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ZELAZO W NEURODEGENERAC]I

WSTEP

Choroby neurodegeneracyjne powstaja
w nastepstwie umierania komorek nerwo-
wych w oSrodkowym ukladzie nerwowym.
Typowymi chorobami neurodegeneracyjnymi
ludzi sa: choroba Alzheimera (AD), choroba
Parkinsona (PD) i inne, tzw. atypowe par-
kinsonizmy, w tym post¢pujace porazenie
nadjadrowe (ang. progressive supranuclear
palsy, PSP). Choroby neurodegeneracyjne sa
dosc¢ czeste w populacji ludzkiej, przy czym
ich czestoS¢ wystepowania znaczaco wzrasta
wraz z wiekiem badanej populacji. Wiado-
mo, ze na ot¢pienie alzheimerowskie choruje
do 25% populacji w wieku powyzej 85 roku
zycia, a na chorobe Parkinsona ok. 2,5% po-
pulacji starszej niz 65 lat. Nie jest do konca
poznana przyczyna chorob neurodegenera-
cyjnych. Wiadomo, ze pewna role odgrywac
moze genetyka, jak rowniez oddzialywania
srodowiskowe. W obydwu przypadkach, za
umieranie komorek moga odpowiadac rézne
mechanizmy, takie jak przetrwaly stan zapal-
ny, toksyczne uszkodzenie i stres oksydacyj-
ny. W naszych badaniach zajeliSmy si¢ me-
chanizmami prowadzacymi do stresu oksyda-
cyjnego, w ktorym istotna role odgrywa zela-
zo poprzez reakcje Fentona. W reakgji tej do-
chodzi do powstawania wolnych rodnikow,
ktorych nadmiar wywoluje stres oksydacyjny:

Fe?" + HO, - Fe’" + OH' + OH"

W zwiazku z mozliwa rola zelaza w neu-
rodegeneracji, badania zelaza w mozgu pro-
wadzone sa od wielu lat w licznych osrod-
kach na Swiecie (GALAZKA-FRIEDMAN i wspot-
aut. 2013).

Zelazo w mozgu jest nieroOwnomiernie
roztozone. Jest intrygujacym, ze najwicksze
jego stezenie stwierdza si¢ w tych struktu-
rach, ktore zwigzane sa z chorobami neuro-
degeneracyjnymi. Dotyczy to istoty czarnej
srodmozgowia (SN), ktora ulega zniszczeniu
w chorobie Parkinsona, gatki bladej (GP),
ktora podlega destrukcji w PSP, oraz kory
hipokampa (HP), gdzie toczy si¢ proces neu-
rodegeneracyjny w chorobie Alzheimera.
Wymienione struktury zostaly pokazane na
Ryc. 1.

Pierwsze, porownawcze badania zelaza w
kontrolnej i parkinsonowskiej istocie czar-
nej zostaly opublikowane w 1968 r. (EAR-
LE 1968). Autor zastosowal metode XRF do
badania tkanki moézgowej przechowywane;j
w formalinie. Tkanka kontrolna byla prze-
chowywana w formalinie znacznie dluzej
niz tkanka patologiczna (okoto 70 lat). Po-
miary zostaly wykonane bez kalibracji i z
tego powodu nie mozna bylo wyznaczyc
bezwzglednej zawartosci zelaza w badanej
tkance. W pracy tej stwierdzono 2-krotny
wzrost koncentracji zelaza w parkinsonow-
skiej istocie czarnej, w porOwnaniu z kon-
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Ryc. 1. MRI prawidlowego ludzkiego mozgu. Strzatki wskazuja wymienione struktury: GP — galtka
blada, HP — hipokamp (strona lewa) i SN — istota czarna (strona prawa).

trolna istota czarna. W pracy wykonanej 20
lat pOzniej (SOFIC i wspotaut. 1988), przy po-
mocy spektrofotometrii stwierdzono rowniez
znaczny wzrost koncentracji zelaza w tkan-
ce patologicznej, w stosunku do kontrolnej
(1,77+£0,37). W pracy tej oprocz koncentra-
¢ji zelaza catkowitego, wyznaczono stosunek
zelaza dwuwartoSciowego do trojwartoscio-
wego. Nalezy podkreslic bardzo duzy pro-
cent zelaza dwuwartoSciowego znalezionego
ta metoda w tkance kontrolnej (okoto 75%)
oraz w tkance patologicznej (okoto 50%). W
kolejnych badaniach opublikowanych w la-
tach 1993-1994 zaobserwowano takze duzy
wzrost koncentracji zelaza w tkance pato-
logicznej w stosunku do kontroli. W pracy
wykonanej z zastosowaniem absorpcji ato-
mowej (GRIFFITHS i CROSSMAN 1993) wyniost
on 2,01+0,24, a w pracy wykonanej metoda
ICP (MANN i wspotaut. 1994) byt on rowny
1,56+0,89. W pracy Manna i wspotpracowni-
kow niepewnos$¢ wyniku koficowego jest tak
duza, ze trudno wlasSciwie mowic¢ o wzroScie
koncentracji zelaza.

Nasze wlasne badania mossbauerow-
skie rozpoczeliSmy w celu zidentyfikowa-
nia zwiazku wiazacego zelazo w istocie
czarnej, znalezienia stosunku zelaza dwu-
wartoSciowego do trojwartoSciowego oraz
oceny koncentracji zelaza w istocie czar-
nej. Pierwsze wyniki zostaty opublikowa-
ne w pracy BAUMINGER i wspotaut. (1994)
i byly dosc¢ zaskakujace. Ferrytyna okaza-
la sie zwiazkiem, ktory wiaze 95% zela-
za obecnego w istocie czarnej. Bylo to w
sprzecznoSci z wynikami pracy JELLINGE-

RA i wspotaut. (1992), ktoérzy udowadniali,
ze zelazo w istocie czarnej zwiazane jest
glownie z neuromelanina. Nie znalezliSmy
rOwniez sygnalu pochodzacego od zelaza
dwuwartoSciowego. Koncentracja zelaza w
tkance kontrolnej i parkinsonowskiej byla
porownywalna. Pomiary wykonano dla tka-
nek przechowywanych w formalinie oraz
dla tkanek Swiezych przechowywanych w
niskiej temperaturze (-70°C). Dla tkanek
przechowywanych w formalinie oprocz sy-
gnalu pochodzacego od ferrytyny zaobser-
wowano rowniez sygnat pochodzacy od ze-
laza pozaferrytynowego. Jego wielkoS¢ byta
proporcjonalna do czasu przechowywania
probek w formalinie. Obserwacja ta po-
twierdzila nasze przypuszczenia, ze w trak-
cie przechowywania tkanek mozgowych w
formalinie moze dojs¢ do wyptywu zelaza
z ferrytyny i ponownego zwiazania go ze
zwiazkami obecnymi w formalinie.

W 1995 r. zostaly opublikowane badania
porownawcze istot czarnych parkinsonow-
skich i kontrolnych wykonane metoda kolo-
rymetryczna (LOEFFLER i wspotaut. 1995). W
tej pracy zaobserwowano z kolei zmniejsze-
nie koncentracji zelaza w tkance patologicz-
nej w porownaniu kontrolna (0,82 +0,08).

Ten krotki przeglad wynikow pomiaréw
zelaza w tkance mozgowej pokazuje, jak
bardzo wyniki otrzymane w roznych labora-
toriach ro6znia sie miedzy soba. W celu wy-
jasnienia tych kontrowersji podjeliSmy syste-
matyczne badania mossbauerowskie tkanek
mozgowych przechowywanych w niskich
temperaturach, bez kontaktu z formalina.
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Badania wickszej liczby istot czarnych
parkinsonowskich (n = 6) i istot czarnych
kontrolnych (n = 8) przechowywanych w
temperaturze -70°C, opublikowane przez
GALAZKE-FRIEDMAN i wspoétaut. (1996), po-
twierdzily wczesSniej opublikowane wyniki.
W tkankach patologicznych i kontrolnych
nie zaobserwowano duzej koncentracji ze-
laza dwuwartoSciowego (goérna granica
<5%), stwierdzono gléwnie obecnos$¢ zelaza
ferrytyno-podobnego (okoto 95%) oraz nie
zaobserwowano wzrostu koncentracji zela-
za calkowitego w tkance patologicznej w
porownaniu z kontrolna (159+13 ng/mg vs
163 £17 ng/mg).

Roznice miedzy naszymi wynikami po-
miarOw mossbauerowskich a wynikami po-
miaré6w wykonanych przy pomocy spektro-
fotometrii, fluorescencji rentgenowskiej, ato-
mowej absorpcji i innych metod fizycznych
zostaly przedyskutowane w pracy GALAZKI-
-FRIEDMAN i FRIEDMANA (1997). Ponizej poda-
my najwazniejsze konkluzje.

Dwukrotny wzrost koncentracji zelaza
caltkowitego otrzymany w pracy Earle’go przy
uzyciu fluorescencji rentgenowskiej jest za-
pewne artefaktem wynikajacym z badania tka-
nek mozgowych przechowywanych w forma-
linie. Tkanki kontrolne przechowywane byly
znacznie dluzej niz tkanki parkinsonowskie.
Moglo to spowodowac znacznie intensyw-
niejszy wyplyw zelaza. Mozna domniemywac,
iz w tym eksperymencie zaobserwowano

raczej dwukrotne zmniejszenie koncentracji
zelaza ~w  probkach  kontrolnych  niz
dwukrotny wzrost koncentracji zelaza w
probkach patologicznych.

Eksperyment wykonany przy uzyciu me-
tody spektrofotometrycznej i opisany w pra-
cy SOFIC i wspolaut. (1988) jest zapewne
rowniez obarczony artefaktem. Bardzo duza
zawartoS¢ zelaza dwuwartoSciowego zaobser-
wowana w tym eksperymencie nie byla opi-
sywana w zadnej z prac. Przyczyna tej kon-
trowersji moze by¢ sposOb przygotowywania
probek do pomiaréw. Polegal on na homoge-
nizacji tkanki w obecnosci kwasu solnego i
witaminy C. Taka procedura mogta doprowa-
dzi¢ do redukgcji zelaza trojwartosciowego do
dwuwartoSciowego. Roznice w koncentracji
zelaza catkowitego moga by¢ zwiazane z in-
nym tempem wyplywu zelaza z ferrytyny.

Inne przyczyny roznic w oszacowaniu
koncentracji zelaza w probkach patologicz-
nych moga by¢ zwiazane z pobieraniem do
badan zbyt malej iloSci materiatu, co przy
nierownomiernym rozkladzie zelaza w isto-
cie czarnej prowadzi do duzej fluktuacji wy-
nikow.

Na zakoficzenie nalezy zauwazy¢, ze do
badan mossbauerowskich pobierano cala
istote czarna wyznaczajac koncentracje ze-
laza na podstawie pomiaru calej struktury
mozgowej. Technika spektroskopii moss-
bauerowskiej nie wymaga rOwniez zadnego
przygotowywania probek.

ZELAZO 1 FERRYTYNA W CHOROBIE PARKINSONA

Kolejne pomiary koncentracji zelaza cal-
kowitego w istotach czarnych parkinsonow-
skich i kontrolnych wykonano na wickszej
liczbie probek (liczba probek patologicznych
= 17 i liczba probek kontrolnych = 29). Sto-
sunek koncentracji zelaza catkowitego w
chorobie Parkinsona do koncentracji zelaza
catlkowitego w kontroli wyniost 1,00+£0,13
(GALAZKA-FRIEDMAN i wspotaut. 2009a).

Aby ustali¢, czy zelazo odgrywa jakas role
w powstawaniu choroby Parkinsona postano-
wiliSmy zbada¢ budowe czasteczek ferrytyny
obecnych w tkance patologicznej i kontro-
Inej przy pomocy metody ELISA (ang. enzy-
me-linked immunosorbent assay).

Przypomnijmy podstawowe wiadomosci
na temat budowy i funkcji ferrytyny. Cza-
steczka ferrytyny ma ksztalt kuli zbudowa-
nej z powloki biatkowej. Wewnatrz ferrytyny
znajduje si¢ jadro zelazne o réznym stopniu

wypelnienia przez zwiazki zelaza. Srednica
czasteczki ferrytyny ma wielkoS¢ okoto 12
nm. Srednica jej wewnetrznej kapsuly, w kto-
rej tworzy si¢ jadro zelazne, wynosi 7 nm.
Biatkowa powloka ferrytyny sktada sic z 24
lanicuchow. Wystepuja 2 rodzaje tancuchow:
ciezkie (H) i lekkie (L). Ferrytyna obecna w
réznych organach ludzkich ma rézny stosu-
nek tancuchow H/L. W watrobie przewazaja
lancuchy L, w mozgu obserwuje si¢ przewa-
ge tancuchow H. Rola tancuchow H i L jest
zroznicowana. Lancuchy L zaangazowane s3
w budowanie jadra zelaznego ferrytyny, a
lanicuchy H odgrywaja istotna rol¢ w trans-
porcie zelaza do wnetrza ferrytyny i na ze-
wnatrz molekuly. W ferrytynie istnieja spe-
cjalne kanaly, ktore umozliwiaja obieg zelaza.
Jadro zelazne ferrytyny zbudowane jest z cza-
steczek wodorotlenkow zelaza; gtOwnie jest
to ferryhydryt (FRIEDMAN i wspotaut. 2011).
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Tabela 1. porOwnanie stezenia ferrytyny H i L w badanej tkance w chorobie Parkinsona i kontroli

Ferrytyna H Ferrytyna H Ferrytyna L Ferrytyna L
Tkanka (ng/mg Stosunek choroba/ (ng/mg Swiezej Stosunek choroba/
swiezej tkanki) kontrola tkanki) kontrola
SN PD 534+71 52+8
1.42+0.23 0.53+0.10
SN kontrola 375+38 98+12

Przy pomocy techniki ELISA zostala wy-
znaczona koncentracja tancuchow H i L w
parkinsonowskich i kontrolnych istotach
czarnych. Wryniki tych oznaczen zostaly
przedstawione w Tabeli 1. Okazuje sie, iz w
parkinsonowskiej istocie czarnej dochodzi do
znacznego wzrostu koncentracji tancuchow
H i znacznego zmniejszenia koncentracji
tancuchoéw L. Stosunek  koncentracji
tancuchow H w chorobie do kontroli rowny
1,42, przy jednoczesnym stosunku koncentra-
¢ji tancuchow L w chorobie do kontroli row-
nym 0,53 wskazuje, ze w chorobie Parkinso-
na dochodzi do zmian w budowie czasteczek
ferrytyny, a nie do powstawania nowych cza-
steczek ferrytyny (KOZIOROWSKI i wspolaut.
2007).

Oprocz zmian w budowie czasteczek
ferrytyny zaobserwowano rOwniez roznice
w stezeniu zelaza labilnego (WYPUEWSKA i

wspotaut. 2010). Koncentracja zelaza labil-
nego w tkance parkinsonowskiej byla znacz-
nie wyzsza niz w tkance kontrolnej (135+10
ng/g vs 76+5 ng/g Swiezej tkanki).

Te dwa ostatnie wyniki moga sugero-
wacé nastepujacy mechanizm powstawania
choroby Parkinsona: jakiS nieznany jeszcze
czynnik (by¢ moze zwiazany ze zmianami
genetycznymi) powoduje zwickszenie liczby
fancuchow H, przy jednoczesnym zmniej-
szeniu liczby tancuchow L. Prowadzi to do
zmniejszenia zdolnoSci czasteczek ferrytyny
do budowania stabilnego jadra zelaznego
wewnatrz proteinowej powloki ferrytyny.
Nastepstwem tego jest wzrost stezenia zela-
za labilnego, ktore intensywniej uczestniczy
w reakcji Fentona powodujac nadprodukcje
wolnych rodnikéw. Te z kolei moga niszczy¢
bton¢ komoérkowa doprowadzajac do zaniku
komorek nerwowych istoty czarnej.

ZELAZO 1 FERRYTYNA W CHOROBIE ALZHEIMERA

W celu zbadania, jaka rol¢ moze odgrywac
zelazo w powstawaniu choroby Alzheimera
zmierzono koncentracje zelaza catkowitego
w hipokampach osob zmartych w przebie-
gu choroby Alzheimera oraz w hipokampach
grupy kontrolnej. Koncentracja zelaza w hipo-
kampach grupy kontrolnej byla znacznie niz
sza niz koncentracja zelaza w istocie czarnej
grupy kontrolnej (45+10 ng/mg vs 177+13
ng/mg Swiezej tkanki). Obserwacja ta jest
zgodna z wynikami otrzymanymi w innych

laboratoriach przy uzyciu roznych metod ba-
dawczych. Koncentracja zelaza w hipokam-
pach alzheimerowskich wyniosta natomiast
66+13 ng/mg Swiezej tkanki. Stosunek kon-
centracji zelaza w hipokampach patologicz-
nych do kontroli wyniost wiec 1,47+0,44
(GALAZKA-FRIEDMAN i wspotaut. 2011).

Biorac pod uwage duza niepewnoS¢ wyni-
ku, trudno mowi¢ o tym, ze w hipokampach
alzheimerowskich mamy podwyzszona koncen-
tracje zelaza w stosunku do kontroli. Wyniki

Tabela 2. porOwnanie stezenia ferrytyny H i L w badanej tkance w chorobie Alzheimera i kontroli

Ferrytyna H Ferrytyna H Ferrytyna L Ferrytyna L
Tkanka (ng/mg Swiezej Stosunek choroba/ (ng/mg Swiezej Stosunek choroba/
tkanki) kontrola tkanki) kontrola
HP AD 397129 2915
3.93+0.45 3.22+0.90
HP kontrola 10149 9+2
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badan przeprowadzonych przy pomocy techni-
ki ELISA zostaly przedstawione w Tabeli 2.
Analiza wynikéw zamieszczonych w Tabeli
2 przemawia za tym, ze w alzheimerowskich
hipokampach dochodzi do takiego samego
zwiekszenia koncentracji zaréwno lancuchow
H, jak i tancuchow L. faczac ten fakt z infor-
macja, ze trudno mowic¢ o istotnym zwicksze-
niu koncentracji zelaza w hipokampach alzhe-
imerowskich, mozna dojs¢ do wniosku, ze w

chorobie Alzheimera wystepuje zjawisko nad-
produkgji apoferrytyny (ferrytyny pozbawionej
jadra zelaznego). Podobne zjawisko zachodzi
w przypadku pojawienia si¢ stanow zapalnych.
Ta konkluzja dobrze koreluje si¢ z hipoteza
mowiaca, ze jedna z przyczyn powstawania
choroby Alzheimera moze by¢ przewlekly pro-
ces zapalny odpowiednich struktur moézgo-

wych.

ZELAZO W PSP

W chorobie PSP, ktora jest rodzajem aty-
powego parkinsonizmu, destrukcji ulega nie
tylko istota czarna, ale réwniez gatka blada.
Wyniki pomiaréow koncentracji zelaza catko-
witego obecnego zarOwno w istocie czarnej,
jak i galce bladej przedstawione zostaty w Ta-
beli 3. Dla poroOwnania zostaly podane row-
niez wyniki dotyczace choroby Parkinsona.

Tabela 3. poréwnanie wynikow stezenia zelaza
kinsona i PSP w poréwnaniu z kontrola

W chorobie PSP dochodzi do zwickszenia
koncentracji zelaza zarOwno w istocie czar-
nej, jak i w galce bladej. Brak oznaczen kon-
centracji tancuchow ferrytyny uniemozliwia
zasugerowanie jakiegokolwiek mechanizmu
powstawania choroby PSP, ktory bylby zwia-
zany z metabolizmem zelaza (GALAZKA-FRIED-
MAN i wspotaut. 2009b).

w galce bladej i istocie czarnej dla choroby Par-

Choroba Tkanka Status Liczba Koncentracja zelaza Stosunek
D — choroba; C — kontrola  probek (ng/mg Swiezej tkanki) choroba/kontrola
D 17 177118
PD SN 1.00£0.13
C 29 177414
D 10 257119
PSP GP 1.40+0.20
C 12 183+22
D 10 301+26
PSP SN 1.60+0.23
9 188+22
WNIOSKI

Porownanie wynikow uzyskanych w ba-
daniach tkanek pochodzacych z tych trzech
neurodegeneracyjnych chorob sugeruje rozny
udzial stresu oksydacyjnego w kazdej z nich.
Sytuacja w chorobie Parkinsona wydaje si¢ naj-
bardziej jasna — obnizenie koncentracji tancu-
chow L prowadzi do uposledzenia funkcji wia-
zania zelaza w bezpiecznej formie wewnatrz
ferrytyny, co skutkuje mozliwoscia uwalniania
zelaza dwuwartoSciowego, ktore moze ini-
cjowac reakcje Fentona prowadzac do stresu
oksydacyjnego. Zupelnie inna sytuacjc mamy

w chorobie Alzheimera, gdzie stwierdzamy
wzrost stezenia zaréwno ferrytyny H, jak i L
przy niewielkim jedynie wzroScie stezenia zela-
za. Mozna jedynie si¢ domyslac, ze w chorobie
Alzheimera moga odgrywac role inne mecha-
nizmy niz stres oksydacyjny, np. pobudzenie
mikrogleju z indukcja stanu zapalnego. W PSP
mamy do czynienia, w odroznieniu od choroby
Parkinsona, ze wzrostem stezenia zelaza zarGw-
no w SN jak i w GP, jednak nie majac informa-
¢ji na temat koncentracji tancuchow ferrytyny,
nie mozemy wyciaga¢ zadnych wnioskow.
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ZELAZO W NEURODEGENERACJI

Streszczenie

W pracy omowiono mozliwa role zelaza w po-
wstawaniu chorob neurodegeneracyjnych, takich jak
choroba Parkinsona, choroba Alzheimera i post¢pu-

jace porazenie nadjadrowe (PSP). Otrzymane wyniki
sugeruja rozne mechanizmy prowadzace do Smierci
komorek nerwowych w tych chorobach.

IRON IN NEURODEGENERATIVE DISEASES

Summary

In this review we discuss the possible role of

iron in induction of neurodegenerative disease like
Parkinson’s disease, Alzheimer disease and progres-

sive supranuclear palsy (PSP). Our results suggest
different mechanisms leading to nervous cells death
in these diseases.
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