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Abstract
There are numerous data which pointed out that iron overload may promote development of atherosclerosis.
Our recently obtained results suggest a mechanism that may directly link iron overload with atherosclerosis.
Specifically, iron overload may favour the persistence of harmful labile (free) iron pool (LIP), which may
catalyse generation of the potentially carcinogenic 8-oxodeoxyguanosine (8-oxodG) moiety in the cellular
DNA as well as may be responsible for LDL oxidation.
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Streszczenie

Wolne zelazo (niezwiqzane z biatkami) moze katalizowac powstawanie w organizmie reaktywnych form
tlenu (ROS), w tym wolnych rodnikéw. Reaktywne formy tlenu mogg uszkadzac bioczgsteczki, takie jak DNA,
biatka oraz lipidy. Obecnie w wielu pracach podkresla sie, ze katalizowana przez zelazo peroksydacja lipidow
(LDL) oraz uszkodzenia oksydacyjne DNA mogq by¢ znaczgcym czynnikiem w formowaniu zmian miazdzy-
cowych. Zagadnieniu temu poswiecone jest ponizsze opracowanie. Dotychczas nie poznano mechanizmu
molekularnego, poprzez ktdry zelazo moze stymulowac zmiany miazdzycowe. W tym kontekscie niezwykle
intrygujgcq wydaje sie hipoteza, ze miazdzyca moze rozwijac sie na tle zmian indukowanych uszkodzenia-
mi DNA (8-oksydG) utrwalonymi w postaci mutacji. Zmiany te prowadzifyby do patologicznej proliferacji
komdrek miesni gtadkich sciany naczyn krwionosnych i w efekcie mogq przypominac rozwdj guza fagodnego.
Oksydacyjne uszkodzenia DNA (8-oksydG) obserwowano tez w limfocytach u pacjentéw chorych na miazdzyce,
a nalezy pamietac, ze plytki miazdzycowe takze zawierajq limfocyty. W badaniach przeprowadzonych przez
autordw niniejszego artykufu po raz pierwszy na swiecie wykazano, ze pula wolnego zelaza jest okofo
2-krotnie wyzsza w limfocytach u pacjentéw z miazdzycq w poréwnaniu z grupq kontrolng.

Zatem zrozumienie molekularnego podfoza zmian miazdzycowych i roli zelaza w tym procesie wydaje sie
obecnie jednym z kluczowych probleméw biologii molekularnej i nauk klinicznych.

Stowa kluczowe: zelazo, wolne zelazo, wolne rodniki, peroksydacja lipidéw, oksydacyjne
uszkodzenia DNA, miazdzyca
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Introduction

Reactive oxygen species (ROS) are the products of
partial reduction of oxygen. These species which include
superoxide anion, hydrogen peroxide and hydroxyl radi-
cal are continuously produced in living cells as by-prod-
ucts of normal metabolism [|-3]. During mitochondrial
respiration 1-5 % of the oxygen undergo single electron
transfer generating the superoxide anion (O3) radical in
amounts corresponding to 2 kg per year for a human be-
ing. Reactive oxygen species have been postulated to play
significant role in etiology of at least 50 deiseases including
rheumatoid arthritis, cancer, atherosclerosis, myocardial
infraction, Parkinson’s deisease and AIDS. Reperfusion of
ischemic tissues and chronic inflamation lead also to gen-
eration of ROS. Furthemore, UV and ionizing irradiation,
wide variety of drugs and xenobiotics can stimulate the
formation of ROS. A variety of carcinogens,, including ben-
zene, aflatoxin and benzopyrene may exert their effect
partly through generation of ROS during their metabo-
lism. The superoxide radical is degraded by superoxide
dismutase (SOD) and hydrogen peroxide by catalase.
However, reaction of hydrogen peroxide with transition
metal ions, like iron, leads to highly reactive hydroxyl rad-
ical (OH). Interaction of this radical with cellular compo-
nents may result in damage to biomolecules including DNA
[4]. ROS can produce various kinds of DNA lesions, among
them 8-oxodeoxyguanosine (8-oxodG). This oxidative
DNA adduct is regarded as a good biomarker of cancer
risk from oxidative stress, for investigations of effective-
ness of dietary antioxidants and as a general index of oxi-
dative stress in relation to other diseases such as cardio-
vascular diseases.

Iron metabolism and oxidative
DNA damage

Iron has the capacity to accept and donate electrons
easily, changing between ferric (Fe?") and ferrous (Fe’*)
iron. Due to this feature it is useful component of cyto-
chroms and oxygen binding molecules like hemoglobin and
myoglobin (Table I) [5]. However, inside the cell iron can
exist in another form, as a “free” or “labile” iron (LIP, iron
not bound to proteins). LIP-associated iron is in dynamic
equilibrium with other sequestered iron forms in the cell
and is bound to cytosolic low molecular weight ligands that
have not yet been identified. This iron form is catalytically
active and participates in the reaction involved in the pro-
duction of harmful ROS (the Haber-Weiss reaction) [I]
(Fig. 1). Therefore, proteins sequester iron to reduce this
threat. Iron ions circulate bound to plasma transferrin
whereas ferritin serves to accumulate it [6-8]. In our study
we analysed the broad spectrum of the components that
affect iron metabolism as well as their possible association

Wstep

Obecnie wiadomo, ze wolne zelazo (niezwigzane
z biatkami) moze katalizowaé powstawanie niebezpiecz-
nych dla organizmu reaktywnych form tlenu (ROS, reac-
tive oxygen species), a te natomiast mogg uszkadzac bio-
czasteczki, takie jak DNA, biatka oraz lipidy. Uszkodzo-
ne makroczasteczki, w wyniku dziatania ROS, moga
uczestniczy¢ w patogenezie wielu choréb, w tym w zmia-
nach prowadzacych do rozwoju miazdzycy [1-3]. Zagad-
nienie to wydaje si¢ istotne, poniewaz w organizmie czto-
wieka tylko podczas oddychania komérkowego 1-5%
tlenu moze uczestniczy¢ w tworzeniu anionorodnika po-
nadtlenkowego (Oy), i to w ilosci odpowiadajacej 2 kg
rocznie. Ponadto wiadomo, ze O, jest metabolizowany
z udziatem dysmutazy ponadtlenkowej (SOD, superoxide
olismutase) do formy nadtlenku wodoru (H,0O,). Nadtlenek
wodoru w reakgiji katalizowanej przez jony metali przej-
$ciowych, w tym jony zelaza (Fe*’, Fe*?), uczestniczy
W tworzeniu wysoce reaktywnego rodnika hydroksylowe-
go (OH), ktéry moze reagowaé z kazda napotkang cza-
steczka, w tym z DNA i lipidami. Reaktywne formy tlenu
moga powodowac rézne uszkodzenia DNA, a charakte-
rystycznym efektem ich oddziatywania z DNA jest po-
wstanie 8-oksy-2’-deoksyguanozyny (8-oksydG) — pro-
mutagennej modyfikacji. Ta oksydacyjna modyfikacja
DNA jest dobrym biowskaznikiem stresu oksydacyjnego
i niektérych choréb cztowieka, wtacznie z chorobami
uktadu sercowo-naczyniowego [4].

Obecnie sugeruje sig, ze katalizowana przez zelazo
peroksydacja lipidéw (wolnorodnikowy proces utlenia-
nia lipidow, w ktérym powstaja nadtlenki lipidowe) oraz
uszkodzenia oksydacyjne DNA moga by¢ znaczacym
czynnikiem w formowaniu zmian miazdzycowych.

Zatem zelazo, ktére jak wiadomo jest niezbednym
czynnikiem funkcjonowania organizmu (patrz nizej), ma
takze to drugie, ,,grozne” oblicze — w warunkach pod-
Wwyzszonego wystepowania moze stanowic istotne za-
grozenie dla organizmu. Temu problemowi poswieco-
ny jest niniejszy artykut, poniewaz wciaz niejasne s3 me-
chanizmy, za pomoca ktérych zelazo moze stymulowacé
zmiany miazdzycowe.

Metabolizm zelaza a stres oksydacyjny
Zelazo jest metalem niezbednym do funkcjonowania
niemal wszystkich form zycia. Szczegélne znaczenie zela-
za w uktadach biologicznych wiaze sie z tym, ze zmiany
stanu utlenienia tego pierwiastka Fe’" <> Fe’* dokonuja
sie w szerokim zakresie potencjatu oksydoredukcyjnego,
ktéry dodatkowo moga modyfikowac¢ koordynujace zela-
zo ligandy. Wtasciwosci redoks zelaza zadecydowaty, ze
metal ten jest funkcjonalnym elementem wielu biatek i en-
zymdw bioracych udziat w kluczowych procesach biolo-
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Table I. Iron storage in human body (adapted from several
authors)

Tabela I. Zawartos$¢ zelaza w organizmie cztowieka

(na podst. réznych autoréw, zmienione)

Iron complexes Iron Iron stores

Zwiazki zelaza Zelazo Catkowita zawartosé
[g] zelaza (%)

Total 3545 100

Catkowita zawarto$¢

Haemoglobin 2.18-2.76 62.0-66.0

Hemoglobina

Ferritin and haemosiderin ~ 0.5-1.0 19.0-25.0

Ferrytyna i hemosyderyna

Myoglobin 0.15-0.18 45-5.0

Mioglobina

Transferin 0.005-0.007 0.14-0.17

Transferyna

Cytochroms 0.03 0.7

and other enzyms

Cytochromy

i inne enzymy

Other complexes ~0.5 ~0.005

Inne zwiazki

with the endogenous level of 8-oxodG [9]. No correlation
has been found between plasma concentration of ferritin
or transferrin saturation and the amount of 8-oxodG in
the DNA of lymphocytes. On the other hand a good cor-
relation has been determined between LIP and the oxida-

gicznych, takich jak transport tlenu, synteza DNA, uzyski-
wanie energii w komérce. Zelazo wchodzi w sktad cyto-
chroméw, hemoglobiny i mioglobiny oraz niektérych en-
zymdw (tab. 1). Pofaczenia zelazo-siarka i zelazo-proto-
porfiryna (hem) sg kofaktorami niektérych enzymow [5].
Wihasciwodci, ktdre czynig zelazo skfadnikiem niezbed-
nym dla organizméw zywych, decyduja réwniez o jego
dziataniu toksycznym. Toksycznos¢ ta u organizméw ae-
robowych $cisle sie wigze z metabolizmem tlenu. Dlate-
go Zywe organizmy sa chronione przed oksydacyjnymi
uszkodzeniami m.in. przez biatka wiazace zelazo. Jony
zelaza kraza w osoczu zwigzane z transferyna i s3 akumu-
lowane przez komérki w formie ferrytyny. W wiekszosci
komorek ssakéw homeostaza zelaza jest koordynowana
przy udziale receptora dla transferyny (TfR), biatka odpo-
wiedzialnego za transport zelaza do komérki w formie
kompleksu z transferyna (Tf) oraz ferrytyny (FR), biatka,
ktérego czasteczka moze przytaczy¢ do 4500 atomow
zelaza, ograniczajac toksycznos¢ wolnego zelaza w ko-
morce, jak réwniez bedacego zrodiem jego zapaséw [6].
Zelazo w komérce wystepuije glownie w postaci nieak-
tywnej formy zwiazanej z FR. Poniewaz potrzebne jest
takze wolne Zelazo niezbedne do syntezy wielu enzyméw,
dlatego w komérce wystepuje niewielka pula wolnego
zelaza (jron labile pool), ktére moze katalizowac¢ reakcje
Habera-Weissa. Gromadzenie i absorpcja zelaza w orga-
nizmie s3 zatem precyzyjnie regulowane [1] (ryc. 1).

Erythrocytes Bone marrow
Erytrocyty Szpik kostny
2500 mg 100 mg

Liver: Ferritin and hemosiderine
Watroba: ferrytyna i hemosyderyna
~1000 mg

Plasma transferrin
Transferyna osocza
3-4 mg

Other Iron complexes in tissues:myoglobine, enzymes
Inne zwiazki zelaza w tkankach: mioglobina, enzymy
250 mg

Intestine absorption
Wechtanianie z jelita
0.5-1.0 mg/d.

Figure 1. Iron metabolism in human body (adapted from several authors)

Excretion
Wydalanie
0.5-1.5 mg/d.

Rycina |. Metabolizm zelaza w organizmie cztowieka (na podst. réznych autoréw, zmienione)
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tively modified nucleoside. This in turn suggests that un-
der physiological conditions LIP is available for catalysing
the Haber-Weiss type of reaction in a close proximity to
cellular DNA. However, neither the exact chemical na-
ture of the complex between iron and DNA is not known,
nor it is established how iron can get into the nucleus.

There are experimental data, which demonstrate the
existence of free iron pool in sera of patients with he-
mochromatosis. This disease predisposes to cancer and
cardiovascular diseases. Epidemiological data also sug-
gest that elevation of the body iron level may increase
risk of cancer and atherosclerosis [6, 10]. Our results
suggest a mechanism that may directly link iron over-
load with carcinogenesis and atherosclerosis. Specifical-
ly, iron overload may favour the persistence of harmful
LIP, which may catalyse generation of the potentially
carcinogenic 8-oxodG moiety in the cellular DNA as well
as may be responsible for LDL oxidation [9].

Iron metabolism and atherosclerosis

The possibility that iron overload may play an im-
portant role in cardiovascular diseases was put forward
in 1981 by J.L. Sullivan [l I]. Now there are increasing
epidemiological evidences concerning the role of iron
in atherosclerosis [12, 13]. In the study, which comprised
826 patients, it has been shown that serum ferritin was
one of the strongest risk predictors of overall progres-
sion of atherosclerosis [12]. It has been also demon-
strated a synergistic association between hyperlipidemia
and serum ferritin [14]. Interestingly it has been recent-
ly found that heterozygosity for hereditary hemochro-
matosis (the disease with abnormal iron storage) is a risk
factor for vascular diseases [15]. However, this finding
is still controversial. There are also some evidences that
iron depletion protects against atherosclerosis and car-
diovascular diseases (CVD) [16]. In this context it is in-
teresting to note that in premenopausal women the in-
cidence of atherosclerosis and CVD is less than half that
of age-matched men [I, 6]. One of the possible expla-
nation of this finding may be that depletion of iron stores
by regular menstrual blood loss may be one source of
protection of premenopausal subjects.

Our data also suggest that iron metabolism may have
some influence on atherosclerosis development. In
agreement with previous study we heve found that fer-
ritin concentration was higher in atherosclerotic patients
than in control group (although these changes were sta-
tistically insignificant) [9]. However, it must be noted
that increases ferritin concentration generally reflects
iron stores but may also be related to high alcohol con-
sumption, cancer and inflammation [|7]. Therefore, for
the first time, we decided to analyse labile iron pool in

Jednak w obecnosci jonéw wolnego zelaza, przy
udziale stosunkowo mato reaktywnych biologicznie czes$-
ciowo zredukowanych form tlenu, takich jak aniono-
rodnik ponadtlenkowy i nadtlenek wodoru, powstaje
w reakcji Habera-Weissa rodnik hydroksylowy (OH),
czasteczka o niespotykanym w uktadach biologicznych
potencjale utleniajacym, reagujaca z kazda bioczasteczka
znajdujaca sie¢ w bezposrednim jej sasiedztwie.

O, + Fe** + 2H* - O, + Fe™?

Fe*’ + H,0, -~ Fe" + OH + HO"

Powstajacy w tej reakcji rodnik OH moze inicjowa¢
oderwanie atomu wodoru z czasteczki wielonienasyco-
nych kwaséw ttuszczowych (LH), inicjujac peroksyda-
cje lipidow.

OH+LH-HO+ L

L'+ LH - LOO

LOO + LH - LOOH + L’

Nadtlenki lipidowe (LOOH) sa akumulowane
i w obecnosci jonéw wolnego zelaza moga inicjowa¢ do-
datkowa peroksydacije lipidow.

Fe*? + LOOH - Fe™’ + LO" + "OH

LO +LH - LOH + L

Takie reakcje moga przebiega¢ kaskadowo, wywo-
tujac uszkodzenia biomolekut komoérkowych. Powsta-
jacy w powyzszych reakcjach rodnik OH jest bardzo
reaktywny i chociaz okres jego poftrwania wynosi tylko
10~ s, moze on uszkadza¢ wszystkie organiczne mole-
kuty komérkowe, w tym DNA (generujac 8-oksydG)
[2-3]. Wyjasnia to zagrozenia, ktére ptyna ze strony wol-
nego zelaza, ktéry moze inicjowac stres oksydacyjny,
wiaczajac sie w patogeneze takich chordb, jak cukrzy-
ca, miazdzyca czy tez starzenie si¢ organizmu. W stanie
zdrowia komérki organizmu cztowieka zawieraja $la-
dowe ilosci wolnego zelaza, co potwierdzaja badania
przeprowadzone metoda fluorometryczng z zastoso-
waniem kalceiny. Stezenie to oszacowano pomigdzy
0,2-1,25 umol [7]. Moze ono ulega¢ podwyzszeniu pod-
czas uwalniania zelaza w komérce lub obnizeniu w wy-
niku chelataciji.

Warto réwniez zaznaczy¢, ze rodnik O,” przyczynia
sie do uwalniania zelaza z ferrytyny. Najprawdopodob-
niej O, penetruje rdzen ferrytyny przez hydrofilowy
kanat, redukujac zelazo do postaci Fe* [8].

Autorzy niniejszej publikacji analizowali szerokie
spektrum czynnikoéw, ktére moga wptywaé na metabo-
lizm zelaza oraz ich prawdopodobny wptyw na endo-
genne stezenie 8-oksydG [9]. Nie wykazano korelacji
pomiedzy koncentracja w surowicy ferrytyny i transfe-
ryny a stezeniem 8-oksodG w DNA limfocytow. Wyka-
zano jednak korelacje pomigdzy stezeniem zelaza wol-
nego a stezeniem oksydacyjnie zmodyfikowanego nu-
kleozydu. Moze to wskazywac¢, ze zelazo w warunkach
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human lymphocytes. As it was mentioned above this
iron form is catalytically active and participates in the
reaction involved in the production of harmful ROS (the
Haber-Weiss reaction). The mean value of labile iron
pool in lymphocytes of control group was 0.59 uM. In-
terestingly the LIP in lymphocytes of the patient group
was about two times higher than that in control group.
Our finding suggests that LIP fraction might have signif-
icant role in atherosclerosis, presumably due to forma-
tion of prooxidative conditions.

Oxidized LDL is recognized by scavenger receptors
on tissue macrophages, followed by accumulation of li-
pids in these cells and the formation of foam cells, the
characteristic cells of the fatty-streak lesions of early
atherosclerosis [18-22].

Oxidative DNA damage and atherosclerosis

Recent studies suggest that DNA alterations are
present in cancerous and atherosclerotic tissues and can
play a fundamental role in the pathogenesis of this dis-
ease [23-27]. Interestingly, DNA samples extracted from
the cells of atherosclerotic lesions possess transforming
capability [28]. These data support the view that at least
part of atherogenic lesions may be initiated by muta-
tional events in the same manner as a benign tumor [28].
Moreover, there are some experimental data, which
strongly suggest that the elevated level of 8-oxodG found
in the lesion of the aorta walls of atherosclerotic pa-
tients may be one of the events directly involved in the
development of the disease [29]. In our recently pub-
lished work it has been found that the level of 8-OH-
-dG in lymphocytes of 43 atherosclerotic patients was
significantly higher than in DNA of the control group
(12.78 and 9.80 lesions/10°dG respectively). This chang-
es may have some influence on the development of ath-
eriosclerosis in the following way. The plaques of the
arterial walls, among others components, contains lym-
phocytes [9]. Since 8-oxoGua has mutagenic properties
and is a block to transcription in mammalian cells [30], it
is possible that lymphocytes with higher amount of this
modified base trapped into the plaque, can more easily
be involved in initiation — promoting process. There
are suggestions that this process may be responsible for
the formation of atherosclerotic lesion. Thereafter, the
higher amount of trapped cells can lead to more ad-
vanced lesions.

As it was demonstreted oxidized LDL could play an
important role in development of atherosclerotic lesions
[18, 19]. Interestingly, it has been recently found that
oxidize LDL (but not unmodified molecule) down regu-
lates enzymes which take part in base excision repair
(BER) pathway [31]. This DNA repair mechanism is re-

fizjologicznych katalizuje reakcje Habera-Weissa w s3-
siedztwie komoérkowego DNA. Jednak nadal nie jest ja-
sna chemiczna natura komplekséw, jakie tworzy zelazo
z DNA oraz mechanizm transportu zelaza do jadra
komérkowego.

Istnieja dane pochodzace z badan eksperymental-
nych, w ktorych wykazano podwyzszong zawartosé¢
wolnego zelaza w surowicy chorych na hemochroma-
toze. Schorzenie to predysponuje do czestszego zapa-
dania na nowotwory i choroby sercowo-naczyniowe.
Badania epidemiologiczne réwniez sugeruja, ze podwyz-
szone stezenie zelaza w organizmie moze zwigkszaé
ryzyko zapadalnosci na nowotwory i miazdzyce [6, 10].
Wyniki badan autoréw niniejszej pracy moga wskazy-
waé mechanizm, dzieki ktéremu podwyzszone steze-
nie zelaza mozna taczy¢ z karcynogenezg i zmianami
miazdzycowymi. Podwyzszone catkowite stezenie zela-
za w organizmie moze sprzyja¢ wystepowaniu zelaza
wolnego, ktére moze katalizowaé (poprzez reakcje wol-
norodnikowe) generowanie potencjalnie karcynogennej
8-oksydG w komérkowym DNA, jak réwniez moze ka-
talizowa¢ utlenianie LDL [9].

Zelazo w patogenezie miazdzycy

Hipoteze zaktadajaca, ze podwyzszone stezenie zela-
za odgrywa wazna role w rozwoju choréb ukfadu ser-
cowo-naczyniowego zaproponowat w 1981 r. Sullivan
[1'1]. Obecnie, wyniki coraz liczniejszych badan epide-
miologicznych potwierdzaja role zelaza w rozwoju
miazdzycy [12, 13]. W badaniach obejmujacych grupe
826 pacjentow wykazano, ze wysokie stezenie w ferry-
tyny surowicy stanowi jeden z wazniejszych czynnikéw
ryzyka progresji zmian miazdzycowych [12]. Wykazano
réwniez synergistyczny zwigzek miedzy hiperlipidemia
a ferrytyna w surowicy [14]. Interesujace, ze heterozy-
gotycznos$¢ w przypadku dziedzicznej hemochromato-
zy (choroba z nieprawidtowym gromadzeniem zelaza)
jest czynnikiem ryzyka rozwoju choréb naczyniowych
[15]. Jednak dane te s3 nadal kontrowersyjne. Ciekawe
sa wyniki badan wskazujace, ze zmniejszenie puli zelaza
ustrojowego chroni przed rozwojem zmian miazdzy-
cowych i choréb sercowo-naczyniowych [16]. W tym
kontekscie interesujace jest, ze u kobiet w okresie pre-
menopauzalnym wystepowanie tych schorzen jest o po-
towe rzadsze niz u mezczyzn w tym samym wieku [I,
6]. Jednym z czynnikéw wyjasniajacych te sytuacje moze
by¢ regularny ubytek zelaza wraz z krwig menstruacyjna,
co moze by¢ jednym z mechanizméw chroniacych ta-
kie kobiety.

Roéwniez wyniki z przeprowadzonych badan wta-
snych sugeruja, ze metabolizm zelaza moze wigza¢ si¢
Z rozwojem zmian miazdzycowych. Zgodnie z wczes-
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sponsible for removal of 8-oxoG from cellular DNA.
Therefore, it is possible that oxidized LDL, which con-
tributes directly to the development of atherosclerosis
due (via formation of foam cells), may be also one of the
factors responsible for the high level of 8-oxodG ob-
served by us in blood lymphocytes[9]. Moreover, it has
been also shown vitamin C (together with A-tocophe-
rol) prevented this down regulation .

In conclusion, there are numerous data which point-
ed out that iron overload may promote development of
atherosclerosis. Our recently obtained data suggest that
LIP fraction may fulfil a pivotal role in this process.

niejszymi doniesieniami wykazano wyzsze stezenie fer-
rytyny w surowicy pacjentéw ze zmianami miazdzyco-
wymi w poréwnaniu z grupa kontrolng (statystycznie
nieistotne) [9]. Jednak nalezy odnotowaé, ze wzrost kon-
centracji ferrytyny, gtéwnie odzwierciedla nasilone gro-
madzenie Zelaza, ale réwniez moze wigzac sie ze spo-
zywaniem duzych ilosci alkoholu, choroba nowotwo-
rowa czy tez stanami zapalnymi [17]. W badaniach au-
toréw niniejszego artykutu po raz pierwszy na $wiecie
podjeto probe analizy puli wolnego zelaza w limfocy-
tach cztowieka [9]. Ta forma zelaza katalizuje reakcje,
w ktérych powstaja ROS (patrz wyzej). Zawarto$é wol-
nego zelaza w limfocytach u oséb z grupy kontrolnej
ustalono na 0,59 uM. Interesujace, ze w limfocytach
u chorych z miazdzyca pula wolnego zelaza jest okoto
2-krotnie wyzsza niz w grupie kontrolnej. Wyniki tych
badan potwierdzaja, ze frakcja wolnego zelaza moze
by¢ znaczacym czynnikiem w rozwoju zmian miaz-
dzycowych przez udziat w formowaniu stanu pro-
oksydacyjnego.

Sugeruje sie udziat zelaza jako czynnika katalizu-
jacego wytwarzanie wolnych rodnikéw i stymuluja-
cego peroksydacje lipidow (patrz wyzej), ktéra jest
znaczacym czynnikiem w procesie formowania ptytek
miazdzycowych.

Sugestie te potwierdzajg wyniki badan przeprowa-
dzonych ostatnio, ktére coraz wyrazniej wskazuja na
udziat ROS w patogenezie wielu choréb wystepujacych
u ludzi [4]. Jednak sam mechanizm powstawania zmian
patofizjologicznych pod wptywem tych wysoce reaktyw-
nych czasteczek nie zostat dotychczas jednoznacznie
okreslony. Ponadto warto podkredli¢, ze anionorodnik
ponadtlenkowy i nadtlenek wodoru, wytwarzane w ilos-
ciach fizjologicznych, spetniajg uzyteczna role w organi-
zmie ludzkim, m.in. wykorzystuja je fagocyty do zabija-
nia wchifonietych przez nie bakterii. Wystepujac w ni-
skich stezeniach, O, oraz H,0, stymuluja ponadto pro-

liferacje komdrek oraz moga petni¢ role wtérnego prze-
kaznika w zjawiskach receptorowych [3].

Jedna z wczesnych zmian przedmiazdzycowych
w $cianach naczyn jest akumulacja lipidow (w postaci
zmodyfikowanej przez ROS frakgji LDL) przez makro-
fagi, w wyniku czego powstajg komérki piankowate [ 18,
19]. W reakcjach wolnorodnikowych katalizowanych
przez jony Fe*’, Fe*? powstaja zmodyfikowane przez
utlenianie czastki LDL. W odréznieniu od natywnych
LDL czastki utlenione s3 rozpoznawane przez recepto-
ry zmiatajace (scavenger receptors) powierzchni makro-
fagéw, przez co dochodzi do akumulowania w nich lipi-
dow i formowania komoérek piankowatych [20]. Utle-
nione LDL poprzez dziatanie chemotaktyczne powo-
duja przyleganie krazacych monocytéw do $ciany na-
czyn oraz zahamowanie migracji makrofagéw ze $ciany
naczyn. Utlenione LDL wywieraja dziatanie cytotoksycz-
ne indukujace zmiany w nabtonku, co prowadzi do prze-
rwania jego ciagtosci i akumulowania na jego powierzchni
monocytdw i LDL oraz progresje zmian miazdzycowych.

Aby zelazo moglo katalizowa¢ reakcje Habera-We-
issa, musi ono zosta¢ uwolnione z biatek wiazacych (patrz
wyzej), w kompleksie z ktorymi zelazo jest nietoksycz-
ne. Ciekawe, ze w niskich stezeniach askorbinian (przy
wysokim stezeniu jest dobrym antyoksydantem) moze
wykazywa¢é dziatanie prooksydacyjne i stymulowac re-
akcje wolnorodnikowe. Askorbinian moze redukowaé
jony metali (np. Fe™), a zredukowane jony metali —
tlen. Takie cykle moga si¢ powtarza¢, wytwarzajac ROS.
Powstajacy w stanie szoku tlenowego O, uwalnia zela-
zo z ferrytyny, a H,O, moze uwolni¢ zelazo z hemu [ 1 3].
Hem uwalniany z ulegajacych lizie erytrocytéw przedo-
staje sie do komérek srodbtonka, w ktérych uwalniane
jest zelazo hemowe, co moze powodowac szok tleno-
wy i uszkodzenia oksydacyjne [21]. Nie dochodzi do
uwalniania zelaza z transferyny przy prawidtowym pH,
jednak przy jego znacznym obnizeniu, co moze mieé
miejsce w $cianach naczyn, zelazo moze by¢ uwalniane
z transferryny, indukujac nastepnie utlenianie LDL [22].

Uszkodzenia wolnorodnikowe DNA a miazdzyca

Obecnie, dos¢ bogato jest udokumentowany udziat
ROS w procesie karcynogenezy [23, 24]. Ze wzgledu
na duzy potencjal mutagenny szczegdlne znaczenie
w procesie transformacji nowotworowej komorki moga
mie¢ oksydacyjnie zmodyfikowane zasady azotowe
DNA [24, 25]. Natomiast nieco ubozsza jest dokumen-
tacja dotyczaca udziatu ROS w patogenezie miazdzycy,
chociaz i w tym wypadku nie brakuje danych w pismien-
nictwie wskazujacych na szok tlenowy jako jeden z czyn-
nikow sprawczych tej patologii [26, 27]. W tym kontek-
$cie niezwykle intrygujace sa hipotezy wskazujace na
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podobne molekularne podstawy rozwoju obu schorzen
— plag chorobowych ubiegtego i zapewne obecnego
stulecia. Wspélnym mianownikiem tych choréb moga
by¢ mutacje. Od dawna wiadomo, ze zmiany prowa-
dzace do transformacji nowotworowej komorki maja
charakter mutaciji. Kilkanascie lat temu wysunieto hipo-
teze, ze miazdzyca réwniez moze sie rozwija¢ na tle
zmian indukowanych uszkodzeniami DNA, utrwalony-
mi w postaci mutacji. Zmiany te prowadzityby do pato-
logicznej proliferacji komoérek miesni gtadkich $ciany
naczyn krwionosnych, co w efekcie moze przypominac
rozwdj guza fagodnego. Ostatnio pojawity sie, jeszcze
skape, dane eksperymentalne potwierdzajace stusznos¢
tej hipotezy [28]. Jak wynika z danych opublikowanych
pod koniec lat 90. ubiegtego stulecia, jednym z czynni-
kéw mutagennych prowadzacych do rozwoju blaszek
miazdzycowych moze by¢ 8-oksy-2’-deoksyguanozyna
[28]. Istnieja wyniki badan eksperymentalnych, ktére
sugeruja, ze podwyzszone stezenie 8-oksydG, obecne
w uszkodzonej $cianie aorty pacjentdw cierpiacych z po-
wodu zmian miazdzycowych, moze by¢ jednym z bez-
posrednich czynnikdéw w rozwoju tego schorzenia [29].
Z badan przeprowadzonych przez autoréw wynika, ze
stezenie 8-oksydG w limfocytach izolowanych z krwi
43 chorych na miazdzyce jest znaczaco wyzsze niz
w DNA u oséb z grupy kontrolnej (12,78 vs. 9,80 cza-
steczek/10° czasteczek dG). Nalezy przy tym pamigta¢,
ze ptytki miazdzycowe, oprécz innych sktadnikéw, za-
wieraja limfocyty [9].

Wiadomo, ze 8-oksydG ma wiasciwosci mutagenne
i moze powodowac blok transkrypcji w komorkach ssa-
kow [30]. Mozliwe, ze limfocyty, z wysokim stezeniem
tej modyfikacji DNA, przylegajace do ptytki, moga by¢
wiaczone w proces inicjacji — promocji procesu cho-
robowego.

W FASEB Journal, ukazat sie artykut Collinsa i wsp.
[29], w ktérym opisane badania wskazuja na to, ze ry-
zyko zgonoéw z powodu choréb serca w réznych kra-
jach Europy koreluje z zawartoscig 8-oksydG w DNA
limfocytow.

Utlenione LDL moga odgrywac istotna role w roz-
woju zmian miazdzycowych [I8, 19]. Interesujace s3
w tym aspekcie dane wskazujace, ze utlenione czasteczki
LDL (nie dotyczy to niezmodyfikowanych czastek) ob-
nizaja aktywnos$¢ enzymow uczestniczacych w szlaku
naprawy DNA typu BER (naprawa przez wycinanie za-
sad) [31]. Ten mechanizm naprawy DNA odpowiada za
wycinanie 8-oksyG z komdrkowego DNA. Mozliwe, ze
utlenione czastki LDL, ktére bezposrednio wiaza sie
Z rozwojem zmian miazdzycowych (przez formowanie
komorek piankowatych) moga byé¢ réwniez jednym
z czynnikéw odpowiedzialnych za wysokie stezenie

8-oksydG limfocytow krwi obwodowej obserwowane
przez autoréw niniejszego artykutu. We wtasnych ba-
daniach klinicznych [9] podjeto probe uzycia metody flu-
orescencyjnej do oznaczenia stezenia zelaza w limfocy-
tach krwi obwodowej u chorych na miazdzyce i u oséb
z grupy kontrolnej. Stezenie to byto 2-krotnie wyzsze
W grupie pacjentéw z miazdzyca. Metodg fluorescen-
cyjna oznaczano stezenie wolnego zelaza w komérkach
pacjentéw. Z powyzszych danych mozna wnioskowag,
ze podwyzszone stezenie zelaza moze by¢ czynnikiem
inicjujacym i promujacym zmiany chorobowe, zatem
przeprowadzone badania potwierdzatyby udziat puli
wolnego zelaza jako znaczacego czynnika w patogene-
zie miazdzycy.

Podwyzszone stezenie wolnego zelaza w komérce
wskazuje na mozliwo$é tworzenia wiekszych ilosci rod-
nika OH, ale dopiero w wyniku reakgji tej niezwykle
reaktywnej czasteczki z DNA powstaja mutagenne zmia-
ny oraz utleniane s LDL. Potencjalnie mutagenne uszko-
dzenia DNA moga, jak opisano wyzej, stac sie przyczyna
zaréwno choréb nowotworowych, jak i zmian prowa-
dzacych do rozwoju miazdzycy.

Miazdzyca jest czesta przyczyna $mierci w wielu
wysoko rozwinietych krajach, gdzie co druga osoba
umiera na zawat serca lub udar spowodowany zaha-
mowaniem przeptywu krwi w naczyniach o zwezonym
$wietle. Réwniez w Polsce wiecej niz potowa zgonow
jest wynikiem zmian miazdzycowych w naczyniach
krwionosnych. Choroba ta poczatkowo w niezauwa-
Zalny sposob postepuje przez wiele lat i w koncowej
fazie jest przyczyna ograniczenia i skrocenia aktywnosci
zawodowej ludzi w stosunkowo wczesnym okresie
ich zycia. Zatem zrozumienie molekularnego podtoza
zmian prowadzacych do miazdzycy jest jednym z klu-
czowych problemoéw lezacych w polu zainteresowan
biologii molekularnej i nauk klinicznych, a takze insty-
tucji spotecznych.
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