelaza sa wyko-
rzystywane w wielu reakcjach biochemicznych, na kté-
rych opieraja sie podstawowe procesy biologiczne na
poziomie komdrki, a takze w skali catego organizmu.
Zelazo jako funkcjonalny element kofaktoréw enzy-
matycznych (koenzymdw i grup prostetycznych) prze-
trwato drastyczna zmiane, ktéra zaszta w chemicznym
skladzie atmosfery ziemskiej przed okoto 300 mln lat,
polegajaca na tym, ze w wyniku procesu fotosyntezy
u sinic nastapit wzrost stezenia tlenu, ktére z czasem
osiagneto poziom 21% [22]. Interakcja tlenu i zelaza
oprécz niezaprzeczalnych korzyéci dla funkcjonowa-
nia organizméw zywych, niesie ze soba potencjalne
zagrozenie, gdyz tlen utleniajac jony zelazawe (Fe?’)
do jonéw zelazowych (Fe**) bardzo ogranicza rozpusz-
czalno$¢ zelaza w roztworach fizjologicznych (jony Fe*
podlegaja hydrolizie i polimeryzacji doprowadzajac do
powstania bardzo stabo rozpuszczalnych zwigzkéw che-
micznych), a tym samym jego biodostepno$é. Poza tym
jony Fe? w obecnosci reaktywnych pochodnych tlenu
czasteczkowego (0,) katalizujg reakcje Fentona, w kté-
rej powstaje rodnik wodorotlenowy (OH'), charaktery-

zujacy sie bardzo silnymi wlagciwo$ciami utleniajacymi,
reagujacy nieswoiscie z bardzo duzymi statymi szybko-
$ci reakcji z biomolekutami znajdujacymi sie w bezpo-
$rednim sgsiedztwie i przez to uwazany za najbardziej
reaktywng biotoksyne [6]. Korzysci ptynace z udziatu
zelaza w katalizie bioorganicznej zostaly utrzymane
dzieki powstaniu w toku ewolucji biatek tworzacych
sie¢ metaboliczng zelaza. Co istotne, system wspétdzia-
tajacych ze sobg biatek przyczynia sie do ograniczenia
udziatu zelaza w reakcji Fentona. Zapewnienie biodo-
stepnosci zelaza oraz ograniczenie jego toksycznosci to
dwa wyznaczniki homeostazy zelaza. W ciggu ostatnich
15 lat wiedza na temat molekularnych podstaw home-
ostazy zelaza powiekszyta sie w niespotykanym dotych-
czas stopniu. Poznano mechanizmy transportu zelaza
przez blony biologiczne, regulacji jego stopnia utlenie-
nia, magazynowania, syntezy hemu, biogenezy centréw
zelazowo-siarkowych, a takze precyzyjnego dostarczania
tych kofaktoréw do subregionéw komdrkowych, gdzie sg
wbudowywane w czasteczki apoenzymdéw. Poznano réw-
niez mechanizmy regulujace zawarto$¢ i rozmieszczenie
zelaza w komérce i w organizmie. Molekularne podstawy
komérkowej i ogblnoustrojowej homeostazy zelaza oraz
zaburzenia tych proceséw w odpowiedzi na rézne czyn-
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niki patofizjologiczne byly wielokrotnie przedmiotem
opracowar [59,60,61,62,63,98,99], w tym artykutéw prze-
gladowych publikowanych na tamach PHMD [59,60,61].
W artykule oméwiono zaburzenia metabolizmu zelaza
wystepujace w jednej z najciezszych i jak dotad nieule-
czalnych choréb neurodegeneracyjnych - w stward-
nieniu zanikowym bocznym. Deregulacja metabolizmu
zelaza prowadzaca najcze$ciej do nadmiernej akumula-
cji zelaza w réznych strukturach o$rodkowego uktadu
nerwowego (OUN) wystepuje w wielu chorobach neu-
rodegeneracyjnych o niewyja$nionej etiologii, takich
jak choroba Alzheimera [11], Parkinsona [23], syndrom
niespokojnych nég [3] oraz w chorobach uwarunkowa-
nych genetycznie, takich jak aceruloplazminemia [112],
neuroferrytynopatia [17], ataksja Friedreicha [106], czy
choroba Huntingtona [7]. Omawiana przez nas pato-
logia wystepuje pod réznymi terminami. Nawet w pol-
skojezycznym pismiennictwie naukowym najbardziej
rozpoznawalnym okre$leniem stwardnienia zanikowego
bocznego jest skrét ALS od angielskiej nazwy amyotro-
phic lateral sclerosis. Uzywany jest réwniez skrét SLA
pochodzacy z taciny (sclerosis lateralis amyotrophica).
Ponadto, w USA, od 1941 r. uzywa sie okreslenia choroba
LouGehriga (od nazwiska popularnego amerykariskiego
baseballisty, ktéry zapadt na te chorobe i zmart w wyniku
jej przebiegu [39]). We Francji ALS wystepuje pod nazwa
choroba Charcota od nazwiska francuskiego lekarza
Jeana-Martina Charcota, ktéry w 1869 po raz pierwszy
zamiescit jej opis [14]. Wedtug klasyfikacji chordb przy-
jetej przez WHO, ALS nalezy do grupy chordb neuronu
ruchowego (motor neuron disease). Jest to choroba zwy-
rodnieniowa (degeneracyjna) wystepujaca u ludzi doro-
stych. Prowadzi do wzglednie wybidrczego uszkodzenia
i degeneracji obwodowego (dolnego) i o$rodkowego (gér-
nego) neuronu ruchowego w rdzeniu kregowym oraz
w pniu i korze mézgu, wskutek czego dochodzi do poste-
pujacego niedowtadu i porazenia (paralizu) mieéni i do
$mierci wskutek porazenia mie$ni oddechowych [76].
ALS wystepuje z czestotliwoscia okoto 2 nowych zacho-
rowati na 100 000 oséb w ciagu roku [97]. ALS po$wiecane
sg liczne i wszechstronne prace przegladowe. Obejmuja
epidemiologie, patofizjologie, patogeneze, diagnostyke,
leczenie, modele zwierzece ALS, a nawet ekonomiczne
skutki jego wystepowania [16,26,30,58,79,88,102]. Ini-
cjacja i rozwdj ALS majg niewatpliwie wieloczynnikowe
uwarunkowania. Sugeruje sie, ze ich wspélna podstawa
moze by¢ mechanizm o charakterze sprzezenia wyprze-
dzajacego, uruchamiajacy zaburzenie homeostazy RNA
i biatka prowadzacy do nieuchronnej degeneracji neuro-
néw ruchowych [58].

W artykule skupiono sie na omdéwieniu deregulacji
metabolizmu zelaza w ALS jako istotnym, chociaz nie
gtéwnym elemencie patogenezy tej choroby. Jak dotych-
czas wyrywkowe informacje na ten temat mozna znalez¢
w artykutach przegladowych dotyczacych roli zelaza
w chorobach neurodegeneracyjnych [32,82]. Punktem
wyj$cia do omdéwienia zaburzenia homeostazy zelaza
w ALS bedzie synteza dotyczaca molekularnych podstaw
obrotu tego mikroelementu w OUN.

ZELAZO W 0SRODKOWYM UKEADZIE NERWOWYM (OUN)

Powszechnie wiadomo, ze niedobér zelaza jest najcze-
$ciej wystepujacym niedoborem zywieniowym u ludzi
[15] i jest gtéwna przyczyna niedokrwistosci [54]. Jest
to zrozumiale ze wzgledu na to, ze okoto 70% zelaza
zawartego w organizmie wchodzi w sktad hemoglobiny
erytrocytéw krwi obwodowej, a takze ich prekursoréw
w szpiku kostnym oraz ze synteza hemu niezbedna do
prawidlowego przebiegu erytropoezy pochtania pra-
wie calg dobowa jego podaz w organizmie [4]. O wiele
mniej wiadomo, ze niedobdr zelaza wystepujacy u ludzi
w okresie niemowlecym wptywa na zaburzenie rozwoju
mézgu i jego funkcje w dalszym okresie zycia, ktére nie
zanikajg nawet po skorygowaniu w wyniku zastosowania
suplementacji preparatami zelaza [8,64,65]. Oznacza to,
ze do prawidlowego funkcjonowania mézgu wymagana
jest ciagto$é dostarczenia odpowiedniej ilosci zelaza
we wczesnej, neonatalnej fazie rozwoju osobniczego.
U dzieci w wieku szkolnym do najbardziej znaczacych
neurologicznych objawéw niedoboru zelaza w wieku nie-
mowlecym zalicza sie trudno$ci w uczeniu sie, obnizone
zdolno$ci poznawcze, problemy wychowawcze [29,83].
Przypuszcza sie, ze podtozem tych zjawisk jest hipomie-
linizacja, zaburzenie procesu mielinizacji, czyli wytwa-
rzania otoczki mielinowej wokét widkien nerwowych
w mézgu i rdzeniu przedtuzonym [65,83]. Za ten pro-
ces sa odpowiedzialne komérki gleju - oligodendrocyty
[101], ktére uwaza sie za komérki o najbardziej inten-
sywnym metabolizmie energetycznym wsréd komdrek
OUN. Wiaze sie to z duza aktywno$cig zelazozaleznych
enzyméw taricucha oddechowego, uczestniczacych
w wytwarzaniu ATP i decyduje o szczegdlnej wrazliwo$ci
oligodendrocytéw na niedobdr zelaza. Ponadto aktyw-
no$¢ enzyméw bioracych udzial w syntezie cholesterolu
i kwaséw ttuszczowych, prekursoréw mieliny, jest deter-
minowana przez kofaktory zawierajace jony zelaza [12].

Na przeciwleglym biegunie zaburzeti homeostazy zelaza
w OUN jest nadmierna jego akumulacja w réznych struk-
turach mézgu, a takze w réznych typach komérek OUN.
Stres oksydacyjny, ktéry nasila sie w obecnosci niezwia-
zanych z biatkami jonéw zelaza odgrywa istotng role
w patogenezie wielu wyzej wymienionych choréb neu-
rodegeneracyjnych. Ogélnoustrojowe przecigzenie orga-
nizmu zelazem wystepujace np. w hemochromatozie,
genetycznej chorobie zwigzanej z nadmierng absorpcja
zelaza z diety, nie ma odzwierciedlenia w podwyzszo-
nym stezeniem zelaza w OUN [27], co sugeruje, ze home-
ostaza zelaza w OUN charakteryzuje sie daleko posunieta
autonomia. W tym kontekscie wiedza na temat moleku-
larnych podstaw homeostazy zelaza w OUN, a szcze-
g6lnie molekularnych mechanizméw transportu zelaza
z uktadu krazenia do OUN jest niezwykle istotna dla zro-
zumienia roli zelaza w patogenezie ALS.

Dostarczenie zelaza do OUN wymaga przekrocze-
nia jednej z 2 barier komérkowych: bariery krew-
-mézg (blood-brain barier, BBB) lub bariery krew-ptyn
mdézgowo-rdzeniowy (blood-cerebrospinal fluid barrier,
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BCSFB) [70,90,91,92]. BBB utworzona jest przez $cisle do
siebie przylegajace komérki §rédbtonka naczyt wloso-
watych. Komérki §rédbtonkowe w BBB sa komérkami
spolaryzowanymi (podobnie jak enterocyty absorp-
cyjne, poprzez ktére odbywa sie transport zelaza z prze-
wodu pokarmowego do krwi). Przeciwlegte fragmenty
ich bton komérkowych kontaktuja sie z krwiag - cze$é
apikalna (luminal) oraz z ptynem wypelniajacym prze-
strzenie miedzy komdérkami mézgu (interstitial fluid)
- cze$¢ bazolaterlana (abluminal). Konstrukcje BBB
wzmacniaja i uszczelniaja perycyty, komérki podobne do
komdérek mezenchymalnych, ktére moga by¢ wbudowy-
wane w sieé naczyn wlosowatych, u podstawy komérek
$rédbtonka na wysoko$ci potaczern miedzykomdrko-
wych [53]. 0d strony OUN, w tworzeniu BBB uczestnicza
astrocyty, najwieksze komérki glejowe, ktére kontak-
tuja sie z komérkami $rédbtonkowymi naczyn wtoso-
watych za pomocg wypustek okreslanych jako stopki
ssgce (endfeet) [70]. BCSFB wystepuje na obszarze splotu
naczyniéwkowego (choroid plexus), struktury wytwarza-
jacej ptyn mézgowo-rdzeniowy, wystepujacej w prawie
wszystkich cze$ciach uktadu komorowego mézgowia,
w postaci weztéw naczyn wiosowatych wpuklonych
do $wiatta komér mézgowych [92]. W przeciwiefistwie
do komérek $rédbtonka naczyniowego w obrebie BBB,
komérki §rédbtonkowe splotu naczyniéwkowego sa roz-
dzielone (zjawisko fenestracji), co pozwala na swobodny
przeptyw substancji rozpuszczonych w surowicy krwi.
Wtasciwg bariera komérkowg w splocie naczyniéw-
kowym sa ependymocyty (komérki ependymy, czyli
wy$cidtki - warstwy pokrywajacej $ciany komér mézgu,
a takze kanatu $rodkowego rdzenia kregowego), ktére sa
typem komérek glejowych, zawierajacych liczne mikro-
kosmki na powierzchni zwréconej do $wiatta komér [46].

Gtéwnym nosnikiem jonéw zelaza do wszystkich komé-
rek organizmu, w tym do komérek OUN jest transferyna
(Tf), biatko syntetyzowane gtéwnie w hepatocytach
i uwalniane do krwi. Jedna czasteczka Tf wiaze dwa
jony zelazowe z powinowactwem 10%2M™* w pH 7,4 [1].
Transport jonéw zelaza zwigzanych z Tf do komérek
$rédbtonka naczyniowego BBB odbywa sie w procesie
endocytozy za po$rednictwem receptora transferyny
1 (TfR1), ktéry wystepuje na btonie apikalnej komdrek
$rédbtonkowych jako homodimer, do ktérego wigza sie
2 czgsteczki holotransferyny [70]. Jest to typowy i naj-
bardziej rozpowszechniony w komérkach ssakéw szlak
pobierania zelaza. Nastepny jego etap - transport jonéw
zelaza z endosomu (po ich uwolnieniu z Tf w kwasnym
$rodowisku endosomu i redukcji do jonéw Fe?) do cyto-
plazmy komérek $rédbtonka - odbywa sie z udziatem
transportera metali dwuwarto$ciowych (DMT1) i nie
jestjuz powszechnie akceptowany przez badaczy [75,95].
Cytosol jest punktem wyj$ciowym, z ktdérego zelazo jest
pobierane do syntezy hemu i centréw zelazowo-siarko-
wych (w cytoplazmie i mitochondriach) w celu utrzy-
mania aktywno$ci enzyméw uczestniczacych w wielu
procesach metabolicznych komérek $rédbtonka. Czesé
zelaza, szczegélnie jego nadmiar, moze by¢ magazy-
nowana w ferrytynie, biatku, ktérego czasteczka moze

zwigzaé ponad 4 000 atoméw tego pierwiastka [38].
Wiekszo$¢ zelaza pobrana przez komérki $rédbtonka
naczyniowego jest transportowana przez btone pod-
stawna do ptynu miedzykomérkowego w OUN. W wiek-
szo$ci komérek ssakéw role jedynego transportera
zelaza do $rodowiska pozakomérkowego petni ferro-
portyna [110]. W procesie uwalniania zelaza z komérek
ferroportyna wspétdziata z zawierajacymi jony miedzi
ferrooksydazami, ceruloplazming (Cp) (w makrofagach
uktadu siateczkowo-§rédbtonkowego) [77] i hefajstyna
(w enterocytach absorpcyjnych w dwunastnicy) [86],
ktdre utleniaja jony Fe?* do jondw Fe*, aby te ostatnie
mogly by¢ przytaczone do apo-Tf. Obecnosé ferropor-
tyny w komérkach $rédbtonka naczyh wlosowatych
BBB réznych gatunkéw ssakéw jest dobrze udoku-
mentowana [70]. Wydaje sie, ze w tych komérkach fer-
roportyna wspétdziata jednocze$nie z tymi dwoma
ferrooksydazami. Pierwsza z nich jest hefajstyna, ktéra
zlokalizowano na btonie bazolateralnej komérek $réd-
btonka naczyniowego BBB [68]. Usuniecie hefajstyny
z blony komérkowej hodowanych in vitro komérek $réd-
btonka naczyniowego, przez ograniczenie biodostepno-
$ci miedzi, catkowicie hamowato transport zelaza z tych
komdrek [68]. Uposledzona funkcja hefajstyny jest cze-
sto rekompensowana przez podwyzszong ekspresje
i aktywno$¢ ferrooksydazowg Cp. Zjawisko to obserwo-
wano w hodowlach oligodendrocytéw pozyskanych od
noworodkéw myszy niosacych mutacje genu hefajstyny
(sex-linked anemia, sla) [94]. W wyniku procesu alterna-
tywnego sktadania genu Cp na bazie jednego pre-mRNA
powstaja dwa transkrypty: 1) kodujacy postaé rozpusz-
czalna Cp (soluble ceruloplasmin, sCp), ktéra jest uwal-
niana do $rodowiska pozakomdrkowego; 2) kodujacy
postaé blonowa Cp (GPI-Cp), ktéra jest zakotwiczona na
btonie komdrkowej przez glikozylofosfatydyloinozytol
(glycosyl phosphatidylinisotol, GPI) [85]. sCp wystepuje
w pltynie miedzykomérkowym w OUN i jest tam praw-
dopodobnie uwalniana przez komérki §rédbtonka naczy-
niowego i przez astrocyty [70]. Sugeruje sie, ze moze
uczestniczy¢ w procesie utleniania jonéw Fe? transpor-
towanych poprzez BBB do OUN. Ponadto, w procesie
moze uczestniczy¢ GPI-Cp wystepujgca na btonie astro-
cytdw, ktdre pozostajag w $cistym kontakcie z komérkami
$rédbtonka naczyniowego BBB. Trzecim biatkiem, ktére
wspomaga transport zelaza z tych komérek jest biatko
prekursorowe B-amyloidu (amyloid- precursor protein,
APP). Wykazano, ze APP wchodzi w bezpo$rednia inte-
rakcje z ferroportyna i stymuluje wyplyw zelaza z komé-
rek [20]. Poczatkowo sugerowano, ze APP ma aktywno$é
ferrooksydazowg [20], ale hipoteza zostata odrzucona
[21]. Wyniki ostatnich badar wskazuja na role APP w sta-
bilizowaniu ferroportyny na blonie podstawno-bocznej
komdrek $rédbtonka naczyniowego BBB [111].

Utlenione zelazo jest wigzane przez apotransferyne
(apo-Tf), ktéra w OUN jest syntetyzowana przez oligo-
dendrocyty i uwalniana do ptynu miedzykomérkowego
[56]. Apo-Tf syntetyzuja réwniez astrocyty [114]. Steze-
nie Tf w plynie miedzykomdrkowym OUN jest 10-krotnie
mniejsze od stezenia Tf w surowicy krwi [91]. Ponadto
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jest niemal catkowicie wysycona jonami zelaza (fizjo-
logiczne wysycenie Tf surowicy krwi wynosi 30-40%).
W tej sytuacji niektérzy autorzy sugeruja, ze w ptynach
OUN wystepuje zelazo niezwigzane z Tf (nontransfer-
rin-bound iron, NTBI), ktére moze tworzy¢ kompleksy
z niskoczgsteczkowymi zwigzkami np. z cytrynianem
[56,70,100]. NTBI jest postacig zelaza, ktéra nie wyste-
puje w warunkach fizjologicznych w surowicy krwi (ze
wzgledu na duzg rezerwe apo-Tf). Moze natomiast sie
pojawiaé w stanach patologicznych zwigzanych z prze-
ciazeniem organizmu zelazem i uwazane jest za postaé
toksyczng, gdyz jego pobieranie przez komérki pozostaje
poza kontrolg molekularnych wewnatrzkomérkowych
mechanizmdéw regulatorowych [10]. Niektdrzy auto-
rzy nie wykluczaja, ze w przeciwieristwie do neuronéw,
ktdre pobieraja zelazo gtéwnie w postaci kompleksu
Tf-Fe, poprzez TfR11DMT1 [74], NTBI moze by¢ zrédtem
zelaza komdrek charakteryzujacych sie niska ekspresja
TfR1, takich jak oligodendrocyty [99].

Rola splotu naczyniéwkowego jako struktury biora-
cej udzial w transporcie zelaza z uktadu krazenia do
OUN byta poczatkowo niedoceniana, gtéwnie dlatego,
ze powierzchnie chtonng tej struktury szacowano na
okoto 50% powierzchni chtonnej komérek w BBB [48].
Doktadne badania wykazaly jednak, ze z powodu obec-
no$ci mikrokosmkéw w ependymocytach catkowita
powierzchnia komérek splotu jest 10-krotnie wieksza
niz pierwotnie szacowano [96]. Ponadto przeptyw krwi
przez naczynia splotu naczyniéwkowego jest o okoto 5
razy wiekszy niz przez naczynia BBB [66]. W $wietle tych
danych transport zelaza do OUN przez BCSFB nabiera
istotnego znaczenia. Potwierdzaja to réwniez badania
molekularne. Metoda hybrydyzacji in situ zlokalizowano
w splocie naczyniéwkowym kompletny zestaw bia-
tek potencjalnie aktywnych w transporcie zelaza przez
bipolarne komérki: TfR1, DMT1, ferroportyne i cerulo-
plazmine, hefajstyne i ferrireduktaze - Dcytb (duodenal
cytochrome b) [91], enzym, ktéry zidentyfikowano po
raz pierwszy na blonie apikalnej enterocytéw absorp-
cyjnych dwunastnicy [72]. Biatka te nie zostaly wykryte
w naczyniach wtosowatych splotu [92].

Regulacja transportu zelaza do OUN jest stosunkowo
mato poznanym zagadnieniem. Ilo$¢ zelaza transpor-
towanego do mézgu zmienia si¢ w zalezno$ci od okresu
postnatalnego rozwoju osobniczego: jest niska tuz po
urodzeniu, zwieksza sie we wczesnym okresie neona-
talnym, nastepnie maleje i przez dtugo ustala sie na
niskim poziomie. U szczura fazy te przypadaja na 1 dziet
po urodzeniu (nikly transport zelaza do mézgu), okres
miedzy 1 a 14 dniem po urodzeniu, w ktérym nastepuje
gwaltowny wzrost (z maksimum przypadajacym wta-
$nie na 14 dziefl), a nastepnie réwnie gwattowny spa-
dek [70]. Na podstawie badan przeprowadzonych na
szczurach McCarthy i Kosman zaproponowali model,
wedtug ktérego ilo$¢ zelaza transportowanego do mézgu
w tych okresach zalezy od ewoluujacej interakcji miedzy
komérkami §rédbtonka naczyti wlosowatych tworzacych
BBB a astrocytami, od ekspresji biatek stymulujacych

uwalnianie zelaza przez BBB (hefajstyna, GPI-Cp i sCp)
[70] oraz od zmieniajacej sie w tych komdrkach ekspre-
sji hepcydyny (peptydu hamujacego przeptyw zelaza
przez BBB). Hepcydyna od 15 lat jest uznanym regula-
torem ogdlnoustrojowej homeostazy zelaza [49,59]. Syn-
tetyzowana gtéwnie w hepatocytach, jest uwalniana do
krwi, wigze sie z ferroportyna wystepujaca na blonie
komdrkowej enterocytéw absorpcyjnych i makrofagéw
uktadu siateczkowo-$rédbtonkowego i indukuje degra-
dacje tego biatka, ograniczajac absorpcje zelaza oraz
jego przekierowanie do krwi przez makrofagi [49,59]. Nie
ma dowoddéw wskazujgcych na udzial hepcydyny cyrku-
lujacej w surowicy krwi w regulacji przeptywu zelaza
przez BBB. Nalezy jeszcze raz podkresli¢, ze poza okre-
sem neonatalnym zawarto$¢ zelaza w mézgu w niewiel-
kim tylko stopniu zalezy od ogdlnoustrojowego statusu
zelaza [90,91,92]. Jednak gen Hamp, kodujacy hepcydyne,
ulega ekspresji w wielu strukturach mézgu i rdzenia kre-
gowego myszy [81,116]. Ponadto ekspresje hepcydyny na
poziomie biatka stwierdzono zaréwno w neuronach jak
i komérkach glejowych [116]. Badania in vitro w systemie
kokultur komdérkowych wykazaly, ze obnizenie ekspre-
sji ferroportyny na btonie ludzkich komérek $rédbtonka
naczyniowego BBB byto skutkiem dziatania hepcydyny
uwalnianej przez astrocyty [69]. Urrutia i wsp. wykazali,
ze stan zapalny indukuje ekspresje genu Hamp wtasnie
w astrocytach i komérkach mikrogleju (ale nie w neu-
ronach) pobranych z mézgu szczura [104]. U myszy
z nokautem genu Hamp stwierdzono podwyzszone ste-
zenie ferroportyny w komdrkach $rédbtonka naczyn
BBB [34]. Mimo tych informacji rola hepcydyny syntety-
zowanej w OUN w regulacji transportu zelaza przez BBB
i przez BCSFB oraz w uwalnianiu zelaza przez poszcze-
gélne typy komérek OUN pozostaje nieznana. Schemat
transportu zelaza przez bariery krew-mdzg (BBB) i krew-
-ptyn mézgowo-rdzeniowy (BCSF) oraz cyrkulacja zelaza
w o$rodkowym uktadzie nerwowym (OUN) przedsta-
wiono na rycinie 1.

Wiadomo, ze w komdrkach nerwowych wszystkich
typéw, podobnie jak we wszystkich komérkach ssakdw,
funkcjonuje potranskrypcyjny mechanizm regulujacy
wewnatrzkomdérkowa homeostaze zelaza, pozostajacy
pod kontrola biatek IRP1 i IRP2 (iron regulatory pro-
teins) [99]. Biatka te w zalezno$ci od statusu zelaza
w komdrce (niedoboru lub nadmiaru) w sposéb skoordy-
nowany reguluja procesy transportu zelaza do komdrki,
jego magazynowania oraz usuwania poza komérke
[60,99]. Celem regulacji jest zapewnienie biodostep-
nosci tego mikroelementu w komérce oraz ogranicze-
nia toksyczno$ci. Wydaje sie, ze kontrola metabolizmu
zelaza w poszczegdlnych komérkach nerwowych przez
biatka IRP moze réwniez odgrywacé istotna role w obro-
cie zelaza w OUN (regulacja ilo$ci zelaza uwalnianego
przez jedne komérki oraz pobierania przez inne).
W ogdlnoustrojowym metabolizmie zelaza taka role
petnig biatka IRP w enterocytach i makrofagach. Dla
regulacji metabolizmu zelaza w mézgu szczegélne zna-
czenie moze mie¢ IRP2, gdyz na podstawie przekrojowe;
analizy ekspresji IRP w tkankach ssakéw wykazano, ze
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Ryc. 1. Transport zelaza przez bariery krew-mézg (BBB) i krew-ptyn mézgowo-rdzeniowy (BCSF) oraz cyrkulacja zelaza w osrodkowym uktadzie nerwowym (OUN).
Zelazo jest transportowane z krwi obwodowej do OUN przez dwie bariery komérkowe: BBB i BCSF (obramowanie linig przerywana) w postaci kompleksu

z transferyna (Tf-Fe,). W transporcie przez bariere BBB uczestnicza dwubiegunowe komérki Srodbtonka naczyn wiosowatych (endotelium), natomiast w transporcie
przez BCSF uczestnicza komérki ependymy wyposazone w mikrokosmki (struktury nalezacej do OUN). Specyficzna rola kazdego z tych dwdch réznych szlakow
dostarczania zelaza do OUN jest nieznana. Molekularny mechanizm transportu opiera sie na receptorze transferyny 1 (TfR1), transporterze metali dwuwartosciowych
1 (DMT1), ferroportynie (FPN) oraz na miedziozaleznych ferrooksydazach (moga to by¢ ceruloplazmina wystepujaca w dwdch postaciach: btonowej — GPI-Cp

i rozpuszczalnej — sCp oraz hefajstyna — Heph). W eksporcie zelaza z endotelium do ptynu miedzykomérkowego OUN uczestniczy rowniez biatko prekursorowe
B-amyloidu (APP). Biatkiem transportujacym zelazo do komérek OUN (astrocytow, komdrek mikrogleju, neuronéw) jest cyrkulujaca w ptynie miedzykomérkowym
transferyna (Tf) syntetyzowana przez oligodendrocyty (czego nie zaznaczono na rycinie). Jest ona catkowicie wysycona zelazem, tak wigc zelazo, ktdre nie

moze by¢ do niej przytaczone, wystepuje w kompleksach z niskoczasteczkowymi zwiazkami np z cytrynianem. Zelazo to tworzy tzw. pule zelaza niezwiazanego

z transferyng (NTBI). Wspétdziatanie poszczegdlnych komérek w przemieszczaniu zelaza w obrebie OUN nie jest dostatecznie poznane. Astrocyty kontaktuja

sie z komorkami endothelium przez tzw. stopki ssace. Cp-GPI wystepujaca na ich btonie komdrkowej uczestniczy w transporcie zelaza z komorek srddbtonka.
Neurony moga pobierac zelazo zardwno w formie Tf-Fe,, jak i w formie kompleksu Fe-cytrynian. Sa to komérki wyposazone w pefny zestaw biatek niezbednych do
utrzymania wewnatrzkomdrkowej homeostazy. Na rysunku zaznaczono najwazniejsze z nich: TfR1, DMT1, FPN i ferrytyne (FT). Biatka te wspétdziataja w utrzymaniu

optymalnego poziomu zelaza w tzw. labilnej puli zelaza w cytoplazmie (LIP)

najwyzsze stezenie IRP2 wystepuje wtasnie w mézgo-
wiu [41]. Wyniki badari grupy Rouault wykazaty takze,
ze chociaz u myszy z nokautem genu Irp2 (KO IRP2)
nie odnotowano zmian w catkowitej zawartosci zelaza
w mézgu, to jednak brak aktywnosci IRP2 wplywa na
zwiekszenie zawarto$ci zelaza w niektérych struktu-
rach mézgu (ktére wyszczegdélniono w [60]) oraz na
wystepowanie zmian neurodegeneracyjnych objawiaja-
cych sie zaburzeniem koordynacji ruchowej [55]. Auto-
rzy sugerujg, ze bezposrednia przyczyna degeneracji
komdrek nerwowych u myszy KO IRP2 moze by¢, para-
doksalnie, tzw. funkcjonalny niedobdr zelaza. Oznacza

to, ze zelazo w tych komérkach jest zwigzane gtéwnie
z ferrytyng (stad detekcja ztogéw zelaza w postaci fer-
rytyny stwierdzona w preparatach mézgu myszy KO
IRP2), ktdrej niekontrolowana synteza, z powodu braku
gtéwnego represora tego procesu, jakim w mdzgu jest
IRP2, prowadzi do drastycznego ograniczenia biolo-
gicznej dostepnosci zelaza i zaktGcenia przebiegu reak-
cji biochemicznych zwigzanych z aktywnoscia jonéw
tego metalu [44]. Nalezy podkresli¢, ze badania Galy-
"ego 1 wsp. [25] prowadzone na innym modelu myszy
KO IRP2, nie potwierdzily obserwacji dotyczacych
zmian neurodegeneracyjnych opisanych przez bada-
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czy z grupy Rouault [55]. W $wietle tej kontrowersji
rola biatek IRP, a szczegélnie IRP2, w utrzymaniu home-
ostazy zelaza w OUN wciaz oczekuje na wyjasnienie.

Regulacja metabolizmu zelaza w OUN pozostaje cia-
gle procesem kryjacym wiele tajemnic. Stabo poznane
sa mechanizmy obrotu zelaza w OUN i jego dystrybu-
cji miedzy réznymi strukturami mézgu. Niewyjadnione
pozostaja mechanizmy preferencyjnej akumulacji zelaza
z wiekiem (u cztowieka poczawszy od 3 dekady zycia)
w takich strukturach mézgu jak istota czarna (substantia
nigra), skorupa (putamen), jadro ogoniaste (caudate nuc-
leus) [35,37,40,87,115], czy gatka blada (globus pallidus),
w ktérej stezenie zelaza jest poréwnywalne z zawar-
toscia zelaza w watrobie, gdzie sa magazynowane jego
rezerwy na potrzeby calego organizmu [90]. Nieznane
sa mechanizmy wspéldziatania najwazniejszych komé-
rek w OUN: neuronéw, oligodendrocytéw, astrocytéw
i komérek mikrogleju w regulacji metabolizmu zelaza.
Identyfikacja komérek odpowiedzialnych za synteze
hepcydyny w OUN oraz mechanizméw regulujacych ten
proces bytaby niewatpliwie istotnym krokiem w pozna-
niu regulacji molekularnych szlakéw transportu zelaza
do OUN, ale réwniez przeptywu zelaza miedzy komér-
kami réznych typéw wystepujacych w OUN. Poza tym
istotne byloby poznanie wspétdziatania osi regulato-
rowej hepcydyna-ferroportyna z systemem IRP/IRE.
Poznania wymagaja réwniez molekularne mechanizmy
zwrotnego transportu zelaza z mézgu do uktadu kra-
zenia i ich regulacja. Wszystkie wymienione regulacje
sa niewatpliwie niezbedne do utrzymania homeostazy
zelaza w OUN.

ZABURZENIE METABOLIZMU ZELAZA U PACJENTOW Z ALS ORAZ
W MYSICH | KOMORKOWYCH MODELACH ALS

Wystepowanie zaburzenia metabolizmu zelaza stwier-
dzono zaréwno u pacjentéw z ALS, jak i na modelach
zwierzecych tej patologii. O ile jednak analizy zelaza
u chorych na ALS dotycza 0séb ze sporadyczng posta-
cig ALS (na ogét o nieznanej etiologii), o tyle w bada-
niach metabolizmu zelaza na modelach zwierzecych
zdecydowanie dominuja myszy, nosiciele zmutowanego
ludzkiego genu SODI (najczesciej SOD1%*A i SOD1%7F),
U pacjentéw z ALS prawidtowoscia jest podwyzszenie
warto$ci biochemicznych parametréw zelaza w surowicy
krwi oraz zmiany stezenia markeréw biatkowych wska-
zujacych na zaburzenia o charakterze nadmiaru zelaza.
Dotyczy to podwyzszonego stezenia zelaza w surowicy
[107], zwiekszonego wysycenia transferyny surowicy
krwi jonami zelaza, podwyzszonego stezenia ferrytyny
[28,43,73,78,107,113] oraz obnizonego stezenia trans-
feryny [45]. W badaniach duzej liczby pacjentéw z ALS
(n=694), stwierdzono mniejszg przezywalno$é (o okoto
300 dni) chorych z grupy o wyzszym stezeniu ferrytyny
w poréwnaniu do chorych wykazujacych nizsze steze-
nie tego biatka [78]. Inne badania wykazaty natomiast,
ze postep w rozwoju ALS jest pozytywnie skorelowany
ze stezeniem ferrytyny w surowicy [43]. Na podstawie
monitorowania stezen ferrytyny i transferyny w suro-

wicy krwi mozliwe jest odréznienie z 82% doktadno$cia
chorych na ALS od zdrowych osobnikéw [73]. Chociaz
w diagnostyce stezenie ferrytyny jest zwykle postrze-
gane jako typowy marker wskazujacy na zawarto$é
zelaza w watrobie, to jednak interpretujac wysokie war-
tosci ferrytyny w surowicy krwi nalezy wykluczy¢ wyste-
powanie stanu zapalnego, ktéry wptywa na podniesienie
stezenia ferrytyny niezalezenie od stanu rezerw zelaza
w organizmie [109]. Stan zapalny zostat wykluczony jako
przyczyna podwyzszonego stezenia ferrytyny w suro-
wicy chorych na ALS przez Goodalla i wsp. [28], jednak
ciggle bez odpowiedzi pozostaje intrygujace pytanie
o zrédto podwyzszonego stezenia ferrytyny w surowicy
krwi pacjentéw z ALS. Niewatpliwie tym Zrddlem nie
jest watroba, organ niewykazujacy zmian w metaboli-
zmie zelaza w przebiegu ALS. Wydaje sie, ze okre$lenie
tego Zrédla rzucitoby $wiatto na role zelaza w patoge-
nezie ALS.

Dzieki zastosowaniu techniki obrazowania metoda rezo-
nansu magnetycznego [93], u pacjentéw z ALS wykryto
depozyty zelaza w zakrecie przed$rodkowym (gyrus
precentralis) pierwszorzedowej kory ruchowej [42,52].
Powtdrne badania tych samych pacjentéw, przeprowa-
dzone po 6 miesigcach wykazaly powiekszenie depozy-
téw [42]. Wyniki badaf przyzyciowych potwierdzono
wynikami badan histologicznych post mortem, w ktérych
zlokalizowano zlogi zelaza (barwienie blekitem pruskim
- metoda Perlsa) w tych samych strukturach mézgu,
w komdérkach mikrogleju, w ktérych stwierdzono takze
podwyzszone stezenie ferrytyny [52]. Wzrost zawarto$ci
zelaza stwierdzono réwniez w neuronach rdzenia krego-
wego, ktérego prébki pobrano post mortem od chorych na
ALS [47]). Z wynikami badar $wiadczacych o gromadze-
niu sie zelaza w korze ruchowej pacjentéw z ALS zbiega
sie sugestia wskazujgca na polimorfizm H63D genu
HFE, jako na czynnik zwiekszajacy ryzyko wystapienia
tej patologii u ludzi [80]. Biatko HFE (biatko hemochro-
matozy) wystepujace na blonie komdrek syntetyzuja-
cych hepcydyne (gtéwnie hepatocytédw), jest jednym
z elementéw w szlaku indukeji ekspresji tego peptydu.
Mutacje w genie HFE - najcze$ciej wystepujaca mutacja
C282Y, ale réwniez mutacja H63D, prowadzg do prze-
mieszczenia biatka z blony komérkowej do cytoplazmy,
co wigze sie z utrata jego funkcji w szlaku sygnalizacyj-
nym. Nastepuje zmniejszenie syntezy hepcydyny, pocia-
gajac za sobg zwiekszong absorpcje zelaza z diety i jego
nadmierng akumulacje w organizmie [2]. W przeciwien-
stwie do przytoczonych wynikéw, autorzy ostatnich
badan przeprowadzonych wsrdéd duzej grupy chorych
na ALS i osobnikéw zdrowych (odpowiednio 3962 i 5047
oséb) z 7 krajéw europejskich zdecydowanie przeko-
nuja, ze polimorfizm H63D nie jest czynnikiem ryzyka
wystepowania ALS i wnioskuja o ponowne rozwazenie
roli HFE w patogenezie ALS [105]. Jako kolejny poli-
morfizm, ktéry moze wplywaé na czas trwania choroby
u pacjentéw ze sporadyczng postaciag ALS, typowany jest
polimorfizm genu SLC11A2, kodujacego biatko DMT1 [9].
Chociaz badania metabolizmu Zelaza u pacjentédw z ALS
majg stosunkowo ograniczony zakres, to jednak wyraz-
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nie wskazuja na role zelaza w patogenezie sporadycznej
postaci tej choroby.

Modele zwierzece (mysie i szczurze) ALS stwarzaja
o wiele wieksze mozliwosci badania molekularnych
mechanizméw akumulacji zelaza w neuronach rucho-
wych w ALS. Sa to gtéwnie modele, w ktérych transge-
niczne gryzonie sa nosicielami zmutowanego ludzkiego
genu SODI1, kodujacego dysmutaze ponadtlenkowa 1
(SOD1; Cu,Zn-SOD), enzym katalizujacy reakcje dyspro-
porcjonowania anionorodnika ponadtlenkowego (0,),
ktérej produktem jest tlen czasteczkowy (0,) i nadtle-
nek wodoru (H,0,) [71]. Mutacje w genie SOD1 u ludzi
sa odpowiedzialne za okoto % przypadkdéw tzw. postaci
rodzinnej ALS (fALS, familial ALS), uwarunkowanej
genetycznie, ktéra stanowi zaledwie 10% wszystkich
przypadkéw ALS wystepujacych u ludzi [76]. Dominu-
jaca postacig ALS jest tzw. postaé sporadyczna ALS (SALS,
sporadic ALS), na ogé6t o nieznanej etiologii. W 1993 r.
Rosen i wsp. po raz pierwszy wykazali powigzanie mie-
dzy mutacjami w genie SODI a wystepowaniem fALS [89].
Obecnie znanych jest co najmniej 160 mutacji w ludzkim
genie SOD1 odpowiedzialnych za wystepowanie ALS [97].
Chociaz u transgenicznych gryzoni, nosicieli zmutowa-
nego genu SOD1, rozwijaja sie objawy choroby neuronéw
ruchowych przypominajace te wystepujace u pacjentéw
z ALS, to jednak modele te majg swoja specyfike, ktéra
nie wystepuje u chorych na ALS. Polega ona na tym, ze
transgeniczne zwierzeta poza wlasnym prawidtowym
genem Sod1, eksprymuja (czesto w wielu kopiach) zmu-
towany ludzki gen SOD1. Co istotne, wiekszo$é mutacji
genu SODI nie wplywa na aktywno$¢ enzymu [103], tak
wiec transgeniczne zwierzeta z nadekspresjg zmutowa-
nego genu charakteryzuja sie podwyzszona aktywnoscia
SOD1 [103]. W naszych badaniach na myszach z nade-
kspresja genu SOD1*4 (podstawienie glicyny w miejsce
alaniny w pozycji 93), utworzonych przez Gurneya i wsp.
[31], a skomercjalizowanych przez Jackson Laboratory
(Bar Harbor, ME), wykazali$my, ze aktywno$¢ SOD1 we
wszystkich analizowanych organach jest kilkakrotnie
wyzsza od aktywnos$ci u myszy kontrolnych [24]. Tur-
ner i Talbot zwracaja uwage na niepozadane dziatania
nadekspresji ludzkiego prawidtowego genu SODI u trans-
genicznych myszy, w tym zwigzane z funkcjonowaniem
uktadu nerwowego [103]. Zwiekszona aktywno$¢ SOD1
nie wystepuje w ludzkiej patologii, dlatego na wyniki
wskazujgce na zmiany w metabolizmie zelaza uzyskane
na bazie modeli zwierzecych ALS nalezy patrzeé réw-
niez w kontekscie potencjalnej regulacji metabolizmu
zelaza przez H,0,, jeden z produktéw reakcji katalizowa-
nej przez SOD1. Nalezy podkresli¢, ze H,0,, reaktywna
pochodna tlenu, jest znanym czynnikiem transkryp-
cyjnie i potranskrypcyjnie regulujacym ekspresje wielu
genéw metabolizmu zelaza [62]. Ponadto w obecnosci
jonéw Fe?, H,0, moze by¢ zredukowany do rodnika OH;,
zgodnie z przebiegiem reakcji Fentona.

Powyzsze uwagi dotyczace modeli zwierzecych ALS
odnosza sie réwniez do modeli komérkowych, w kté-
rych komérki, najczesciej wywodzace sie z komérek

nowotworowych wspétczulnego uktadu nerwowego
(neuroblastoma), sg transfekowane zmutowanym ludz-
kim genem SOD1. Zwiekszong akumulacje zelaza w neu-
ronach ruchowych stwierdzono w dwdch najczesciej
badanych mysich modelach ALS, ktére charakteryzuja
sie zréznicowanym tempem rozwoju patologii: szybkim
- SOD1°*[109] i wolnym - SOD1%7® (substytucja glicyny
w miejsce argininy w pozycji 46) [45]. U 12-miesiecznych
myszy SOD1%® wykazujacych symptomy ALS zlogi zelaza
zlokalizowano w neuronach ruchowych rdzenia krego-
wego w postaci punktowych cytoplazmatycznych inklu-
zji. W komdrkach tych nie stwierdzono ani zwiekszonego
stezenia cytoplazmatycznej ferrytyny, ktére zwykle
$wiadczy o podwyzszonym statusie zelaza w komérce,
ani zwiekszonego stezenia TfR1 [45], ktéry ulega eks-
presji na btonie komdrkowej neurondéw i determinuje
potencjat transportu zelaza do komérki. Obserwowano
natomiast wyraznie zwiekszone stezenie DMT1, co cze-
$ciowo wyjasnia molekularny mechanizm gromadze-
nia zelaza w neuronach ruchowych. Wazna obserwacja
poczyniong w tych komdérkach jest podwyzszone steze-
nie ferrytyny mitochondrialnej (FtMt) [45], ktéra ziden-
tyfikowano dopiero w 2001 r. [57]. W przeciwiefistwie
do wszechobecnej ferrytyny cytoplazmatycznej (wyizo-
lowanej i skrystalizowanej przez Laufbergera w 1936
r. [13]), wystepowanie FtMt u cztowieka i myszy ogra-
nicza sie do kilku organéw i typéw komérek, a wsréd
nich jej ekspresje na poziomie mRNA i biatka stwier-
dzono w neuronach mézgu i rdzenia kregowego [57].
Nalezy doda¢, ze gtéwna funkcja tego biatka polega na
ograniczeniu puli labilnego Zelaza generujagcego reakcje
Fentona w mitochondriach [57]. Ztogi zelaza wystepuja
réwniez w komérkach glejowych w rdzeniu kregowym
myszy SOD1R wykazujacych symptomy ALS. W komér-
kach tych obserwowano zaréwno zwiekszone stezenie
TfR1, jak i ferrytyny, co jednoznacznie okresla moleku-
larne mechanizmy transportu zelaza do tych komérek
i jego magazynowania. Chociaz badania Jeonga i wsp.
[45] nie identyfikuja molekularnych mechanizméw aku-
mulacji zelaza w neuronach ruchowych myszy SOD1%7%,
to jednak ogromna ich zaleta jest okre$lenie ekspresji
i lokalizacji komérkowej i subkomdrkowej niektérych
biatek metabolizmu zelaza, a takze komérkowej dystry-
bucji zelaza. Badania Wanga i wsp. na mysim modelu
ALS o szybkim postepie choroby (nadekspresja ludz-
kiego zmutowanego genu SOD1°*) wskazuja réwniez
na wzrost catkowitego stezenia zelaza w rdzeniu krego-
wym transgenicznych myszy w poréwnaniu do myszy
kontrolnych (wzrost 1,5-krotny i 1,8-krotny odpowied-
nio u myszy 90- i 120-dniowych) [108]. Autorzy stwier-
dzili réwniez wzrost ekspresji TfR1 (na poziomie biatka),
ale poniewaz analize te przeprowadzono na catkowitych
ekstraktach tkankowych otrzymanych z rdzenia krego-
wego, wzrostu tego nie mozna przypisa¢ do danego typu
komérek nerwowych w rdzeniu kregowym [108]. Nie-
watpliwie waznym dowodem na udziat zelaza w pato-
genezie ALS w mysich modelach SOD1°**i SOD1%"® jest
terapeutyczne dziatanie chelatoréw zelaza. Traktowanie
myszy SOD1%7 lipofilnym chelatorem zelaza SIH (salicyl
aldehyde isonicotinoyl hydrazone, hydrazon izotyko-
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tynianowy aldehydu salicylowego) poprawiato funkcje
lokomotoryczne myszy, ograniczato utrate masy ciata
oraz wplywato na przedtuzenie zycia myszy $rednio o 5
tygodni. Analiza histologiczna wykazata wieksza przezy-
walno$¢ neuronéw rdzenia kregowego oraz 5-6-krotne
zmniejszenie depozytéw zelaza w neuronach i komér-
kach glejowych rdzenia kregowego [45]. Bardzo podobne
efekty terapeutycznego zastosowania innych chelato-
réw zelaza przenikajacych do mézgu obserwowano na
mysim modelu ALS SOD19*4[51,108].

W ALS poza degeneracjg neuronéw ruchowych docho-
dzi do uszkodzenia i dysfunkcji miesni szkieletowych.
Dobrowolny i wsp. wykazali, ze selektywna nadekspre-
sja ludzkiego genu SOD1°** w mies$niach szkieletowych
myszy doprowadza do wystepowania stresu oksydacyj-
nego w komdrkach mie$niowych, zaburzenia funkcji
mitochondriéw i postepujacej atrofii mie$ni, objawdw
podobnych do tych, ktére wystepuja u myszy z ogdlno-
ustrojowg nadekspresja tego zmutowanego genu [19].
Wystepowanie zaburzenia metabolizmu zelaza obser-
wowano w mie$niach szkieletowych szczuréw, nosicieli
genu SOD1%* [36,37]. U zwierzat tych stwierdzono pod-
wyzszone stezenia podjednostek H- i L-ferrytyny, obser-
wowano zwiekszong ubikwitynacje obu peptyddéw, co
wedlug autoréw wskazuje na zaburzenie funkgji ferry-
tyny jako biatka ograniczajacego pule zelaza reaktyw-
nego w reakcji Fentona [36]. Zmiany w ekspresji genéw
metabolizmu zelaza (H-ferrytyny i ferroportyny) w mie-
$niach szkieletowych obserwowano juz w stadium pre-
symptomatycznym u szczurdéw SOD1°4, ich skutkiem byt
wzrost zawarto$ci zelaza w mie$niach [38].

Badania na komérkowych modelach ALS, chociaz nie
maja bezposredniego odniesienia do samej patologii,
stanowia interesujacy punkt wyjécia do analizy mole-
kularnych mechanizméw patogenezy ALS, w tym ana-
lizy mechanizméw deregulacji metabolizmu zelaza
w ALS. Hadzhieva i wsp. podjeli tego typu badania na
ludzkich komérkach neuroblastomy SH-SY5Y stabil-
nie transfekowanych zmutowanym ludzkim genem
SOD1°%4 [33]. Jako komérki kontrolne uzyli komérek
transfekowanych prawidtowym ludzkim genem SOD1.
W badaniach obserwowano zwiekszenie zawarto$ci
zelaza w lizatach komérkowych uzyskanych z komé-
rek SOD194 w poréwnaniu do lizatéw z komdrek kon-
trolnych. Stwierdzono réwniez zwiekszong ekspresje
gendw SLC11A2 i TfR1 na poziomie mRNA, co sugeruje
mechanizm zwiekszonego poboru zelaza przez komérki
SOD1%%4, Mimo zwiekszonej ekspresji mitoferryny 1
(biatka wystepujacego na wewnetrznej btonie mito-
chondrialnej, transportujacego zelazo z cytoplazmy do
mitochondriéw [84]), nie stwierdzono réznic w zawar-
tosci zelaza w mitochondriach izolowanych z komérek
SOD1%**Ai z komérek SOD1. Interesujgce podejcie meto-
dyczne przyjeto w badaniach nad komérkowym meta-
bolizmem zelaza prowadzonych na ludzkich komérkach
glejaka/gwiaZzdziaka (glioblastoma/astrocytoma cells
U373 MG (U373)) z nadekspresja zmutowanych ludzkich
genéw SOD1%*4 (mutacja niewptywajaca na aktywno$¢é

enzymatyczng SOD1) i SOD1#6® (substytucja histydyny
w miejsce argininy w pozycji 46), jedng z mutacji leza-
cych u podtoza ALS w rodzinnej postaci ALS, powoduja-
cej zahamowanie aktywno$ci SOD1) oraz z nadekspresja
,dzikiego” genu SODI [18]. Stwierdzono, ze ekspresja
i aktywno$¢é SOD1 sag najwyzsze w komdrkach SOD19%%4
i SOD1, natomiast w komdrkach SOD1#4R ekspresja SOD1
jest nawet nizsza niz w komérkach nietransfekowanych.
Wykorzystujac ten kompleksowy uktad doswiadczalny
stwierdzono zwiekszong ekspresje TfR1 (na poziomie
biatka) w liniach komérkowych o podwyzszonej aktyw-
nosci SOD1 (SOD1** i SOD1), natomiast wzrost ferrytyny
obserwowano tylko w komérkach transfekowanych
genem ,,dzikim” (SOD1). Co niemniej istotne, stezenie
ferrytyny w obu liniach komérkowych transfekowanych
zmutowanymi genami SOD1°*4i SOD1#k byto poréwny-
walne do stezenia tego biatka w komérkach nietransfe-
kowanych. Wyniki dobitnie dowodzg, Ze niektére zmiany
w metabolizmie zelaza obserwowane w badaniach z uzy-
ciem modeli zwierzecych i komérkowych ALS sa jedynie
skutkiem zwiekszonej aktywno$ci enzymatycznej SOD1
i nie wigzg si¢ z wystepowaniem mutacji w genie SODI.

Niewiele wiadomo na temat regulacji ekspresji genéw
metabolizmu zelaza w ALS. Funkcjonowanie systemu
IRP/IRE bylo przedmiotem badati na mysich i komdér-
kowych modelach ALS. Badania proteomiczne prowa-
dzone na asymptomatycznych myszach z nadekspersja
SOD1%%%4 wykazaty, ze w rdzeniu kregowym tych zwie-
rzat poziom IRP1 jest 2-3-krotnie mniejszy od poziomu
tego biatka u myszy kontrolnych [67]. Nasze badania nie
potwierdzaja jednak tej obserwacji. Analiza poziomu
biatka IRP1 w rdzeniu kregowym i w mézgu asympto-
matycznych i symptomatycznych myszy SOD1°** nie
wykazata zmian w poréwnaniu do myszy z nadekspresja
dzikiego genu SOD1 oraz w poréwnaniu do myszy kon-
trolnych [24]. W rdzeniu kregowym myszy z nadekspre-
sja SOD1® wykazano zwiekszenie aktywnosci wigzania
sie IRP z IRE w poréwnaniu do aktywnosci stwierdzo-
nej u myszy kontrolnych (posiadajacych jedynie swdj
wlasny gen Sod1) [45]. Jednak interpretacja wyniku
ze wzgledu na rézne wzorce ekspresji genéw w réz-
nych typach komérek rdzenia kregowego jest trudna.
Ponadto w tych badaniach powraca problem doboru
odpowiedniej grupy kontrolnej myszy. Jak wykazuja
wyniki badat in vitro, aktywacje IRP1 (zwiekszenie pro-
porcji postaci apo-IRP1 do holo-IRP1) obserwowano
zaréwno w komérkach transfekowanych SOD1%*, jak
i w komdrkach transfekowanych ,,dzikim” genem SOD1.
Oznacza to, ze na aktywacje IRP1 wplywa zwiekszenie
aktywnosci SOD1. Ekspresja mRNA regulowanych przez
IRP1 w rdzeniu kregowym (DMTT1, ferroportyny i TfR1)
nie byta zawsze zgodna z kanonem potranskrypcyjnej
regulacji przez apo-IRP1: owszem, w rdzeniu kregowym
obserwowano zwiekszona ekspresje DMT1 (zgodne ze
stabilizacja transkryptu DMT1 zawierajacego sekwen-
cje IRE w koricu 3’'UTR przez apo-IRP1), ale juz ekspre-
sja TfR1, ktéry powinien by¢ regulowany podobnie jak
DMT1, pozostawata bez zmian [45]. Natomiast ekspresja
ferroportyny rosta, gdy tymczasem, apo-IRP1 powinno
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hamowa¢ translacje transkryptéw zawierajacych IRE
w koicu 5’'UTR (w tym translacje mRNA ferropor-
tyny) [45]. Oczywicie, system IRP/IRE nie jest jedynym
wplywajacym na regulacje genédw metabolizmu zelaza.
Zmiany na poziomie mRNA obserwowane w badaniach
mysich [45,108] i komérkowych [33] modelach ALS suge-
ruja silna regulacje transkrypcyjna, ktérej mechanizmy
nie sa jednak znane. Jezeli uwzgledni sie brak informacji
na temat regulacji metabolizmu zelaza w ALS przez hep-
cydyne, to staje sie oczywiste, ze molekularne mecha-
nizmy zaburzenia homeostazy zelaza w ALS wymagaja
jeszcze wielu badan.

Uwaza sie, ze stres oksydacyjny odgrywa jedna z gtéw-
nych rél w degeneracji neuronéw ruchowych wystepu-
jacej w ALS [5]. W przypadkach fALS uwarunkowanego
mutacjami w genie SOD1 oraz w mysich modelach ALS
z nadekspresja zmutowanego ludzkiego genu SOD1, Zré-
dlem nadmiaru reaktywnych pochodnych tlenu cza-

PismienNICTWO

steczkowego moze by¢ nabycie nowej funkeji (gain of
function) przez SOD1, syntetyzowanej na bazie zmu-
towanego genu. Nowa aktywno$é SOD1 moze polegad
na zdolno$ci generowania rodnika hydroksylowego,
a takze na zdolnosci katalizowania reakcji peroksyda-
cji. Wiadomo, ze w warunkach stresu oksydacyjnego
nastepuje zaburzenie wewnatrzkomdrkowej home-
ostazy zelaza [62], czego skutkiem jest zwiekszenie
tzw. labilnej puli zelaza, aktywnego w reakcji Fentona
[50]. Wydaje sie wiec, ze deregulacja homeostazy zelaza
w neuronach ruchowych jest przede wszystkim czyn-
nikiem zwiekszajacym natezenie stresu oksydacyjnego,
czego dowodem sa cze$ciowo pozytywne skutki tera-
pii z zastosowanie chelatoréw zelaza u myszy, nosicieli
zmutowanego genu SODI. Nie wydaje sie prawdopo-
dobne, jak rozwazaja to niektérzy autorzy [33], aby
zmiany w ekspresji genéw metabolizmu zelaza w ALS
wyprzedzaly w czasie i indukowaly wystepowanie
stresu oksydacyjnego.
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