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Zelazo jest niezbednym elementem NADPH—zaleznej peroksydacji lipidow, zachodzacej
w mikrosomach tozyska ludzkiego. Wzajemna interkonwersja Fe(Il) i Fe(IIl) i stosunek
obu form w $rodowisku odgrywaja wazna rolg¢ w mechanizmie tego procesu. Celem pracy
bylo zbadanie, czy i w jaki sposob reaktywne formy tlenu lub enzymy je metabolizujace
moga wplywac na przemiany oksydoredukcyjne zelaza oraz czy wptyw enzymow antyok-
sydacyjnych na przemiany oksydoredukcyjne moze by¢ jednym z istotnych mechanizmow
ich antyoksydacyjnego dziatania.

Przedstawione w pracy fakty pozwalaja na stwierdzenie, ze dla inicjacji NADPH-za-
leznej peroksydacji lipidow w mikrosomach tozyska ludzkiego kluczowe znaczenie ma
stosunek jonow Fe(IIl)/Fe(Il). W ksztaltowaniu tego stosunku uczestnicza: anionorodnik
ponadtlenkowy, nadtlenek wodoru i nadtlenki lipidowe powstajace podczas NADPH-
zaleznej peroksydacji lipidow. Enzymy antyoksydacyjne: dysmutaza ponadtlenkowa oraz
peroksydaza glutationowa usuwajace anionorodnik ponadtlenkowy i wodoronadtlenki
lipidowe moga hamowa¢ NADPH-zalezna peroksydacjg lipidow, zapobiegajac zbyt szyb-
kiemu utlenianianiu jonow zelaza w srodowisku komoérkowym.

Metabolizm reaktywnych form tlenu (RFT) odgrywa wazna rolg¢ w przebiegu ciazy
cztowieka. W okresie tym, we krwi matki, obserwuje si¢ podwyzszony poziom RFT [19].
Poziom anionorodnika ponadtlenkowego (O, ") i wodoronadtlenkéw lipidowych (LOOH),
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wzrasta jeszcze silniej w stanie przedrzucawkowym i gestozach [13,19]. Ustalono, Ze istotnym
zrodtem LOOH w czasie ciazy jest tozysko [17,18]. Nasze badania pokazaty, ze O, oraz LOOH
powstaja podczas NADPH-zaleznej peroksydacji lipidow w mitochondriach i mikrosomach
tozyska ludzkiego [4, 8]. Bezposrednim skutkiem tego procesu jest zahamowanie aktywnos$ci
enzymow steroidogenicznych prowadzace do spadku syntezy progesteronu i estrogenéw [5,7].
NADPH-zalezna peroksydacja lipidow w mitochondriach i w mikrosomach tozyska ludzkiego
jest silnie hamowana przez dysmutaz¢ ponadtlenkowa (SOD) [4,8], a spadek aktywnosci tego
enzymu w tozysku jest jedna z przyczyn nadmiernej produkcji RFT w tozysku [16].

Wiadomo, ze kluczowa rol¢ w NADPH-zaleznej peroksydacji lipidow w mitochondri-
ach i mikrosomach tozyska ludzkiego odgrywaja przemiany oksydoredukcyjne jonow zelaza
[4,6,8]. Uwaza sig, ze jony zelaza moga uczestniczy¢ w inicjacji jako sktadniki wolnorod-
nikowych kompleksow Zelazo-tlen lub jako substraty reakcji, w ktorych produktami sa RFT
[3]. Z udziatem jonow zelaza moze powstawac¢ O, i nadtlenek wodoru (H,0,), przy czym w
pierwszym wypadku utleniaczem Fe(II) jest tlen czasteczkowy, a w drugim O, (reakcje {1}
i {2}). Przemiana H,0O, w bardzo reaktywny rodnik hydroksylowy (HO") réwniez wymaga
obecnosci zelaza {3}. Reakcja ta noszaca nazwe reakcji Fentona {3} moze by¢ stymulowana
poprzez redukcjg Fe(Ill) przez O, (reakcja {4})

Fe* + O, <> Fe*" + O, {1}
Fe* + O, <> Fe** + H,0, {2}
Fe?" + H,0, — Fe** + HO" + OH- {3}
Fe* + 0," <> Fe*' + O, {4y

Wiadomo réwniez, ze w obecnosci jonéw Zelaza oraz LOOH moze dochodzi¢ do reinicjacji
peroksydacji lipidow, w wyniku ktorej powstaja produkty wolnorodnikowe oraz zmienia si¢
stopien utlenienia jonow zelaza (reakcje {5} i {6}). Jony zelaza (II) moga rowniez reagowac
z wolnorodnikowymi produktami peroksydacji lipidow (reakcje {7} i {8}), prowadzac do
utworzenia pochodnych hydroksylowych (LOH) lub LOOH.

LOOH + Fe* — Fe** + OH- + LO* {5}
LOOH + Fe** — Fe** + H* + LOO {6}
LO" + Fe* + H" — Fe’* + LOH {7}
LOO" + Fe* + H™ — Fe** + LOOH {8}

W $wietle powyzszych informacji nalezy postawi¢ pytanie, czy wplyw na ksztaltowanie si¢
optymalnego stosunku Fe(IIl) do Fe(II) nie jest jednym z istotnych mechanizméw dziatania en-
zymow antyoksydacyjnych. Trzy zasadnicze enzymy obrony antyoksydacyjnej, czyli dysmutaza
ponadtlenkowa, katalaza i peroksydaza glutationowa ze wzgledu na ich udzial w usuwaniu
RFT moga wywiera¢ wpltyw na stgzenia substratow i produktow w reakcjach przedstawionych
powyzej. I tak: SOD poprzez usuwanie O, i produkcj¢ H,O, moze wplywac na kierunek reakcji
nr {1} do {4}, katalaza na reakcje {2} 1 {3} a GPx na {5} do {8}. To w konsekwencji moze
prowadzi¢ do zmiany dtugosci odcinka czasu potrzebnego do osiagnigcia optymalnego stosunku
Fe(IIT)/Fe(IT). Przedstawione w pracy doswiadczenia po raz pierwszy dostarczaja informacji na
temat wptywu RFT na kierunki przemian oksydoredukcyjnych jonow zelaza w mikrosomach
tozyska ludzkiego i pozwalaja na rozszerzenie wiedzy na temat mechanizmu dzialania enzymow
antyoksydacyjnych w warunkach NADPH-zaleznej peroksydacji lipidow.
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CEL PRACY

Zelazo jest istotnym elementem NADPH-zaleznej peroksydacji lipidow, zachodzacej w
mikrosomach tozyska ludzkiego. Wzajemna interkonwersja Fe(II) i Fe(IIl) i stosunek obu
form w $rodowisku odgrywaja kluczowa rol¢ w mechanizmie tego procesu. Celem pracy
bylo zbadanie, czy i w jaki sposob reaktywne formy tlenu lub enzymy je usuwajace moga
wplywac na przemiany oksydoredukcyjne zelaza oraz czy wpltyw enzymow antyoksydacyjnych
na przemiany oksydoredukcyjne moze by¢ jednym z istotnych mechanizméw ich antyoksy-
dacyjnego dziatania.

MATERIALY I METODY
Odczynniki

NADP?, glukozo-6-fosforan, dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa, a-tokoferol, buty-
lowany hydroksytoluen (BHT), batofenantrolina, alkohol izoamylowy, katalaza, dysmutaza
ponadtlenkowa (SOD), FeCl,, FeCl;, wodoronadtlenek kumenu, EDTA i kwas tiobarbiturowy
pochodzity z firmy Sigma. Mannitol otrzymano z firmy Fluka. Pozostate odczynniki o wysokim
stopniu czystosci pochodzity z firmy Polskie Odczynniki Chemiczne.

Izolacja mikrosoméw z tozyska ludzkiego

Lozyska pochodzace z prawidlowo przebiegajacych ciaz otrzymano ze Szpitala Woje-
wodzkiego w Gdansku. Mikrosomy z tozyska izolowano, tak jak opisano wcze$niej [8].

Oznaczenie produktow peroksydacji lipidow.

Miarg peroksydacji lipidow byta ilo$¢ powstatych substancji reagujacych z kwasem tiobar-
biturowym (TRABS). Inkubacj¢ prowadzono w temperaturze 37°C, przy statym wytrzasaniu i
dostepie powietrza. Koficowa objeto$¢é mieszaniny inkubacyjnej wynosita 1 ml i zawierata: 20
mM Tris-HCI pH 7.4, 1 mg biatka mikrosomalnego, uktad regenerujacy NADPH sktadajacy
si¢ z 3 mM glukozo-6-fosforanu (G-6-P), 1 jednostki dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej
(dehydrogenazy G-6-P) i 0,5 mM NADP" oraz 50 uM FeCl, lub 50 uM FeCl;. Inkubacje
przerywano dodaniem 1,75 ml mieszaniny sktadajacej si¢ z 0,25 ml SN HCI, 0,5 ml 40%
kwasu tréjchlorooctowego (TCA) i 1 ml H,0. Zawarto$¢ proboéwki intensywnie mieszano,
a nastgpnie dodawano 0,5 ml 2% kwasu tiobarbiturowego oraz etanolowy roztwor butylow-
anego hydroksytoluenu (BHT) tak, aby jego koncowe st¢zenie w probéwce wynosito 0,01%,
i ponownie mieszano. Proby umieszczano we wrzacej tazni wodnej na 10 minut, nastgpnie
szybko schtadzano oraz wirowano przy 600 g przez 10 min. W supernatancie mierzono warto$¢
absorbancji przy A=535 nm i obliczono ilos¢ TBARS ze wspotczynnika absorbancji molowej
1,56x10° M'em™ [2].
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Pomiar Fe(II)

Jony Fe(II) oznaczano jako kompleks barwny z batofenantroling (wspolczynnik absorbancji
molowej wynosi 22,14x10° M'em™ przy A=535 nm). Proby inkubowano w temperaturze 37°C,
przy stalym dostepie powietrza i wytrzasaniu. Srodowisko inkubacyjne zawierato 20 mM
Tris-HCI pH 7,4 i 1 mg bialka mikrosomalnego, 3 mM glukozo-6-fosforan (G-6-P), 0,5 mM
NADP*, 1. dehydrogenazy G-6-P. Koficowa obj¢tos¢ mieszaniny inkubacyjnej wynosita 1 ml.
Inkubacjg rozpoczynano dodaniem 50 pl 1 mM roztworu FeCl,. Reakcj¢ przerywano dodaniem
2 ml 2 mM roztworu batofenantroliny w alkoholu izoamylowym. Po dodaniu batofenant-
roliny probowke intensywnie mieszano przez 1 minutg w celu wyekstrahowania kompleksow
Fe(II)-batofenantrolina z mieszaniny inkubacyjnej. Nastgpnie proby wirowano przy 600g przez
10 minut, rozdzielajac frakcj¢ wodna i alkoholu izoamylowego. Absorbancj¢ przy A=535 nm
mierzono we frakcji alkoholu izoamylowego.

Przedstawienie i ocena statystyczna wynikéw badan

Wszystkie wyniki przedstawiono jako $rednie + S.E.M. Do oceny statystycznej wynikow
badan stosowano jednoczynnikowa analiz¢ wariancji. W przypadku stwierdzenia, ze pomigdzy
badanymi grupami istnieje statystycznie znamienna zmienno$¢, istotnos¢ roznic pomiedzy
poszczegblnymi grupami szacowano, stosujac a posteriori test Tukeya (metoda T).
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Ryc. 1. A) NADPH-zalezna peroksydacja lipidow w mikrosomach tozyska ludzkiego. Warunki inkubacji
i postgpowanie tak jak opisano w Materiatach i Metodach. Znamienno$¢ statystyczna (ANOVA, N=3).
(*) p<0,001 i (#) p<0,05 w stosunku do odpowiedniej warto$ci w czasie 0. B) Utlenianie Fe? w mikro-
somach tozyska ludzkiego. Warunki inkubacji i postgpowanie jak opisano w Materiatach i metodach
Fig. 1. A) Time course of NADPH-dependent lipid peroxidation in human placental microsomes. The experimental
conditions as described In Materials and Methods. Statistical significance (ANOVA, N=3) vs. time 0: (¥*) p<0.001
i (#) p<0.05. B) The time dependent effect of placenta microsomes on Fe(Il) oxidation. Experimental conditions as
described in Materials and Methods
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WYNIKI

Pierwszy eksperyment wykonano w celu sprawdzenia, jaki wptyw na czas inicjacji NADPH-
zaleznej peroksydacji lipidow w mikrosomach tozyska ludzkiego ma stopien utlenienia do-
danego zelaza. Zastosowano dwie formy zelaza: Fe(Ill) (FeCl;) oraz Fe(Il) (FeCl,). Wyniki
przedstawiono na ryc. 1 (Panel A). Po dodaniu do mieszaniny inkubacyjnej Fe(III) produkcja
TBARS osiagata znaczace wartoéci po 7,5 minutach inkubacji. Po dodaniu Fe(II) istotny
wzrost syntezy TBARS obserwowano dopiero w 15 minucie inkubacji. Poniewaz dodanie
bardziej utlenionej formy zelaza (Fe(IIl)) sprzyjato bardzo szybkiej inicjacji peroksydacji lip-
idow wyrazanej synteza TBARS, sprawdzili$my, czy opdznienie fazy inicjacji, obserwowane
w przypadku dodania Fe(Il), nie wynikato z koniecznosci jego utlenienia do Fe(IIl). W tym
celu wykonali$my doswiadczenie pozwalajace na obserwacjg utleniania Fe(Il) w identycznych
warunkach, w jakich obserwowano produkcje TBARS po dodaniu FeCl,. Oznacza to, Ze proby
zawieraly pelny uklad regenerujacy NADPH. Wyniki tego do§wiadczenia zostaly przedstawione
na rycinie 1 (panel B). W zastosowanej metodzie obserwowany na wykresie spadek st¢zenia
Fe(Il) jest tozsamy z ich utlenieniem do Fe(IIl). Jony Fe(Il) w takich warunkach ulegaja
szybkiej autooksydacji 1 po 10 minutach ilo§¢ zmierzonego Fe(II) wynosita mniej niz 10%
jego poziomu wyjsciowego.
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Ryc. 2. Wptyw SOD na utlenianie Fe(II) w mikrosomach tozyska ludzkiego. Warunki do§wiadczalne i
postepowanie jak opisano w Materiatach i Metodach. Czas inkubacji 1 i 5 minut. Znamienno$¢ staty-
styczna (ANOVA, N=3) zaznaczono dla prob inkubowanych w jednakowych czasach: (&) p<0,001 w
stosunku do préby nie zawierajacej SOD; (#) p<0,005 w stosunku do proby zawierajacej 10 j SOD
Fig. 2. Effect of SOD on Fe(II) oxidation in human placental microsomes. The experimental conditions as described
in Materials and Methods. Incubation time 1 or 5 minutes. Statistical significance (ANOVA N=3): (*) p<0.001 vs.
sample without SOD in the same time point:; (#) p<0.005 vs. sample with 10 I.U. of SOD
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Poniewaz proces nieenzymatycznej autooksydacji Fe(Il) wiaze sig¢ z produkcja anionorod-
nika ponadtlenkowego {1} oraz nadtlenku wodoru {2}, sprawdzono, w jaki sposob wplywaja
na ten proces SOD i katalaza. Wyniki przedstawiono na rycinach 2 i 3. Okazalo sig, ze dys-
mutaza ponadtlenkowa SOD znaczaco zmniejszata szybko$¢ autooksydacji Fe(II). Efekt ten
byl wyrazny szczegodlnie w obecnosci 50 j. SOD chociaz tendencja byta juz widoczna w
obecnosci 10 j. SOD. W podobnych warunkach katalaza wykazywata dzialanie przeciwne,
przyspieszajac utlenianie Fe(II).

Powstajace w procesie peroksydacji lipidow wodoronadtlenki lipidowe, wolne nadtlen-
kowe rodniki lipidowe oraz rodniki alkoksylowe moga reagowac z jonami zelaza w rézny
sposob, prowadzac do utlenienia lub redukcji tych jonéw. Sprawdzono, w jaki sposob wodor-
onadtlenki lipidowe moga wptywacé na tempo utleniania zelaza. W tym celu do mikrosomow
zostal dodany wodoronadtlenek kumenu (CumOOH). Jest to zwiazek o duzej lipofilnosci,
wykazujacy wiele podobienstw do naturalnie wystgpujacych LOOH i czgsto stosowany w
uktadach doswiadczalnych jako ich syntetyczny analog. Wyniki eksperymentu przedstawiono
na rycinie 4. CumOOH dodany do zawiesiny mikrosoméw silnie stymulowal utlenianie jonéw
Fe(ID) juz w 2 pM stezeniu.
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Ryc. 3. Wplyw katalazy na utlenianie Fe(II) w mikrosomach tozyska ludzkiego. Warunki doswiadczalne i
postgpowanie jak opisano w Materiatach i metodach. Czas inkubacji 1 minuta. Znamienno$¢ statystyczna
(ANOVA, N=3): (*) p<0,001 w stosunku do proby nie zawierajacej katalazy; (&) p<0,002 w stosunku
do proby nie zawierajacej katalazy; (#) p<0,001 w stosunku do proby zawierajacej 10 j. katalazy; ($)
p<0,001 w stosunku do proby zawierajacej 100 j katalazy

Fig. 3. Effect of catalase on Fe(II) oxidation in human placental microsomes. The experimental conditions as described

in Materials and Methods. Incubation time 1 min. Statistical significance (ANOVA N=3): (*) p<0.001 vs. sample
without catalase; (#) p<0.001 vs. sample with 10 LU. of catalase; ($) p<0.001 vs. sample with 100 I.U. of catalase
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Ryec. 4. Wplyw wodoronadtlenku kumenu (CumOOH) na utlenianie Fe(II) w mikrosomach tozyska
ludzkiego. Inkubacja i postepowanie jak opisano w Materiatach i Metodach. Wodoronadtlenek ku-
menu jak na osi odcigtych. Czas inkubacji 1 minuta. Znamienno$¢ statystyczna (ANOVA, N=3):
(*) p<0,001 w stosunku do proby nie zawierajacej CumOOH

Fig. 4. Effect of cumene hydroperoxide (CumOOH) on Fe(Il) oxidation in human placental microsomes. The
experimental conditions as described in Materials and Methods. Incubation time 1 min. Statistical significance
(ANOVA N=3): (*) p<0,001 vs. sample without CumOOH

DYSKUSJA

Otrzymane przez nas wyniki po raz pierwszy uwidocznity, ze kluczowa rol¢ w NADPH-zaleznej
peroksydacji lipidéw w mikrosomach tozyska ludzkiego odgrywa odpowiedni stosunek Fe(III)/
Fe(II). Na rycinie 1 pokazano, ze znaczaca produkcja TBARS po dodaniu Fe(Il) (ryc. 1) jest
widoczna dopiero wowczas, gdy zdecydowana wigkszos¢ dodanego Fe(II) jest utleniona do
Fe(IIT). Otrzymany wynik jest zgodny z obserwacjami uzyskanymi przez innych badaczy [1,9],
ktorzy réwniez uwazali, ze inicjacja NADPH-zaleznej peroksydacji lipidow wymaga odpow-
iedniego stosunku Fe(IIT)/Fe(II). Minotti i Aust [9] sugerowali, ze utajony okres peroksydacji
lipidow jest potrzebny do akumulacji jonow Fe(IIl) powstajacych w wyniku utleniania jonéw
Fe(Il) i wytworzenia odpowiedniego stosunku Fe(IIT)/Fe(II), ktory wedhug tych autorow wynosit
od 7:1 do 1:1. Otrzymany przez nas wynik w $wietle istniejacych obserwacji jednoznacznie poka-
zuje, ze peroksydacja lipidow rozpoczyna si¢ wtedy, gdy stezenie Fe(IT) osiagnie odpowiednio
niska warto$¢ i paradoksalnie sugeruje pewne antyoksydacyjne wiasciwosci Fe(Il). Znajduje to
potwierdzenie we wczesniejszych obserwacjach innych badaczy, ktorzy wykazali, ze istnieje
zwiazek pomigdzy stezeniem Fe(Il) w srodowisku a szybkoscia inicjacji peroksydacji lipidow w
liposomach [14]. Zauwazyli, ze dodanie mniejszej ilosci Fe(Il) do uktadu zawierajacego liposomy
powoduje skrocenie okresu pomigdzy startem reakcji a pojawieniem si¢ produktow peroksydacji
lipidow oraz, ze stgzenie Fe(II) na koncu utajonej fazy procesu peroksydacji bylo zawsze takie
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same, niezaleznie od poczatkowego stezenia Fe(II). Sugerowano, ze odpowiedni stosunek Fe(III)/
Fe(I) jest niezbedny do wytworzenia wolnorodnikowych kompleksow zelaza z tlenem, takich
jak: rodnik ferrylowy, rodnik nadferrylowy lub kompleks Fe(II)-O-Fe(III) [9].

Podczas inkubacji przy stalej dostgpnosci tlenu atmosferycznego st¢zenie tlenu w rozt-
worach wodnych pozostaje w granicach od 100 do 300 uM. Stata obecno$é rozpuszczonego
w srodowisku tlenu pozostajacego w rownowadze z tlenem atmosferycznym prowadzi tym
samym do silnego przesunigcia rownowagi reakcji {1} w prawo, sprzyjajac szybkiemu utle-
nianiu Fe(Il) do Fe(Ill). Uwzgledniajac jednak wczesniej zaobserwowany przez nas fakt, ze
zastosowane $rodowisko oraz obecne w nim sktadniki uktadu regenerujacego NADPH (bez
mikrosomow) tylko nieznacznie przyspieszaja proces utleniania Fe(Il) [6], nasuwa si¢ jed-
noznaczny wniosek, ze to mikrosomy sa czynnikiem silnie przyspieszajacym autooksydacje
zelaza. Wezesniej wykazaliSmy, ze rowniez mitochondria izolowane z tozyska ludzkiego silnie
stymulowaly utlenianie Zelaza [6].

Zaobserwowany efekt SOD $wiadczy najwyrazniej o tym, ze w zastosowanych warunkach
O, odgrywa znaczaca rolg w procesie utleniania Fe(Il). O,™, uczestniczacy w utlenianiu Fe(II),
moze pochodzi¢ z dwoch zrodet. Jednym z nich jest autooksydacja zelaza {1}, a drugim uwal-
nianie O, przez mikrosomalny cytochrom P450. Wiadomo, ze w komodrkach moga zachodzié
obydwa wymienione mechanizmy produkcji O, . [3,8,11]. Mozna sadzi¢, ze efekt SOD nie
wynika z mechanizmu autooksydacji przedstawionego w reakcji {1}, albowiem usuwanie
O, raczej przesuwatoby rownowage reakcji w prawa strong i sprzyjatoby utlenianiu Fe(II).
Rozsadnym wyjasnieniem roli O, bytby mechanizm przedstawiony w reakcji {2}, w czasie
ktorej O, " jest utleniaczem, a nie reduktorem jondéw zelaza. Za tym mechanizmem przemawia
réwniez wysoka stata szybkosci reakeji {2} [12].

Rowniez efekt dzialania katalazy odbiegal od powszechnie przyjgtego mechanizmu zap-
roponowanego przez Fentona, w ktorym jony Zelaza moga by¢ utleniane przez nadtlenek
wodoru (reakcja{3}), gdyz w naszych warunkach do$wiadczalnych usuwanie H,O, sprzyjato
utlenianiu jonow Fe (IT). Obserwacja ta jest natomiast zgodna z mechanizmem przedstawionym
w reakcji {2}, w wyniku ktorej H,O, jest bezposrednim produktem. Mozna przypuszczac, ze
0O, 1 powstajacy z niego H,0, znajduja si¢ w porownywalnych st¢zeniach, dlatego usuwanie
nadtlenku wodoru moze w naszych warunkach do§wiadczalnych przesuwa¢ rownowagg reakcji
{2} w prawo, prowadzac do wzrostu szybkosci utleniania zelaza.

Efekt obecnosci CumOOH na szybko$¢ utleniania Fe(IT) byt nawet silniejszy niz wynikatoby
to z prostej stechiometrii reakcji {5}. Wydaje sig, ze obserwowany w naszych eksperymentach
wzrost szybkosci utleniania zelaza wynika w znacznym stopniu z propagacji peroksydacji lip-
idéw indukowanej przez CumOOH. W trakcie tego procesu dochodzi do wytworzenia nowych
LOOH, ktére réwniez moga uczestniczy¢ w utlenianiu zelaza. Oznacza to, ze LOOH moga
wzmagac peroksydacje lipidow, nie tylko poprzez dostarczanie rodnikow lipidowych, ale
réwniez poprzez przyspieszenie utleniania Fe(Il), co ulatwia osiagnigcie optymalnego dla
inicjacji stosunku Fe(IIT)/Fe(Il). We wspomnianej reakcji produktem koncowym jest rodnik
alkoksylowy. Taki rodnik moze tez reagowac z jonami Fe(II) i reakcja ta {7} ma wysoka stata
szybkosci rowna 3x10% M 'em™! [14]. Reakcja ta prowadzi do terminacji peroksydacji lipidow,
gdyz jej produktem jest pochodna hydroksylowa. Mozna wigc sadzi¢, ze wysoki poziom Fe(II)
bedzie raczej sprzyjat hamowaniu peroksydacji lipidéw niz jej stymulacji. Jony Fe(III) moga
réowniez reagowaé z nadtlenkowymi rodnikami lipidowymi, cho¢ reakcja ta ma mniejsza stala
szybkosci niz poprzednia (5x10° M'ecm™) [14].
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Enzymem odpowiedzialnym za reduktywny metabolizm wodoronadtlenkow jest peroksy-
daza glutationowa. Wykorzystany w do§wiadczeniach CumOOH jest substratem dla peroksy-
dazy glutationowej i jest uzywany jako modelowy zwiazek do badania jej wtasciwosci kinety-
cznych [10]. W stanie przedrzucawkowym aktywno$¢ GPx w lozysku jest nizsza niz w ciazy
prawidtowej [15]. Dwa z czterech izoenzymow GPx (Gpx 3 i 4) redukuja LOOH do LOH.
Poniewaz aktywno$¢ GPx prowadzi do spadku ilosci LOOH, to w $wietle przedstawionych
tutaj wynikoéw (ryc. 4) powinna ona réwniez, poprzez usuwanie substratow w reakcji {5},
hamowac utlenianie Fe(II) do Fe(III). A zatem, w obecnosci zelaza i struktur fosfolipidowych
jak mikrosomy i mitochondria dziatanie prewentywne GPx moze by¢ potegowane jej wplywem
na przemiany oksydoredukcyjne jonow zelaza.

Ciekawa konsekwencja prezentowanych w pracy wynikow jest stwierdzenie, ze enzymy
antyoksydacyjne, takie jak SOD i GPx moga hamowa¢ peroksydacjg lipidow nie tylko poprzez
proste usuwanie RFT inicjujacych perosksydacje¢ lipidow, ale takze przez korzystny wplyw
na odpowiednio niski stosunek Fe(IIT)/Fe(Il) promujacy terminacje peroksydacji lipidow wg
mechanizmoéw opisanych w reakcjach {7} i {8}.

WNIOSKI

Przedstawione w pracy fakty pozwolaja na stwierdzenie, ze dla inicjacji NADPH-zaleznej
peroksydacji lipidow w mikrosomach tozyska ludzkiego kluczowe znaczenie ma stosunek
jonow Fe(III)/Fe(1l). W ksztattowaniu tego stosunku uczestnicza: anionorodnik ponadtlenkowy,
nadtlenek wodoru i nadtlenki lipidowe powstajace podczas NADPH-zaleznej peroksydacji
lipidéw. Enzymy antyoksydacyjne: dysmutaza ponadtlenkowa oraz peroksydaza glutation-
owa usuwajace anionorodnik ponadtlenkowy i wodoronadtlenki lipidowe moga hamowac
NADPH-zalezna peroksydacje lipidow, zapobiegajac zbyt szybkiemu utlenianiu jondw Zelaza
w $rodowisku komérkowym.
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R. Milczarek, J. Ruda, K. Kaletha, J. Klimek

THE PARTICIPATION OF REACTIVE OXYGEN SPECIES IN OXIDATION AND REDUCTION
OF IRON IN HUMAN PLACENTAL MICROSOMES AND NEW POTENTIAL MECHANISM
OF SOD AND GPX ACTION

Summary

Free radicals and reactive oxygen species (ROS) play an important role in the physiology of pre-
gnant women but they can cause some disease states when overproduced. We revealed that endoplasmic
reticulum of syncytiotrophoblast may be an important source of lipid peroxides in pregnancy. During
NADPH-dependent lipid peroxidation, placental microsomes produce a significant amount of TBARS.
Interconversion of Fe(Il)«»>Fe(Ill) and Fe(II)/Fe(IlI) ratio play the key role in the mechanism of NADPH-
dependent lipid peroxidation. Thus the goal of this study was to examine the participation of ROS in
Fe(Il)«»Fe(Ill) interconversion. Presence of NADPH-generating system (NADPH-GS) with Fe(Il) or
Fe(Ill) cause together a strong rise in TBARS synthesis in human placental microsomes. When Fe(I1I)
was added to the incubation medium TBARS production was linear during the incubation. If Fe(II) was
added to the same medium a lag phase lasting several minutes in TBARS production was observed. It
can be explained by the necessity of obtaining a proper Fe(IlI)/Fe(Il) ratio. Thus we measured iron oxi-
dation in the presence of microsomes and NADPH-GS. Fe(Il) was oxidized quickly during incubation
in the applied conditions. Superoxide dismutase significantly inhibited Fe(Il) oxidation. On the other
hand catalase strongly accelerated Fe(Il) oxidation. The effect of cumene hydroperoxide — an analog of
lipid hydroperoxides (which is an excellent substrate for glutathione peroxidase) on Fe(II) oxidation was
determined, as well. Cumene hydroperoxide strongly accelerates Fe(II) oxidation. The obtained results
allow us to conclude that during NADPH-dependent lipid peroxidation in human placental microsomes
reactive oxygen species (like superoxide radical, lipid hydroperoxide) can accelerate Fe(II) oxidation and
increase Fe(Ill)/Fe(Il) ratio. Thus, antioxidant enzymes such as superoxide dismutase and glutathione
peroxidase prevent Fe(II) oxidation and in this way they can inhibit lipid peroxidation.
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