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SEZNAM ZKRATEK

ACD — anemia of chronic disease (anémie chronickych chorob)
ALAS — syntaza kyseliny delta-aminolevulové
ATP1A — Na+t/K+ATPase a

BMP/ BMP-R — bone morphogenetic protein / receptor
CP — ceruloplasmin

DcytB — duodenalni cytochrom B

DMT-1 — divalent metal transporter 1

EPO — erytropoetin

EPO-R — erytropoetinovy receptor

ERFE — erytroferron

FPN — ferroportin

GDF 15 — growth differentiation factor 15

HAMP — hepatic antimicrobial peptide (hepcidin)

Hb — hemoglobin

HCT — hematokrit

HEPH — hephaestin

HFE — hemochromatosis (Fe) protein

HH — hereditarni hemochromatéza

HIF — hypoxii indukovany faktor

HIJV (HFE2) — hemojuvelin

HSC — hematopoetic stem cell (hematopoetickd kmenova buiika)

Id1 — DNA-binding protein inhibitor



IDA — iron deficiency anemia (anémie z nedostatku zeleza)

IL-6 — interleukin 6

1.p. — intraperitonealné

IRE — iron responsive elements

IRP — iron regulatory proteins

IRIDA — iron refractory iron deficiency anemia

JAK-2 — Janus kinase 2

KD — kostni dfeii

LIC — liver iron concentration (jaterni obsah zeleza)

MT-2 — matriptaza-2

NTBI — non transferrin bound iron (Zelezo nevazané na transferin)
PHZ — fenylhydrazin

PPIX — protoporfyrin IX

pSMAD 1, 5, 8 — phosphorylated mothers against decapentaplegic 1, 5, 8
RT-PCR — real-time polymerase chain reaction (polymerazova fetézova reakce v readlném case)
SMAD — mothers against decapentaplegic

STATS3 — signal transducer and activator of transcription 3

Tf — transferin

TfR 1/2 — transferinovy receptor 1/2

TGF-p — transforming growth factor beta

TMPRSS6 — transmembrane serine protease 6 (matriptaza-2)
TNF-a — tumor necrosis factor alfa

TSAT — transferrin saturation (saturace transferinu)

TWSGI — twisted gastrulation protein homolog 1



ABSTRAKT

Zelezo je kovovy prvek, ktery hraje v lidském organismu zasadni roli, ale jeho nedostatek
1 nadbytek jsou spojeny se zdvaznymi chorobnymi stavy. Hlavnim regulatorem metabolismu
zeleza je hepcidin, peptid tvofeny v jatrech. Nadbytek zeleza a zanét expresi hepcidinu zvysuji,
nedostatek zeleza a aktivovana erytropoéza ji snizuji. Molekularni mechanismy regulace exprese
hepcidinu a jejich hierarchie a propojeni jsou poznany jen ¢aste¢né. Hlavni regulacni drahou je
BMP/ SMAD, ktera reaguje na mnozstvi Zeleza v organismu. Jeji soucést tvoii fada molekul
vcetné hemojuvelinu a HFE a jejich mutace jsou spojeny s neadekvatné nizkou produkci
hepcidinu, nadbytkem Zeleza a hereditarni hemochromatozou. Erytroidni regulace, kterd musi mit
na expresi hepcidinu negativni pasobeni, je zndma jen Castecné, stejné¢ jako jeji propojeni
s drahou BMP/ SMAD. V neddavné dobé& byly popsany dva nové negativni regulatory exprese
hepcidinu. Membranovy enzym ptitomny v hepatocytech — matriptaza-2 (MT-2, TMPRSS6) a
solubilni faktor tvofeny erytroblasty — erytroferron (ERFE).

Cilem nasi prace bylo zjistit, jak je MT-2 zapojena do erytroidni drahy a zdali nemtize byt
mistem, kde se protinaji jednotlivé regula¢ni drahy. Stanovovali jsme expresi genli na Grovni
mRNA pomoci real-time PCR a na urovni proteinii pomoci imunoblotl. K pokustim jsme nejprve
pouzili samce mysi a samice potkand, kterym byl podavan erytropoetin (EPO), Zelezo ¢i byli na
nizkozelezné dieté. Prokazali jsme, Ze Zelezo ani EPO neovliviuji expresi MT-2 na Urovni
mRNA, ale Ze je mnozstvi MT-2 ovlivnéno na urovni proteinu. EPO a nedostatek Zeleza
navozeny nizkozeleznou dietou ji zvySuji, podani Zeleza ji naopak sniZuje. Zmény byly
vyraznéjsi u potkand. V dalSich experimentech jsme proto u potkanti podali kombinaci podavani
zeleza a EPO a sledovali jejich vliv na MT-2 a ERFE. Potvrdili jsme piedeslé pozorovani na
mysich, ze pii predchozim podéani vysokych davek Zeleza nedochazi po podani EPO k snizeni
exprese hepcidinu, a to piesto, ze exprese ERFE ve sleziné zlstava zvySena. Protoze podani
Zeleza zabrénilo vzestupu mnozstvi proteinu MT-2 po EPO, domnivame se, ze MT-2 pfispiva
k omezeni poklesu hepcidinu.

Z nasich vysledkl dale vyplyva, ze zvySené ERFE 1 snizené mnozstvi fosforylovanych
SMAD proteini nedokézou v pfipad¢ predchoziho podani Zeleza dostatecné snizit expresi
hepcidinu. Exprese hepcidinu ziistdvd vysoka (normalni) i v pfitomnosti vysokého mnozstvi

ERFE v plazmé¢ a aktivaci drahy BMP/ SMAD. Podani zeleza pfitom zabraiiuje zvySeni mnozstvi



MT-2, coz by mohlo byt molekularni pti¢inou toho, ze exprese hepcidinu neni snizend, a to i pfi
souCasn¢ vyrazné erytroidni stimulaci. To by nasvédCovalo tomu, ze MT-2 mize mit roli v
dlouhodobé¢;jsi erytroidni regulaci hepcidinu a muze byt mistem, kde se erytroidni i zdsobni
regulacni systém setkavaji a ze mechanismy regulace hepcidinu a metabolismu Zeleza jsou
ziejme vyrazné ovlivnény ¢asovym priabéhem a mohou se lisit podle akutnosti ¢i dlouhodobosti

zmeén v erytropoéze.

Klicova slova: zelezo, hepcidin, erytropoetin, matriptaza-2, erytroferron, zanét
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ABSTRACT

Iron is a metal element with crucial roles in human organism. Both iron deficiency and
iron overload are important pathologies. Hepcidin, a peptide synthetized in the liver, is a key iron
regulatory hormone. Increased amount of iron and inflammation stimulate its expression while
iron deficiency and activated erythropoiesis cause hepcidin downregulation. The regulation of
hepcidin expression on the molecular level and its hierarchy and interactions are not completely
known. The main regulatory pathway is BMP/ SMAD which reacts to the iron amount in the
organism. Several molecules, including hemojuvelin and HFE, are involved in this pathway and
their mutations are linked to inappropriately low hepcidin production, iron overload and
hereditary hemochromatosis. Erythroid regulation with suppressive action on hepcidin expression
is known only partially as well as its connection to the BMP/ SMAD pathway. Recently, two new
negative regulators of hepcidin expression have been described. Membrane enzyme present in
hepatocytes — matriptase-2 (MT-2, TMPRSS6) and soluble factor secreted by erythroblasts —
erythroferrone (ERFE).

The aim of our work was to investigate how MT-2 is involved in the erythroid regulatory
pathway, and whether it can represent the molecule where various regulatory pathways interact.
We determined gene expression as the amount of mRNA by real-time PCR and as protein level
by immunoblots. Firstly, we used male mice and female rats which were given erythropoietin
(EPO), iron or were kept on low iron diet. We proved that neither iron nor EPO influenced MT-2
expression on the mRNA level but that MT-2 reacted to both on protein level. EPO and iron
deficiency induced by low iron diet increased the amount of MT-2 protein while iron
administration decreased it. The changes were more pronounced in rats. In next experiments we
therefore administered the combination of iron and EPO and studied their influence on MT-2 and
ERFE in rats. We confirmed previous data in mice that the previous administration of high iron
doses blocks the EPO mediated downregulation of hepcidin expression despite the increased
ERFE expression in the spleen. As iron administration prevented the increase of MT-2 protein
amount observed after EPO, we suppose that MT-2 plays role in the limitation of hepcidin
downregulation.

Our results show that both increased ERFE and decreased amount of phosphorylated

SMADs are not able to sufficiently decrease hepcidin expression if iron was previously
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administered. Hepcidin expression remains high (i.e. normal) even in the presence of high
amount of ERFE in the plasma and activated BMP/ SMAD pathway. Iron administration restraint
the increase of MT-2 protein amount which could be the molecular cause of the fact that hepcidin
expression is not increased despite enhanced erythroid stimulation. It could indicate that MT-2
could have a role in long term erythroid hepcidin regulation and could be one of the points where
erythroid and store regulatory systems interact. Moreover, the mechanisms of hepcidin regulation
and iron metabolism are probably strongly influenced by time course and can differ in acute and

long term changes in erythropoiesis.

Key words: iron, hepcidin, erythropoietin, matriptase-2, erythroferrone, inflammation
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1.UVOD

Poruchy metabolismu Zeleza jsou vyznamnou oblasti lidské mediciny a patofyziologie.
Asi tfetina obyvatel planety trpi anémii (Kassebaum, 2014), pfi¢emz nejcastéj$i jsou anémie
z nedostatku zeleza (sideropenickd) a anémie chronickych chorob, u niz je metabolismus zeleza
snizenym piijmem, poruchou vsttebavani nebo jeho nadmérnymi ztratami, zejm. krvacenim. Na
opacném polu je pak pretizeni zelezem, které je zivot ohrozujici a postihuje nemocné
s genetickymi chorobami, k nimz patii hereditarni hemochromatéza a nékteré hemolytické

anémie (zejm. talasémie) ¢1 v disledku podavani krevnich transfuzi pti utlumu kostni dfené.

Poznéni regulace metabolismu Zeleza, zejména ve vztahu k erytropoéze a k zanétu, je
proto dilezité a mize mit vyznam nejen k poznani (pato)fyziologickych dé&ja, ale i jako podklad

pro diagnostické ¢i terapeutické postupy.

1.1 Zelezo

Zelezo (lat. ferrum, »6Fe, VIIIB skupina) je ptechodny kovovy prvek, druhy
nejrozsifenéjsi kov na Zemi a nejhojnéji zastoupeny kov v lidském téle. Jeho biologicky vyznam
spo¢iva v jeho schopnosti ménit svilj oxidaéni stav (pocet elektronti, Fe?" <> Fe’*) a véazat a
prenaset kyslik, ¢imz se nachdzi v samém centru zasadnich biologickych a energetickych déjt
zivych organismil. Tyto vlastnosti jej vSak zaroven ¢ini 1 z hlediska organismu potencialné
nebezpeénym s ohledem na toxicitu volného Zeleza. Celé ,,zakomponovani* tohoto reaktivniho
kovu do organickych sloucenin organismu, tj. jeho piijem, chemické zpracovani, vyuziti, ochrana
pred jeho potencialné toxickym ptisobenim a regulace téchto déji jsou nesmirn¢ dimyslnymi a
dilezitymi déji, které souvisi s mnoha fyziologickymi a patologickymi dé&ji, a n€kolika z téchto

souvislosti a procest se zabyva i tato prace.

1.1.1 Piehled metabolismu a funkei zeleza

Metabolismus Zeleza v lidském organismu je tvofen nckolika navzdjem propojenymi a
regulovanymi déji (obr. 1) — resorpci, distribuci a recyklaci (Ganz, 2013). V téle jsou obsazeny

3 az 4 gramy zeleza, vétSi mnozstvi je obecné u muzi. Zhruba dvé tfetiny Zeleza jsou obsazeny
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verytronu — to znamend Vv hemoglobinu (Hb) cCervenych krvinek a jejich prekurzor
(erytroblastli) v kostni dieni (KD). Molekula Hb je tvofena 4 fetézci aminokyselin, kazda ze
kterych obsahuje vlastni atom dvojmocného Zeleza (Fe?’), na ktery se pak ma schopnost
reverzibilné vazat kyslik. To znamena, zZe jedna molekula Hb schopna navazat az 4 atomy kysliku

(oxyhemoglobin, oxyHb).

Pfiblizn¢ cCtvrtina zeleza se nachdzi v zasobarnach, kterymi jsou jatra a makrofagovy
systém (RES). Zbyvajici zelezo je v ostatnich tkanich a buiikach téla, protoze kazda burka zelezo

obsahuje. Ze specializovanych bunék jde zejména o svalové buiiky, které obsahuji myoglobin.

K aktivnim formam Zeleza patii zelezo obsazené v hemu, resp. v hemoproteinech. Mimo
zminény Hb a myoglobin jde o velkou skupinu cytochromt, a to jak v dychacim fetézci, tak
rozsédhlou rodinu cytochromii P450 (CYP), které maji velky vyznam v metabolickych a
detoxikacnich d¢&jich. DalSimi hemoproteiny jsou napi. peroxidaza, katalaza, NO syntdza a
desitky dalSich proteind. K vyznamnym nehemovym proteinim patii ribonukleotid reduktaiza,

ktera je klicovym enzymem syntézy DNA.

Zasobni Zelezo je ,,nefunk¢ni, netoxické a nachézi se ve feritinu, ktery objevil v 30.
letech 20. stoleti ¢esky fyziolog profesor Vilém Laufberger. Mlze obsahovat az 4000 atomu
zeleza. Molekula, neobsahujici Zelezo se nazyva apoferitin. Nejvice je feritin zastoupen v jatrech,
makrofazich (sleziné, kostni dfeni) a stievnim epitelu. Sérovy feritin pochazi z makrofagl a je
ukazatelem zasob Zeleza v téle. Pfi nadbytku Zeleza se feritin méni na hemosiderin, ve které se

Zelezo nachdzi v nerozpustné formé, a proto je méné dostupné.
Transportni Zelezo se nachazi v plazmé a je vazano na transportni protein transferin (Tf).

Zelezo v organismu muiZe se tak nachazet ve tfech stavech: aktivni, zasobni a transportni.
Volné dvojmocné Zelezo je velmi toxické a zptsobuje vznik volnych radikalti Fentonovou reakci.
Zelezo zasobni je méné reaktivni a méné rozpustné, nachazi se ve feri formé (Fe’"), zatimco
zelezo funkéni je ve formé& fero (Fe?*, jako v Hb) ¢i mezi obéma formami piechazi (jako

v cytochromech).
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1.1.1.1 Vstrebavani Zeleza

Zelezo se vstiebava v duodenu, popt. v proximalni &asti jejuna. Z fyziologického hlediska
je pro jeho spravné vstfebavani nutné kyselé prosttedi v Zaludku (kyselina chlorovodikova, HCI).
Organické kyseliny ve strave, jako je kyselina citronova a kyselina askorbova (vitamin C), také
usnadiiuji redukci a rozpustnost nehemového zeleza. Naopak resekce zaludku ¢i achlorhydrie
vstiebavani zeleza zhorSuji. Snizovat vstiebavani zeleza muze i strava bohatd na vldkninu —
zelenina, ovoce, lusténiny (jsou bohaté na oxalaty, fytaty, taniny), vytvarejici s nim nerozpustné
nebo cheldtové komplexy, které se pak tézko vstfebavaji. Proto za nejlépe vstiebatelné se

povazuje hemové zelezo.

Z molekularniho hlediska je vstfebavani prozkoumédno pouze c¢asteéné. V lidském
organismu se vétSina Zeleza vstiebava v hemové formé, ale dosud tento transport neni piesné
popsan. Z nehemového zeleza se vstiebava zelezo dvojmocné, které je prenaSeno molekulou
v apikalni membrané enterocytu — divalent metal transporter 1 (DMTI1, je kdédovan genem
SLCI1142). DMTI1 je transmembranovy protein, ktery méa schopnost ptfenaset zelezo i jiné
dvojmocné kovy, napiiklad Zn?". Kromé& enterocytdi je piitomen i v endosomech erytroidnich
prekurzorit a v dalSich buiikkdch. Mutaci DMT1 vznika hypochromni mikrocytarni anémie
v kombinaci s pretizenim Zelezem (Mims and Prchal, 2005). Spolu s DMT1 na apikélni strané
enterocytu se nachazi rovnéz 1 ferrireduktdza — duodendlni cytochrom B (DcytB, je kddovan

genem CYBRDI), kterd redukuje trojmocné Zelezo (v potravé hojnéjsi) na dvojmocné. Exprese

obou téchto molekul je zvySena pii nedostatku Zeleza.

O pfesunech Zeleza vradmci enterocytu neni mnoho znamo, Zelezo vystupuje na
bazolateralni strané¢ enterocytu pomoci jediného zndmého bunééného exportéru zeleza —
ferroportinu (FPN, ktery je kodovan genem SLC40A41). Nésledné je Zelezo oxidovéano
ferroxidazou (Fe** — Fe") - hephaestin (HEPH, blizky ceruloplasminu) a vazano na transferin.
FPN je pfitomen i v dalSich tkanich, zejm. je dilezity pti recyklaci Zeleza z retikuloendotelovych

bunék a hepatocyti (Pietrangelo, 2004).

Dospély zdravy ¢lovek vstteba pouze cca 10 % zeleza ptijatého v potrave, tj. cca 1 az

2 mg. Vstiebavani Zeleza je vSak klicovym déjem, kterym je fizeno jeho mnozstvi v téle.
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1.1.1.2 Distribuce Zeleza

V plasmé je Zelezo pienaseno ve feri formé (Fe*") vazané na Tf (apoTf). Molekula Tf je
schopna vazat dva atomy Zzeleza (holoTf), za fyziologickych okolnosti saturace Tt Zelezem
(TSAT) ptedstavuje 25 az 40 %. Pii nadbytku zeleza je Zelezo v plazmé pfitomno 1 vdzané
nespecificky na jiné molekuly, jako je albumin ¢i citrdt (tzv. netransferinové zelezo,
NTBI — non transferrin bound iron). Tf distribuuje Zelezo do vSech bun¢k. Bunky dle potieby
zeleza vystavi na své membran¢ transferinové receptory 1 (TfR1), kterych mlze byt na
erytroblastech fadoveé az 100 tisic. Na né se vaze holoTf, ktery je procesem zvanym receptorem
mediovana endocytdza pohlcen do bunék. V endosomu, po jeho okyseleni, je zelezo z vazby na
Tf uvolnéno, redukovéano a vystupuje molekulou DMT1 do vnitiku bunky, zatimco TfR1 a Tf
jsou recyklovany zpét na membranu (jde o zna¢nou usporu téchto molekul). Nitrobunééné zelezo

je dale vyuZito (napft. k syntéze hemu v mitochondriich) ¢i je ulozeno do feritinu.

1.1.1.3 Recyklace zZeleza

Naprosta vétSina Zeleza v lidském organismu je recyklovdna. Zaniklé bunky jsou
fagocytovany makrofagy, které dale skladuji ¢i uvoliuji zelezo. Kvantitativné nejvyznamnéjsi je
fagocytoza erytrocytd (erytrocytofagocytdza), ktera predstavuje denni odstranéni cca 1 %
cirkulujicich cervenych krvinek. Pomoci neustalé recyklace je udrZovand stala uroven
erytropoézy, protoze ta potiebuje kontinudlni dodavku zeleza. Hem je degradovin enzymem
hemoxygendzou, Zelezo je nasledné skladovano ve feritinu a dle potfeby (a regulace) je uvolnéno

z makrofagh — vystupuje ope€t molekulou FPN, je oxidovano plazmatickym proteinem

ceruloplasminem (CP) a je navazano na Tf.

1.1.1.4 Ztraty a vydej zeleza

Lidsky organismus nema schopnost vydeje (exkrece) Zeleza, neexistuje Zadny regulovany
a specificky zplisob, jak Zelezo z organismu vyloucit. Existuji pouze ztraty zeleza — fyziologické

(bézné odlupovani bunék, menstruace) nebo patologické (zejména krvaceni).
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1.1.1.5 Kvantitativni pohled na systémovy metabolismus Zeleza

Z celkovych 3 az 4 graml zeleza v dospélém organismu predstavuji denni ztraty a
resorpce pouze 1 aZ 2 mg. Resorpce Zeleza v duodenu je zvysSena pii jeho zvySené spotiebé (riist,
krvaceni, téhotenstvi apod.). Naopak recyklace Zeleza predstavuje denné asi 25 mg, pifedevSim
jde o presuny mezi zaniklymi erytrocyty a nové vznikajicimi Cervenymi krvinkami v KD.
V plasmé je pii normalni TSAT pfitomno asi 3 mg zeleza. Znamena to, Zze plazmatické Zelezo se
bchem dne cca 6% vyméni. Koncentrace Zeleza v plazm¢ je mnohem rychleji regulovana praveé

recyklaci, zatimco resorpce je klicova z hlediska dlouhodobého udrZeni celkového mnoZstvi

zeleza v téle (obr. 1).
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Obr. 1: Schéma metabolismu Zeleza (Coffey, 2017)
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1.1.2 Regulace metabolismu Zeleza

Mnozstvi Zeleza jako prvku dulezitého pro klicové funkce organismu, ale zaroven

potencialné toxického, musi byt na urovni organismu i bunék peclivé regulovano.

Organismus musi byt schopen ziskat velké mnozstvi Zeleza k ristu a vyvoji (véetné
téhotenstvi), ale zaroven musi zabranit vzniku pietizeni. Zakladni regulace celkového mnozstvi
Zeleza v organismu probiha na rovni resorpce Zeleza; protoze se za fyziologickych okolnosti
vstfebava jen cca desetina mnozZstvi v potravé, ma tato regulace spiSe inhibi¢ni charakter, ale
zarovenn musi byt schopna vstiebavani Zeleza v zavaznych situacich rychle zvysit, napf. po
masivnim krvaceni. To do jist¢é miry odpovidd i nastaveni regulace hlavnim ,,spotfebitelem
zeleza, kterym je erytropoéza. Ta je rovnéz velmi rychle schopna zvysit produkci Cervenych
krvinek, jejichz tvorba vyZzaduje velky piisun Zeleza. Proto jsou oba tyto dé€je a jejich regulace

vzajemn¢ provazany a jeji mechanismy studovany soucasné.

1.1.2.1 Bunécna regulace

Bunécna regulace se odehrdva na trovni regulace proteint, které jsou dualezité pro zisk,
vyuziti a skladovani Zeleza. Probihd prostfednictvim posttranskripéni regulace mRNA, které
obsahuji ve své molekule tzv. iron responsive elements (IRE). Na tyto IRE se vazi iron

regulatory proteins (IRP), ¢imZ ovlivni stabilitu danych mRNA (Zhang et al., 2014).

Systém je diimyslny v tom smyslu, ze o efektu na danou mRNA rozhoduje umisténi
danych IRE, mnozstvi zeleza, efekt vazby IRP na IRE a akonitdzova aktivita. V pifipadé mRNA
dalezitych pro zisk zeleza (napt. TfR1), kde je IRE na 3 konci, vazba IRP vznika pii nedostatku
Zeleza a touto vazbou dochdzi ke stabilizact mRNA pro TfR1 a tudiZ pfepisu bilkoviny. Bunka
tak ziskava Zelezo a vyuziva ho k syntéze hemu. Pokud jsou IRE na 5° konci (napf. feritin), vazba

IRP vede k inhibici translace.

Situace je obracend pti nadbytku zeleza — zde se IRP na IRE nevazou, v ptipadé¢ TfR1

dochazi k §tépeni piislusné mRNA, zatim co u feritinu probihé translace.

Podobné jako mRNA pro feritin se chova i mRNA pro erytroidné specifickou syntazu
kyseliny 5-aminolevulové (ALAS-2), kterd je v erytroblastech klicovym enzymem syntézy
porfyrint a tudiZ hemu. Stabilita jeji mRNA stoupd pti dostatku Zeleza.
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1.1.2.2 Systéemova regulace

Bunééné procesy se sice v dil¢ich dé&jich zapojuji i do déju systémovych, ale ty vyzaduji
specifickou regulaci. V roce 1994 byla postulovana existence tzv. zasobniho (angl. store) a
erytroidniho regulatoru (Finch, 1994). Vyznamné poznani téchto mechanismii vychazi ze studia
mechanismt vzniku onemocnéni s pretizenim zelezem (hereditarni hemochromat6za, nékteré

hemolytické anémie).

Prvni molekulou, kterd byla spojena se systémovou regulaci Zeleza, je HFE, objevena
v roce 1996 (Feder et al., 1996) a spojena s nejcastejsi formou hereditarni hemochromatozy (HH,
nyni typ 1). Zasadni objev v této oblasti pak bylo popsani hepcidinu v roce 2001 jako hlavniho
systémového regulatoru (hormonu) metabolismu Zeleza, pricemz dalSich vice jak 15 let je
vénovano studiu jeho regulace a vztahu k dal§im nemocem, pficemz byly takto objeveny dalsi

molekuly a dosud neni zcela jasna sit’ (network) této ptislusné regulace.

1.2 Erytropoéza

Erytropoéza je vznik a vyzravani Cervenych krvinek (Vokurka, 2011). U ¢lovéka po
narozeni je mistem erytropoézy kostni dfef, prenatdlné se uplatiuji téz jatra a slezina. Vzacné
tyto organy mohou byt mistem erytropoézy i u dospélych lidi, ale pouze za patologickych stavii
(extramedularni hematopoéza napt. pfi myelofibréze), nicméné u mysi a potkanl je slezina
mistem erytropoézy 1 za fyziologickych okolnosti. Slezina proto v experimentalnich studiich

muze slouzit spolu s KD ke studiu erytropoézy a jejich vlivii na metabolismus Zeleza.

Funkéni kostni dien je nezbytna k sprdvné erytropoéze. Nezbytnd je piitomnost
kmenovych bun¢k — hematopoetické kmenové buitkky (HSC), stromatu, regulujicich faktorti a
dale vSech soucasti, které jsou nezbytné obecné pro mnozeni bunék a syntézu Hb (Tsiftsoglou
et al., 2009). Kmenové buiiky se postupné vyvijeji v pluripotentni a multipotentni progenitoroveé
bunky, z nichZ vznikaji liniové buiiky. Ve vyvoji Cervené fady vznikaji BFU-E (burst forming
unit — erythroid), z nichz dale vznikne 5-100 CFU-E (colony forming unit — erythroid). Z nich
dale vznikd az n¢kolik desitek proerytroblasti (Gregory and Eaves, 1977). Dalsi fazi jsou

bazofilni, polychromni a ortochromni erytroblasty, ve kterych probiha syntéza hemoglobinu
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(hemoglobinizace), nasledn¢ pyknotizace jadra a jeho enukleace. Takto vznikly retikulocyt je
vyplaven do periferni krve, kde zahy dozrava do normocytu, ktery obsahuje zbytky organel a
vmembran¢ ma jest¢ TfR1. Normocyt lze prokdzat specialnim barvenim v natéru
(brilantkresylovou modii) nebo priitokovou cytometrii. Celkova doba vyzravani trva u clovéka
cca 21 dnil od pluripotentni kmenové buniky k retikulocytu. Faze od CFU-E k retikulocytu trva
asi tyden a zahrnuje 4 az 6 bunécnych déleni (obr. 2). U mysi je kinetika procesu ponckud odlisna

a odpovéd’ na stresovou erytropoézu je rychlejsi (Koulnis et al., 2011; Liu et al., 2006).

K vyvoji Cervenych krvinek je tfeba fady humoralnich faktorii. V Casné fazi erytropoézy
to jsou stem cell factor (SCF) a insulin-like growth factor 1 (IGF1), zdsadni regulacni roli vSak

hraje v pozdéjsich fazich vyvoje Cervenych krvinek erytropoetin.
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Obr 2. Schéma erytropoézy (Erslev and Besarab 1997)
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1.2.1 Erytropoetin (EPO)

Erytropoetin je klicovy hormon regulujici erytropoézu. Byl purifikovdn v roce 1977
(Miyake et al., 1977) z moci pacientil s aplastickou anémii, a¢ jeho existence byla predpokladana
jiz od pocatku 20. stoleti a jeho aktivita prokazovana a studovana jiz od konce 40. let. Gen pro
EPO byl klonovéan v roce 1985 (Erslev and Caro 1986) a od pielomu 80. a 90. let zacal byt
rekombinantni lidsky erytropoetin (thEPO) pouzivan lécebné, zejm. u anémie pifi rendlnim
selhani. Jde o glykoprotein o molekulové hmotnosti 30,4 kDa, tvofeny 165 aminokyselinami;
aminokyselinovad sekvence je dulezitd pro vazbu na receptor, kromé¢ toho jsou pfitomny
4 karbohydratové fetézce dilezité pro metabolismus a kinetiku. Predpokladany biologicky
polocas EPO je 6 az 12 hodin; rekombinantni erytropoetiny (rEPO) maji modifikované
sacharidové fetézce, ¢imz miZze byt znaéné prodlouzen polocas, coz je vyhodné pfi jejich
podavani. Tvoten je v ledvinach (v malém procentu a embryonalné téZ v jatrech a do urcité miry 1
v dal$ich tkanich), a to v buitkach podobnych peritubularnim intersticidlnim fibroblastiim. Neni
v bunikach skladovan. Za normalnich okolnosti je koncentrace EPO v plazmé pomérné nizkéd a
stabilni (cca 10-30 U/1), ale pfi stimulaci (hypoxie, krvaceni) stoupne toto mnozstvi fadové (az

ptes 1000 U/I).

EPO se vaze na erytropoetinovy receptor (EPO-R), ptfitomny zejména na CFU-E,
proerytroblastech a uZ jen v malé mife na Casnych bazofilnich erytroblastech. EPO-R je
membranovy receptor existujici jako homodimer (D'Andrea and Zon, 1990). Po vazbé EPO
dochazi ke konforma¢nim zmé&nam a pienosu signalu do buiiky (sdm receptor nema enzymovou
aktivitu). V signalni draze EPO hraje roli Janus kindza-2 (JAK-2), jejiz autofosforylace a
nasledna fosforylace cytoplasmatické ¢asti EPO-R vede kdal§i signalizaci — STATS,
RAS-RAF-MAP kinaza a PI3/AKT kinaza (proteinkinaza B) (Remy, 1999). Kaskada
JAK-2/ STATS tidi bunécnou proliferaci a maturaci hematopoetickych bunék. Exprese genu pro
EPO je fizena hladinou kysliku, hlavnimi regulatory v kaskad¢ jsou transkripcni faktory - HIF'I,
HIF?2, HIF3. Pozitivni regulatory exprese — HIF1 a HIF2, negativni regulatory exprese — HIF3,
GATA-2 a dalsi (Jelkmann, 2004).

Na membran¢ erytroblasti EPO-R interaguje s TfR2 (Forejtnikova et al. 2010), pficemz
na zéklad¢é experimentalnich dat se predpoklada, ze v neptfitomnosti TfR2 je EPO-R nadmérné

aktivni, takze TfR2 ptisobi jako jakasi brzda nadmérné erytroidni expanze (Nai et al., 2015).
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Dulezitym mechanismem puasobeni EPO je potladeni apoptozy erytroidnich prekurzort.
Jednim z mechanismt je ovlivnéni (snizeni) mnozstvi Fas (CD95) na membran¢ prekurzort. Fas
patii do skupiny receptorti pro ligandy indukujici zevni cestu apoptdzy. Ligandem je FasL, ktery
je produkovan piimo v kostni dieni, a to rovnéz erytroidnimi prekurzory, coz piedstavuje urcitou
zpétnou vazbu v celém systému (De Maria et al., 1999). Jinym mechanismem piisobeni EPO je
antiapoptotické plisobeni na vnitfni (mitochondridlni) cesté¢ ovlivnénim proteinti z Bel rodiny

(Koulnis et al., 2011).

Role EPO v jinych organech je rovnéz studovana. Regulace jaterniho EPO je pon¢kud
odlisnd a jeho role z dalSich organti neni zcela jasnd. Obecné by se extrarendlni EPO mohl
¢astecn¢ podilet za urcitych situaci, napft. stresové erytropoéze. V kazdém ptipad¢ jaterni EPO
neni schopen nahradit EPO z ledvin pii jejich selhani, resp. neni schopen kompenzovat takto

vzniklou anémii.

1.2.2 Hemoglobinizace

Syntéza hemoglobinu vyzaduje syntézu proteinové casti (globinl), tetrapyrolu
protoporfyrinu IX (PPIX) a nasledné vloZeni Fe** do n& pomoci ferrochelatdzy (hemsyntiza),
¢imz vznikd hem. Jeho syntéza se zaCina a kon¢i v mitochondriich (Kafina and Paw, 2017).
Z celkového mnozstvi hemu v organismu je 85 % syntetizovano v KD v erytroidnich
prekurzorech, zbytek prevazné v jatrech (cytochromy P450), ale jeho tvorby jsou schopny téméf

vSechny buiiky téla.

Hemoglobinizace za¢ind od pozdnich bazofilnich erytroblastl, které jiz ztraci citlivost na
EPO, a pokracuje az do stadia retikulocytu. Je to faze, ktera vyZzaduje masivni ptisun Zeleza do
bun¢k a regulaci tohoto pfisunu (na bunécné i systémové urovni), jakoZ i1 jeho koordinaci se

syntézou hemu.

Zelezo jako soudast hemu v hemoglobinu je zasadni pro spravny pribéh erytropoézy
(Camaschella and Pagani, 2011; Papanikolaou and Pantopoulos, 2017). Denné se vytvoii 240
miliard €ervenych krvinek, hemoglobin tvoii 90 % hmotnosti suSiny ¢ervenych krvinek. Kazda
cervena krvinka obsahuje cca 300 milionli molekul hemoglobinu, z nichz kazdé4 obsahuje 4 hemy,

tedy i Styfi atomy Zeleza dvojmocného (Fe**). V jednom erytrocytu je tedy pfitomno pies

22



1 miliardu atomil Zeleza (asi 1,5 fmol). Jeden ml hmoty ¢ervenych krvinek obsahuje cca 1 mg

zeleza, coz je nejvyssi obsah ze vSech buné¢k v téle.

Zelezo vstupuje do erytroblastl ve formé holoTf, ktery se vaze na TfR1, jehoZ exprese je
fizena pomoci IRE/IRP. Podobnym mechanismem, ale zrcadlove, je fizena exprese klicového
enzymu syntézy porfyrint, tedy ALAS-2. Nedostatek, resp. potieba Zeleza tak stimuluje syntézu
TfR1, pfi jeho dostatku se naopak vice stimuluje syntéza ALAS-2, ¢ili dochézi k syntéze PPIX,

do n€hoz je toto zelezo enzymem ferrochelatdzou inkorporovano.

Zasadni, nicmén¢ dosud nikoliv zcela probadanou, je schopnost erytroblasti regulovat
prisun zeleza na urovni systémové a tim zvysit piisunu Zeleza do KD (zvysit vstfebavani zeleza a

jeho uvoliovani z makrofagt).

Naopak kontroverzni je existence hemového exportéru FLVCRI1 (Keel et al., 2008), ktery
by podle nékterych teorii uvoliioval nadbyte€ny hem z bun¢k. Samotny hem je toxicky, ale jeho
ptipadny nadbytek je mozné odstranit i enzymem hemoxygenazou, ktera je zdkladnim enzymem
degradace hemu a je rovnéz v erytroblastech prokézan a mohl by hrat protektivni roli pfi pfetizeni

Zelezem u talasémie, jak bylo demonstrovano na mys$im modelu (Garcia-Santos et al., 2018).

1.2.3 Typy erytropoézy z klinického i experimentalniho pohledu

Erytropoézu lze 1 s ohledem na vyznam pro studium metabolismu Zeleza a jeho regulaci

délit na fyziologickou, stresovou a inefektivni.

Fyziologickad erytropoéza probihd nepfetrzité za klidovych podminek, pii délce Zivota
erytrocytu cca 120 dnid se piiblizn€ 1 % cervenych krvinek denné obméinuje. Tomuto stavu

odpovida 1 denni mnozstvi recyklovaného zeleza — cca 25 mg a denni resorpce cca 1 mg.

Stresovd erytropoéza je erytropoéza vystupnovana stimulaci EPO, a to po vétSim krvaceni
(a nésledné anémii), vyrazné neanemické hypoxii ¢i extramedularni hemolyze. Tuto erytropoézu
lze experimentdlné navodit podanim EPO ¢i krvacenim (flebotomii). V této situaci je tieba

zabezpecit pro KD vy$si pfisun Zeleza, a to jak ze zasob, tak zvySenim jeho resorpce.

Inefektivni  erytropoéza je specifickou patologickou situaci, ktera odpovida
intrameduldrni hemolyze, tj. dochazi k rozpadu jeSté nezralych elementli erytroidni fady jeste

v kostni dieni (Gupta et al. 2018). Inefektivni erytropoéza provazi né€ktera hematologicka
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onemocnéni, typicky talasémii (Rivella, 2019), v mensi mife je pfitomna i u perniciézni anémie.
Tuto situaci nelze experimentalné jednoduse navodit, modelem mohou byt napi. mysi modely

talasémie.

Z uvedeného je zfejmé, ze v téchto ptipadech lisi i pozadavky na metabolismus zeleza a

rovnéz jsou pritomny i jiné mechanismy, které do né¢j mohou zasahovat, resp. jej regulovat.

1.3 Hepcidin

Hepcidin je kodovan genem Hamp (hepatic antimicrobial peptide) a je hlavnim
regulatorem systémového metabolismu zeleza. Jedna se o peptid, ktery je pievazné syntetizovan
v jatrech v hepatocytech. Hlavni forma ma 25 aminokyselin, z toho je 8 cysteinil tvoficich u
aktivni molekuly 4 cystinové mustky, které davaji hepcidinu vlasenkovitou (angl. hair-pin)
strukturu. Aktivni hepcidin vznika z vétSich prekurzorti — preprohepcidinu a prohepcidinu. V krvi
je prenasen na a2-makroglobulinu (Peslova et al., 2009), volny hepcidin mize byt filtrovan do

moci, kde se vyskytuji i jeho dalsi izoformy (20, 22 a 24 aminokyselin).

Hepcidin byl objeven v moci pfi studiu antibakteridlnich peptidi nespecifické imunity —
defenzinti (Park et al, 2001). S&m m4 rovnéz malou antibakterialni a antimykotickou aktivitu,
ktera vSak pfinejmenSim systémove nehraje vyznamnou roli, jak o tom svédci 1 jeho chybéni, jak

u lidi, tak experimentalni.

Hlavni roli hepcidinu je regulace metabolismu Zeleza, jak o tom sv&d¢i 1 paralelni
experimentalni prace, které vedly k jeho objevu. Jeho (ndhodné) vyfazeni vedlo ke vzniku
fenotypu pretiZenim Zeleza (Nicolas et al., 2001), pfi exogennim pietizeni Zelezem stoupla jeho
exprese (Pigeon et al., 2001) a naopak jeho zvySena exprese vedla k nedostatku zeleza (Nicolas et

al., 2002a).
U mysi (nikoliv u ¢lovéka) byl popséan jesté hepcidin 2, ktery sice reaguje na zmény
zeleza (Ilyin et al., 2003), ale pfesto neplisobi na jeho metabolismus — transgenni mysi netrpély

anémii (Lou et al., 2004). Funkce hepcidinu 2 neni zndmé a neni mu v soucasnosti vénovana vetsi

pozornost. V nasi laboratofi bylo prokazano, Ze ackoliv reaguje na zmény Zeleza, na rozdil od
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hepcidinu 1 nereaguje na zanét (Krijt et al.,, 2004a), takze u mysi by méfeni obou hepcidint

mohlo pomoci rozli$it tyto stavy (Vokurka et al., 2011).

1.3.1 Funkce hepcidinu a mechanismus tucinku

Hepcidin zabratiuje vystupu zeleza z bunék. V piipad¢ bunck stfevnich (enterocytli)
snizuje prechod Zeleza z enterocytli do krve, a tudiz snizuje i resorpci Zeleza ve stfeveé, tim
kontroluje i jeho pfisun do organismu. Protoze neexistuje regulovany vydej Zeleza, je toto kliCovy
mechanismus, jak zabranit pfetizeni organizmu zelezem. Pti nedostatku zeleza zvysi vystup
zeleza z enterocytl, pii dostatku ¢i nadbytku jej naopak zbrzdi. Dal$imi buitkami, z nichz snizuje
hepcidin uvoliiovani zeleza, jsou predev§im makrofagy, které zelezo recykluji. Protoze recyklace
vyrazné pievysuje resorpci (25 mg vs 1 mg za 24 hodin), je tento dé€j kliovy zejména pro
rychlou kontrolu koncentrace zeleza v plazmé (obsah je zde cca 3 mg a za den se nékolikrat
obrati) a tudiz i pro jeho aktudlni dostupnost pro bunky. V ptipad¢ infekce mize ovlivnit téz
dostupnost zeleza pro bakterie, které jsou na jeho ptisunu zavislé pro své mnozeni a metabolické

funkce, potazmo s tim souvisi jejich patogenicita.

Mechanismem ucinku je vazba hepcidinu na molekulu ferroportinu, ktery je jedinym
znamym exportérem Zeleza z buniky (Nemeth et al., 2004b). Dochazi k jeho internalizaci a
nasledné destrukci. Buiiky ovlivnéné hepcidinem proto maji ve své membrané mensi mnozstvi
ferroportinu a Zelezo je pro v nich zadrZzovano (sekvestrovdno). ProtoZe funkéni spojeni obou

molekul v regulaci metabolismu Zeleza je zasadni, hovotii se o ose hepcidin-ferroportin.

Hlavnim mistem produkce hepcidinu jsou jatra, nicméné exprese hepcidinu na Urovni
mRNA byla prokdzana i v dalSich organech (extrahepatalni hepcidin). Na urovni exprese je o
nékolik fadl niZsi, kvantitativné nebyla méfena a vyznam je nejasny. Mohl by ovliviiovat lokalni
metabolismus Zeleza ¢i uplatiiovat své jinak systémoveé nevyznamné U¢inky antimikrobialni. Byl
prokazan v myokardu (Merle et al., 2007), tukové tkani (Bekri et al., 2006), ledvinach (Kulaksiz
et al.,, 2005) aj. Rovnéz regulace jeho exprese neni podrobné znama, bylo vSak prokazano, ze
reaguje m.j. na zanétové podnéty, coz bylo v nasi laboratofi prokazano u lidské tukové tkané

béhem kardiochirurgickych operaci (Vokurka et al., 2010).
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1.3.2 Hepcidin v patogenezi onemocnéni

Jiz pti prvnich experimentalnich studiich na mySich a objevu hepcidinu bylo prokazano,
ze jeho nedostatek zplsobuje pfetizeni Zelezem, coz je analogie hereditarni hemochromatozy
(HH, ,,bronzovy diabetes®). Nadbytecna akumulace zeleza ve tkanich muze vést k jejich
poskozeni, coz se projevi zejména jako jaterni fibréza az cirhdza, diabetes mellitus, artropatie,
endokrinni dysfunkce a v zdvaznych ptipadech i jako kardiomyopatie (Niederau et al., 1996).
Ukazalo se, ze jen velmi vzacné jde pfimo o mutaci genu pro hepcidin (Majore et al., 2002), ale
vetsinou jde o riizné formy poruchy regulace jeho exprese. Nejcastéjsi HH je typ 1 zplisobeny
mutaci HFE (Feder et al., 1996), u niz byla snizené exprese hepcidinu popsana jako prvni (Bridle
et al, 2003). Dal$im, vzacnym typem je tzv. juvenilni HH 2. typu s velmi tézZkym pribéhem
(Roetto et al., 2003) — ta je zpusobena velmi vzacné mutaci genu hepcidinu (typ 2B) nebo castéji
mutaci hemojuvelinu (HIV, kdédovaného genem HFE2, HH typ 2A) (Papanikolaou et al., 2004).
V obou ptipadech hepcidin prakticky chybi, a proto jsou piiznaky HH a pretizeni zelezem
zpusobené mutaci TfR2 — transferinového receptoru 2 (Nemeth et al, 2005) s mirnéjSim
pribéhem podobnym HH 1. typu. Dalsi skupinou chorob s pietizenim Zeleza jsou hereditarni
hemolytické anémie, zejm. beta talasémie a n¢které dalsi, u nichz byla prokézéana vyrazné snizena
exprese hepcidinu, neodpovidajici mnoZstvi Zeleza v organismu (Kattamis et al., 2006;
Mojzikova et al., 2018; Mojzikova et al.,, 2014; Pospisilova et al., 2014). PretiZeni Zelezem je u
nich zdvaznym, aZz Zivot ohroZujicim stavem. Oba tyto stavy reflektuji oba zminéné typy

regulace, dané obsahem Zeleza 1 erytroidni aktivitou, resp. jejich poruchy.

Nadméma produkce hepcidinu naopak zpasobuje nedostatek zeleza. Geneticky je
pfitomna u vzacné anémie, tzv. iron refractory iron deficiency anemia (IRIDA), kterd ma
sideropenicky charakter (Finberg et al., 2008), pficemZ podavani preparatl Zeleza ji neni schopno
zlepsit (Heeney and Finberg, 2014). Ma svij experimentalni my$i model (tzv. mask mys). Bylo
prokdzano, Ze mutovanym genem je gen Tmprss6 pro matriptazu-2 (MT-2), kterd za
fyziologickych okolnosti je negativnim inhibitorem exprese hepcidinu.

v

Mnohem castéjsi je zvySend exprese hepcidinu vlivem zanétu. Hepcidin se chova jako
reaktant akutni fdze stimulovany interleukinem-6 (IL-6) ¢i lipopolysacharidem (LPS) (Nemeth et

al., 2004a; Nemeth et al., 2003). Tento stav je jednim z hlavnich patogenetickych faktorti anémie
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chronickych chorob (ACD) neboli anémie zanéti (Nemeth and Ganz, 2014; Weiss and
Goodnough, 2005).

Je zfeymé, ze geny, které jsou u lidskych nemoci mutovany, a tato mutace zptisobuje
poruchu exprese hepcidinu a naslednou zménu fenotypu (onemocnéni), maji za fyziologickych
stavil roli v jeho regulaci. Podle zavaznosti fenotypu Ize pak usoudit, Ze ty, jejichz mutace maji
nejvetsi dusledek (tj. HIV), budou v hierarchii regulace vysSe. Tyto geny a jejich produkty tvofi

zékladni schéma regulace hepcidinu, a tudiz fizeni metabolismu Zeleza.

Hepcidin je zkouman i v klinické mediciné jako mozny marker chorobnych stavi,
zejména téch, kde se kombinuje zanét a zmény zeleza anebo erytropoézy (Hare 2017; Miseta et
al., 2015). Klinicky je hepcidin méfen ptrevazné imunologicky pomoci ELISA, ptfesné rozliSeni
jeho izoforem je mozné hmotnostni spektrometrii. V nasi laboratofi jsme zkoumali hepcidin jako
mozny marker zanétlivych chorob typu ANCA vaskulitid (Prikryl et al, 2018). Dalsi oblasti
vyzkumu je jeho vyuziti 1écebné, resp. pouziti malych analogii (,,minihepcidini) k 1é¢bé

pretizeni zelezem (Katsarou and Pantopoulos, 2018; Nemeth, 2010; Vyoral and Petrak, 2017).

1.3.3 Regulace exprese hepcidinu

Jednotlivé fyziologické a patologické situace, jako je erytropoéza, zanct a HH tvofi hlavni
rdmec fyziologické a molekularni regulace exprese hepcidinu (obr. 3), jejimuz vyzkumu je

vénovana velka pozornost.

Regulace hepcidinu probihd na turovni transkripéni regulace, a proto k jeho studiu
v experimentu (zejm. na zvifecich modelech) bylo a dosud je usp&€$né vyuzivdno meéieni
mnozstvi na urovni mRNA pomoci semikvantitativni real-time polymerazové tetézové reakce
(RT-PCR). Pomoci téchto experimentii byly prokdzany hlavni regulujici faktory exprese
hepcidinu. Jde o Zelezo, erytropoézu a zanét (Nicolas et al, 2002b; Nicolas et al., 2002c;
Vokurka et al., 2006). Stile je diskutovana role hypoxie, resp. jejiho pifimého ¢i nepiimého

ucinku (Ravasi et al. 2018).

Zakladni regulacni dréhy reaguji na zelezo (a poruchy této regulacni drahy souvisi s HH),
zangt (souvislost s anémii chronickych chorob) a erytropoézu (kromé zasadnich fyziologickych

funkci vcetné nutnosti rychle zvysit dodavku Zeleza pii krvaceni existuje souvislost s nékterymi
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hereditarnimi  hemolytickymi anémiemi provadzenymi pietizenim Zelezem). Poznévani
molekularnich mechanismii je klicové pro poznadni fyziologie 1 patofyziologie regulace
metabolismu Zeleza. Protoze mnohé chorobné stavy se navzajem kombinuji, jako zdsadni se

ukazuje i otdzka hierarchie a propojeni mezi ptisobenim téchto regulac¢nich faktort (Coffey and
Ganz, 2017).

Dalsim faktorem, ktery se miize na regulaci hepcidinu v jaternich bunkach podilet, mohou
byt mikroRNA (miR). Bylo prokazano, ze u mysi miR-122 se pfimo vaze na oblasti gent
vyznamnych regulatorii hepcidinu, a to HFE a HJV (Castoldi and Muckenthaler, 2012; Castoldi

et al., 2011), nicméné aktudlni vyzkum se této oblasti pfili§ nevénuje.
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Obr. 3. Regulacni drahy exprese hepcidinu (Muckenthaler et al. 2017)
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1.3.3.1 Signalizacni draha regulujici expresi hepcidinu pri zméndch zeleza

Jde o relativn¢ dobfe popsanou drahu, kde klicovou roli v této regulaci hraji hepatocyty,
které¢ produkuji hepcidin, a jejich souhra s dalSimi jaternimi bunkami. Hepatocyty ziskavaji
informaci o mnozstvi Zeleza v organismu dvéma zpusoby — jednak reflektuji na mnozstvi zeleza
v jatrech (coz predstavuje urcitou dlouhodobou informaci), jednak reflektuji aktudlni mnozstvi

zeleza v plazmé.

Klicova je regulace hepcidinu signalni drahou BMP/ SMAD v jatrech (Babitt et al., 2006;
Kautz et al., 2008; Wang et al., 2005). BMP proteiny patii do rodiny transformujiciho riistového
faktoru  (TGF-B) a jsou transkripéné zvySeny pfi pretizeni Zelezem. BMP2 a BMP6 jsou tvofeny
sinusoidalnimi jaternimi bunkami (Rausa et al, 2015) a jsou schopny stimulovat expresi
hepcidinu, a to nezavisle na sobé (Canali et al., 2017). BMP2 a BMP6 jako dimery ci
heterodimery se vazi na BMP-R typu [ (ALK2 a ALK3) a typu II (ActR2a a Bmpr2) na povrchu
hepatocytti. Nasledn¢ dochazi k fosfosforylaci intracelularnich proteinit SMAD 1/5/8 (mothers
against decapentaplegic 1/5/8) v cytoplasmé hepatocytu a nasledné tyto pSMADs proteiny tvori
heterodimerické komplexy se SMAD 4, ktery je nasledné translokovan do jadra, kde indukuje
genovou transkripci hepcidinu na irovni mRNA, vazbou na BMP-responzivni elementy. Poruchy
v signalni draze BMP/ SMAD maji za néasledek niZsi hladiny hepcidinu a nasledné ptetizeni
organismu zelezem. Mutace uvedenych proteint — HFE, TfR2 a HJV jsou hlavnimi pfi¢inami

porusené regulace hepcidinu u HH (Brissot et al., 2017).

Vyzkum mySich modell ukéazal, Ze BMP6 hraje zasadni roli pfi udrZovani metabolismu
zeleza, ktery nemuze byt zcela kompenzovan jinymi BMP. Mutace BMP6 zpusobuje tézké
pretiZzeni Zelezem u mysi (Andriopoulos et al.,, 2009; Meynard et al., 2009) 1 lidi (Daher et al,,
2016).

V membrané hepatocytu se dale nachazeji molekuly, které mezi sebou maji vyrazné
interakce — jde o HFE, TfR1 a TfR2. Pro registraci akutnich zmén v metabolismu Zeleza, které
jsou reflektovany saturaci transferinu, je dulezitd vazba holoTf na transferinové receptory. Pfi
velkém mnoZzstvi holoTf (vysokém mnozstvi Zeleza v plazm¢) dochazi v membrané hepatocytu
k disociaci HFE od TfR1 a nasledné¢ jeho vazbé k TfR2 a jejich interakci komplexem

BMP receptoru — BMP-R (Core et al., 2014) s naslednou stimulaci exprese hepcidinu; existuje

29



vSak zfejmé i jejich schopnost regulovat hepcidin nezavisle (Schmidt and Fleming, 2012;

Wallace et al., 2009).

HJV je koreceptorem, ktery vytvaii s BMP-R komplex, ktery usnadiiuje vlastni
signalizaci (Babitt et al., 2006). HIV je membranovy protein vazany glycosyl phosphate inositol
(GPI) kotvou v membrané hepatocytu. Kromé formy membranové existuje i ve formé solubilni
(sHJV). V nasi laboratofi jsme prokdzali, ze HI'V neni transkripéné regulovan EPO a Zelezem, ale
reaguje na zanét (Krijt et al., 2004b); podobn¢ bylo v nasi laboratoii prokazano, ze nereaguje na
zelezo ani na urovni proteinu (Krijt et al., 2012). Existence sHJV ptedpoklada proteolytické
Stépeni membranového HIV. Jednou z hypotéz, ktera tesi ptivod sHJV i negativni ovlivnéni této

dréhy, je stépeni matriptazou-2.

1.3.3.2 Matriptaza-2 (MT-2, TMPRSS6)

MT-2 je proteolyticky enzym kdédovany genem Tmprss6, jednd se o membranovou
serinovou proteazu. Je syntetizovana hlavné v jatrech a nachdzi se na povrchu hepatocytu. MT-2
je klicovou molekulou, ktera tvofi soucast kaskady regulace hepcidinu (Du et al. 2008; Folgueras
et al., 2008). Jde o hlavni a nejsilnéjSi negativni regulator jeho exprese (Finberg et al., 2008).
Mutace MT-2 zpusobuje nadmérné vysokou koncentraci hepcidinu a nedostatek zeleza a je
podstatou vzacné anémie IRIDA. U lidi byly popsany rtizné mutace (Guillem et al., 2008; Melis
et al., 2008). Experimentalnim korelatem je tzv. mask mys, u niZ chybi katalytickd doména. Ma

obdobné projevy jako IRIDA, napadné je chybéni srsti na hlavé (vzhled masky).

ProtoZe jde o enzym — protedzu, predpoklada se, ze zdkladnim mechanismem negativni
regulace exprese hepcidinu je §t€peni proteintl, které jsou pro ni nezbytné. Jednou z moznosti je,
ze MT-2 stépi HJV a odStépuje zn¢j jeho solubilni formu sHJV (Silvestri et al., 2008).
Z experimentalnich dat vyplyva, Ze u mysi s mutaci MT-2 je zesilena regulace cestou HJV
(Finberg et al., 2010; Nai et al., 2012). Pokud MT-2 stépi HIV, da se predpokladat, ze pii jejim
nedostatku se mnozstvi HJIV zvySuje a signalizace aktivujici expresi hepcidinu bude rovnéz
zvySena. V na$i laboratofi vznikly publikace, které s uvedenou hypotézou o Stépeni HIV
polemizuji — prokézali jsme, Ze sniZzeni exprese hepcidinu po krvaceni nebylo zplsobeno sHJV.
Dale bylo v nasi laboratofi prokdzano, Zze u mask mys$i s mutaci MT-2 bylo mnozstvi HIV

snizeno, ackoliv mRNA pro /d1, ktery je markerem aktivace HJV regulacni cesty, byla zvySena
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(Frydlova et al., 2013). U téchto mysi byla aktivovana tato dradha, ackoliv samotny jaterni HIV
byl snizen. Rovnéz nékteré novejsi prace prokazuji, Ze tato protedza mize ziejme Stépit i nékteré
z dalSich uvedenych zucastnénych proteinii a Ze tato regulace pomoci MT-2 je ziejmé
komplexnéjsi proces — MT2 -/- myS$i nemaji vice, ale naopak méné¢ membranového HJV (Wahedi

etal, 2017).

Vysledky studia zmén MT-2 v experimentu zatim nepfinesly zcela jednoznacné vysledky.
U potkant bylo prokdzéano, ze po kratkodobém podavani nizkozZelezné diety doslo k vzestupu
MT-2, coz by nasledn¢ snizilo expresi hepcidinu, diky ¢emuz by se zvysila resorpce Zeleza
(Zhang et al,, 2011). Podobn¢ doslo k vzestupu MT-2 po vystaveni hypoxii (Lakhal et al., 2011;
Maurer et al., 2012). Na druhou stranu podani Zeleza mySim mnozstvi MT-2 zvysilo (Meynard et
al., 2011). Lze ptedpokladat, Ze mohou existovat i mezidruhové rozdily. Studie na mySich
prokazaly, ze mRNA neni regulovédna signalizaci BMP6, coz vede k ptedpokladiim, Ze regulace
MT2 probiha na urovni proteinové degradace spiSe nez transkripénimi ¢i translaénimi

mechanismy a Ze cytoplasmaticka doména je nezbytna pro jeji regulaci (Zhao et al., 2015).

1.3.3.3 Zanét a zanétova draha regulujici expresi hepcidinu

Zangétové procesy zasahuji v organismu do mnoha d&ji, zejména prostfednictvim
zanétovych cytokint IL-1, IL-6 a nador nekrotizujiciho faktoru o (TNFa, tumor necrosis factor
a). Ovliviiujyi rovn€Z erytropoézu a metabolismus zeleza. Metabolismus Zeleza je zanétem
ovlivnén na riznych urovnich. Klicové je ovlivnéni exprese hepcidinu, ale existuji 1 dalsi
mechanismy. Jednim z nich je syntéza oxidu dusnatého (NOS) a oxid dusnaty v makrofézich,

ktery zvySuje syntézu feritinu a zptisobuje tak retenci zeleza (Kim and Ponka, 2002).

vvvvvv

hepcidinu na transkripéni Urovni. Signalni drahou je zvySeni JAK/ STAT3 (Wrighting and
Andrews 2006), ktera podporuje fosforylaci STAT3, ktery se nasledné translokuje do jadra, kde
vazbou na proximalni ¢ast promotoru aktivuje transkripci hepcidinu (Gkouvatsos et al., 2012).
Tato subcelularni signaliza¢ni draha miize kompetovat s regulaci pres BMP/ SMAD, resp.

STAT3 a SMAD4 reguluji hepcidin v opaéném smyslu (Huang et al., 2009).

Zanétové zmény vyvolavaji pokles sérového Zeleza v fadu hodin po experimentalnim
podani LPS (Nemeth et al., 2004a), coz se povazuje za jeden z biologicky dulezitych faktort
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obrany proti mikroorganismiim (Armitage et al., 2011; Ganz, 2018). Tento pokles je zptisoben
retenci (sekvestraci) Zeleza v makrofazich snizenim jeho exportu (snizenim mnozstvi FPN); je
vyrazné snizena recyklace zeleza. Dochazi tak k relativnimu nedostatku Zeleza, ktery je jednim
z vyznamnych faktorti, které piispivaji ke vzniku ACD. Ta je charakterizovdna snizenou
plasmatickou koncentraci Zeleza — podobné jako pfi skute¢ném nedostatku zeleza, ale na rozdil
od ni je snizena TSAT, je zvysena koncentrace sérového feritinu a v KD je Zelezo prokazatelné
v dostatecném mnozstvi. Méteni hepcidinu (které se ovSem rutin€ klinicky neprovadi) prokazuje
jeho vysokou koncentraci na rozdil od nizké az neméfitelné koncentrace pti zdvazném nedostatku

zeleza.

1.3.3.4 Erytroidni regulace exprese hepcidinu

S ohledem na Uzky vztah Zeleza a erytropoézy je ziejmé, Ze tyto d&€je musi mit propojenou
regulaci (Rishi and Subramaniam, 2017). Po objevu hepcidinu jako regulatoru metabolismu

zeleza vznikla otazka, jak se erytropoéza podili na jeho regulaci.

Nejprve byla za regulujici faktor povazovana anémie (Nicolas et al., 2002b), nicméné
pozdéjsi prace prokéazaly, Ze klicovym faktorem neni samotnd anémie, ale aktivita ¢i suprese
erytropoézy. Pivodni prace totiz studovaly pouze anémie posthemoragické ¢i hemolytické
navozené fenylhydrazinem (PHZ). V experimentech v nasi laboratofi byla anémie vyvoldna
ozéafenim, které¢ utlumilo erytropoézu, pficemz navzdory vzniklé anémii se exprese hepcidinu
nesnizila (Vokurka et al., 2006). SniZeni exprese hepcidinu proto nezaviselo na samotné anémii,
ale na aktivité erytropoézy. Podobné pozorovani s pouzitim cytostatik popsala skupina Tomase
Ganze, kterd erytropoézu utlumila pomoci cytostatik (Pak et al.,, 2006). Dal§im nasim pokusem
bylo podavani EPO ozafenym mySim. Podani EPO, ktery velmi silné¢ hepcidin sniZuje, v tomto
ptipad¢ nevedlo k poklesu exprese hepcidinu. To vedlo k zdvérim, Ze efekt EPO na expresi

hepcidinu v hepatocytu je nepfimy a zprosttedkovany pravé aktivovanou erytropoézou.

Tato pozorovani zahgjila intenzivni vyzkum vlivu erytropoézy na expresi hepcidinu.
Tento efekt by mohl byt nepifimo zprosttedkovany Zelezem — zvySena potieba Zeleza pro KD
snizuje jeho mnozstvi v krvi a tim 1 saturaci transferinu (Frazer et al., 2002), nebo pfimy —
zprostfedkovany neznamym ¢i neznamymi humoralnimi faktory produkovanymi v KD po

aktivaci erytropo€zy.
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Hlavni vyzkumné usili se soustiedilo na humoralni faktory z KD. Pfedpokladané
regulatory byly sledovany v primarnich erytroblastech pomoci RNA-arrayii. Nejprve byly
popsany dva faktory — growth differentiation factor 15 (GDF 15) a twisted gastrulation protein
homolog 1 (TWSG1), které¢ by mohly byt hledanymi regulatory. Jsou produkty erytroblasti,
pfi¢emz prvni z nich je z vyzrélejsich, druhy z mén¢ zralych forem. GDF 15 a TWSGI jsou ¢leny

rodiny BMP, které byly navrzeny jako patologické supresory hepcidinu pfi talasémii.

GDF15 je secernovany protein z rodiny TGF-B. Rada klinickych praci prokazala jeho
vyznam zejména u inefektivni erytropoézy a talasémie (Tanno et al., 2007), kde se piedpoklada,
ze by mohl pfispét k pretizenim Zelezem (Casanovas et al.,, 2011; Tanno et al., 2010). Nicmén¢
pokusy na GDF15 -/- mySich, u nichz byla provadéna flebotomie, kterd je klasickym postupem,
jak stimulaci erytropoézy snizit expresi hepcidinu, neprokazaly rozdil od wild type mysi
(Casanovas et al, 2012). Chybéni GDF15 u stresové erytropoézy nijak neovlivnilo pokles

hepcidinu, k némuz u téchto mysi rovnéz doslo.

TWSGI se ve studiich prokéazal jest¢ méné vyznamny nez GDF15 (Tanno et al.,, 2009).
Jeho exprese viibec nereagovala na flebotomie a na pokles hematokritu s naslednym vzestupem
EPO. Tyto faktory tak nejsou hledanymi supresory hepcidinu pfi stresové erytropoéze (Mirciov et
al., 2017).

1.3.3.5 Erytroferron (ERFE)

ERFE, kédovany genem Faml32b, byl prokazan v roce 2014 (Kautz et al., 2014b; Kim
and Nemeth, 2015) jako erytroidni regulator (supresor) transkripce hepcidinu. Pivodné byl
znamy jako myonectin (Seldin et al., 2012) a jeho postulovanou roli byla tcast v gluk6zovém a
lipidovém metabolismu. Patii do rodiny Clq/ TNF related protein (CTRP). Exprese ERFE je
pfitomna v riznych organech, nicméné jeji vzestup je patrny pouze v tkdnich, které reaguji na
stresovou erytropoézu (Lenox et al., 2009), tedy v KD a ve slezin¢. Bylo prokazano, zZe mysi
reaguji na podani EPO vzestupem ERFE a Ze mysi s deficitem ERFE nebyli schopni snizit
expresi hepcidinu pfi poddni EPO (Kautz et al., 2014a). Byly poddvany pomérné vysoké
(farmakologické) davky EPO, coz stimuluje pfevazné stresovou erytropoézu s intenzivni

produkci erytroblastli a s masivni syntézou hemoglobinu, tudiz i potiebou Zeleza.
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Podani EPO ¢i hemolyza navozena PHZ byly schopny zvysit expresi mRNA pro ERFE
v krvetvornych organech mysi (Jiang et al., 2016; Kautz et al., 2014a). Na rozdil od mysi
GDF15 -/-, mysi ERFE -/- po podani EPO m¢ly snizenou expresi hepcidinu (Kautz et al., 2014b).
Na druhou stranu ovSem tyto mysSi maji snizenou koncentraci Hb kratce po odstaveni a v této
dob¢ intenzivniho ristu (a vysoké potieby Zeleza) nedokazaly snizit expresi hepcidinu po
navozeném krvaceni, coz prodluzovalo zotaveni z krvaceni. Nicméné tyto mysi s postupnym
rustem vyrovnaly sviij nedostatek hemoglobinu. Bylo tak prokazano, ze ERFE neni vyzadovan

pro normalni erytropoézu u dospélych mysi.

ERFE byl studovan rovnéz u inefektivni erytropoézy a zanétl. Klinicky nejvyznamnéjsim
stavem s inefektivni erytropoézou je thalassemia major, kde byla prokdzana vyrazné snizena
exprese hepcidinu (Kattamis et al., 2006). V mySim modelu talasémie bylo prokazano, ze delece
ERFE zvysila expresi hepcidinu na aroven wild type mysi a snizila i pretizeni Zelezem (Kautz
et al., 2015). Da se tedy predpokladat, ze ERFE hraje roli nejen u stresové, ale i u inefektivni
erytropoézy. Nasledné byl tento vyznam potvrzen i méfenim ERFE u pacientl s talasémii, kde
koncentrace ERFE je zvySena, mize byt pfechodné utlumena po podani transfiize erytrocytd a
nepiimo umérné koreluje s koncentraci hepcidinu (Ganz et al., 2017). Zéasah do interakce ERFE a
hepatocytu a prislusné signalni regulacni drahy je jednim z moznych pfistupt k zvyseni exprese

hepcidinu u téchto anémii, a tak zabranéni dalsi akumulaci Zeleza.

Role ERFE u ACD a zanétd je méné jednoznacna. V modelu infekce malérii bylo
prokdzano u mysi, Ze anemizace pii infekci stimuluje produkci EPO v ledvin€ a nasledné dochazi
k vzestupu ERFE, nicméné nasledna suprese hepcidinu miize do jist¢é miry naruSovat vlastni
,ochranny* efekt hepcidinu, kterym je sniZena dostupnost Zeleza pro mikroorganismy (Latour
et al., 2016). Na druhou stranu po likvidaci infekce mize naopak ERFE zrychlovat obnoveni
tvorby Cervenych krvinek a zkracovat tak dobu anémie (Kautz et al., 2015). Exprese ERFE na
urovni mRNA v KD nereaguje na zelezo (Nai et al., 2016).

Mechanismus, jakym ERFE zpisobuje pokles exprese hepcidinu v hepatocytu, byl
nedavno popsan (Arezes et al., 2018). Bylo prokdzano, ze ERFE vyvazuje BMP5,6 a 7; nikoliv

vSak BMP2, ktery rovnéz stimuluje expresi hepcidinu.
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1.3.3.6 Vliv hypoxie na expresi hepcidinu

Hypoxie je klicovy fyziologicky i patogeneticky faktor v mnoha déjich v organismu, a to i
v erytropoéze a v metabolismu zeleza. Gen pro EPO je regulovan hypoxii (Kapitsinou et al,,
2010), ¢imz dochazi k stimulaci KD. Aktivovana erytropoéza potiebuje k své efektivnosti
zvySeny piisun zeleza. Regulace gend regulujicich metabolismus zeleza je proto vyznamnou

otazkou (Ravasi et al., 2018).

Exprese hepcidinu je pii hypoxii snizena (Nicolas et al. 2002b). Mechanismus této
regulace ani piimy efekt na expresi hepcidinu nebyly jednoznacné prokazany. Nékteré prace
tento efekt popisovaly jako zprostfedkovany von Hippel-Lindau faktorem (VHL) a hypoxia
inducibilnim faktorem (HIF) (Peyssonnaux et al, 2007). Kromé piimého efektu na hepcidin
muze hypoxie piisobit pies zvySeni exprese gend, jejichz produkty expresi hepcidinu snizuji, jako

je MT-2 (Lakhal et al., 2011), furin (McMahon et al., 2005) ¢i PDGF (Sonnweber et al., 2014).

Dal$i moznost je nepfimé pusobeni hypoxie pres zvySeni EPO a erytropoézy. Hypoxie
vSak hraje roli i na expresi dalSich proteinti i€astnicich se vstfebavani a metabolismu Zeleza (Xu
et al., 2017). Jde o regulaci, kterd je na hepcidinu nezéavisla a nemuzZe tak byt potlacena faktory,
kter¢ by do osy hepcidin-ferroportin zasahovaly. Hypoxie provazi i1 vyraznéj$i anémii.
Experimentalnim prikazem muze byt fakt, ze talasemické mysi nadale akumuluji Zelezo i
v situaci, kdy dojde k vzestupu koncentrace hepcidinu na Groven zdravé mysi (Gardenghi et al.,

2007; Kautz et al., 2015).

1.3.4 Vztahy signalnich drah regulace hepcidinu a hierarchie regulac¢nich faktori

Erytropoéza plisobi sniZzeni exprese hepcidinu pusobenim na jeho hlavni negativni
regulatory — ERFE a MT-2 — pficemZ mysi s chybénim téchto proteint nereaguji na kratkodobé
podani EPO poklesem hepcidinu.

Dlouhodoby vyzkum regulace hepcidinu pomoci manipulace s zelezem, erytropoézou a
zéanétem usiluje o detailni prozkoumani signéalnich drah, jejich propojeni a stanoveni urcité
,hierarchie zucastnénych regulacnich faktorti a molekul. V nasi laboratoti bylo prokazano, ze k

masivnimu poklesu hepcidinu po podani EPO nedochézi pii ptedchozim podanim zeleza (Krijt
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et al, 2010b), stejné¢ jako byly popsany dalsi vysledky studované kombinace stimulované

erytropoézy a pretizeni zelezem (Frazer et al., 2012).

Dosud zcela nevyieSenou otazkou jsou vztahy mezi novéjSimi regulacnimi faktory —
ERFE, MT-2 a jejich propojeni v regulaci hepcidinu, nevyjasnéné jsou i pfesné mechanismy
jejich ucinkii.

Je znamo, Ze snizeni exprese hepcidinu po kratkodobém podani EPO vyzaduje funkéni
jak MT-2, tak ERFE (Willemetz et al.,, 2014). Snizeni hepcidinu po opakovaném podani EPO
vyzaduje funkéni MT-2, pfitomnost ERFE pii opakované aplikaci EPO ale neni podminkou,
nebot’ hepcidin klesd po opakovaném podani EPO i u mysi s vyfazenym ERFE (Coffey et al.,
2018). Mysi s chybé&jicim genem Tmprss6 nejsou schopny po podani EPO snizit expresi
hepcidinu (Nai et al., 2016; Nicolas et al., 2011), podobné jako pacienti s IRIDA (Lehmberg
et al., 2012). ERFE je na Grovni mRNA v KD a ve slezin¢ vysoce zvySené. Odstranéni ERFE u
mysi s mutaci MT-2 neovlivnilo nijak jeji parametry krevniho obrazu ani Zeleza (Aschemeyer
et al, 2017). Podani kultivaéniho séra bunék exprimujicich rekombinantni ERFE mysim
hepatocytiim bez MT-2 dokézalo expresi hepcidinu snizit, pfi¢emz byly pozorovany i ptislusné
zmeény i v aktivité drdhy BMP, coz ukazuje na urcitou interakci mezi ni a ERFE. Toto pozorovani
je zajimavé 1 z pohledu recentné¢ publikovaného mechanismu pasobeni ERFE, tj. inaktivace
cirkuluyjictho BMP6 in vivo — BMP6 neni syntetizovan v hepatocytu, takze ERFE by na
hepatocyty v kultufe teoreticky nemél mit vliv. Pfedpoklada se, Ze vysoce aktivovana dradha BMP
u MT-2 -/- mysi zvySuje expresi hepcidinu, pficemzZ ani vysoké koncentrace ERFE nedokaZou
tuto expresi potlacit (Aschemeyer et al., 2017), coz je podobné jako pfi poddvani EPO mySim,
kterym bylo poddno velké mnozZstvi zeleza (Krijt et al., 2010b). Z tohoto pohledu by se role
erytroidniho regulatoru jevila slabsi nez regulace drahou BMP/ SMAD. U mysi s mutaci MT-2 i
BMP6 byl pozorovan pokles hepcidinu, coz také svéd¢i pro hypotézu, ze vysoky hepcidin
v neptitomnosti MT-2 je vysledkem excesivni signalizace ptes BMP6/ HJV dradhu (Lenoir et al.,
2011). Podani Zeleza mySim s dlouhodobou stimulaci erytropoézy konstitutivné zvySenou expresi
EPO dokazalo aktivovat drahu BMP/ SMAD a vedlo k zvySeni exprese hepcidinu (Diaz et al.,
2013).

Podle jinych pozorovani v§ak EPO dokazal snizit expresi hepcidinu i po stimulaci LPS ¢i

dietn€ navozenym pietiZzenim Zelezem. Podle téchto zavéri je spiSe neZz konkrétni hierarchie
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dalezitd 1 sila jednotlivych podnéti (Huang et al., 2009). Posledni vysledky ziskané v nasi
laboratofi potvrzuji, Ze spolecna aplikace zeleza i EPO vraci hodnoty hepcidinu vicemén¢ do

oblasti normalnich hodnot (Frydlova et al, 2019, v recenznim fizeni).

Pfi hodnoceni jednotlivych zavéri je nutné si uvédomit rtznorodost jednotlivych
experimentalnich uspofadani, tj. davek zeleza ¢i EPO, délky piislusné stimulace, ale i druhu a
veku zvitat stejn¢ jako metod detekce cilovych parametrii, a to zejména konkrétnich regulacnich
proteinti (iroveit mRNA ¢1 proteinu), coz je dano i1 konkrétni dostupnosti spolehlivych protilatek.
Dé se konstatovat, ze univerzalni model dosud nebyl jednoznacné vytvoien. Témét vsechny
pokusy sledujici snizeni exprese (downregulaci) hepcidinu nedostatkem zeleza u mysi
v minulosti pouzivaly standardni model podavéani nizkozelezné diety po dobu né¢kolika tydnt
pravé odstavenym (Ctyftydennim) mySim; tento postup prakticky vzdy vede 1 k anémii
z nedostatku Zeleza. Teprve recentné se jednoznacné prokdzalo, Ze nizkozelezna dieta snizuje
hepcidin i za situace, kdy jeSté nedochazi k anémii a zvySené expresi erytroferronu ve sleziné

(Frydlova et al., 2018).

Na zaklad¢ literarnich udaji 1 naSich pfedchozich experimentll a publikaci, byly
formulovany hypotézy o moznych vztazich a hierarchii regula¢nich faktort a jejich mechanismu
vcetné v té dobé noveé objevenych faktord, a tyto hypotézy byly zkoumany v piedlozené praci a

publikacich.
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2. CILE PRACE A HYPOTEZA

Jednou ze zakladnich otdzek regulace exprese hepcidinu je hierarchie jednotlivych

regulacnich mechanismii, tudiz jejich sily pfi plsobeni na dané mechanismy. Vyznamny je
zejména vztah mezi regulaci zelezem a regulaci erytroidni. NasSe skupina (Krijt et al., 2010b)
prokdzala, ze pfedchozi podani Zeleza tlumi expresi hepcidinu po erytroidni stimulaci.
V roce 2008 byla objevena matriptaza-2 (Du et al., 2008; Folgueras et al., 2008) jako dalsi
vyznamny — negativni — reguldtor exprese hepcidinu. Na zdklad¢ toho jsme formulovali
hypotézu, Ze je tento enzym soucésti erytroidni regulacni dradhy a mize hrat roli ve vzajemném
pusobeni zeleza a erytropoézy. Nasledné po objevu erytroferronu (Kautz et al., 2014b) jsme
formulovali hypotézu, ze matriptdza-2 je soucasti erytroidni regulacni drahy.

Ovéfeni téchto hypotéz je cilem této disertacni prace a zaroven publikovanych ¢lankl (v

priloze).

Hypotéza:
Matriptdza-2 se ucastni erytroidni regulace hepcidinu, je ovlivnéna stimulovanou
erytropoézou (erytropoetinem) a miize byt rovnéz ovlivnéna Zelezem. Matriptaza-2 tak mulze

propojovat regulacni drahy erytroidni a regulaci Zelezem.

Dil¢i cile prace:

e studovat, jakym zpisobem erytroidni regulace (erytropoéza/erytropoetin) a zelezo jako
protichtidné stimuly ovliviiuji klicové proteiny ucastnici se na regulaci metabolismu

Zeleza, studovat jejich vzajemné regulace a hierarchii

e urcit vliv Zeleza, erytropoetinu a jejich kombinovaného podani na expresi dvou
regulacnich proteint regulujicich hepcidin — matriptdzy-2 a erytroferronu a porovnat tento

vliv na tirovni mRNA a proteinu
e porovnat vysledky ziskané na mySich s vysledky na potkanech

e pfispct k objasnéni mechanismu pisobeni matriptazy-2 na regulaci exprese hepcidinu
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3. MATERIALY A METODY

3.1 Materialy

3.1.1 Materialové vybaveni

bézny laboratorni plastik od firmy Eppendorf (pro analyzy RNA - PCR clean)

3.1.2 Rozpoustédla a chemikalie

Pierce™ BCA Protein Assay reagent A (ThermoFischer Scientific)
Complete Mini, EDTA-free Tablets (Roche)

Albumin Standart, 2 mg/ml (ThermoFischer Scientific)

koncentrat vyvojky LP-T (FOMA BOHEMIA s.r.o0.)

koncentrat rychloustalova¢e LP-T (FOMA BOHEMIA s.r.o.)
odtu¢néné susené mléko (Nutristar)

PCR water (TopBio)

Phosphatase Inhibitor Cocktail 3 (Sigma-Aldrich)

Precision Plus Protein Dual Color Standard (B/O-RAD)

Ostatni pouzivané chemikalie byly od firmy Sigma-Aldrich.

Dalsi materialy a ptistroje jsou zminény v popisu metod.

3.1.3 Protilatky

Primarni:

Pro stanoveni matriptazy-2 (TMPRSS6): polyklondlni krali¢i protilatka anti-Matriptaza 2 — proti
katalytické doméné: ab56182 (Abcam), ztedéna 1 : 750.

Pro stanoveni HJV: polyklonalni kozi protilatka anti-RGM-C: AF3634 (R&D Systems), ztedéna
1 : 1000.

Pro stanoveni pSmad 1,5,8: polyklonalni krali¢i protilatka anti-pSMADs: 9511 (Cell Signaling
Technology), ztedéna 1 : 600.
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Pro stanoveni erytroferronu (ERFE): polyklondlni kozi protilatka anti-myonectin: SC-246567
(Santa Cruz Biotechnology), ztedéna 1 : 200. Tato protilatka byla v nasi laboratofi validovana
(Ptiloha II).

Pro stanoveni ATP1A: krali¢i polyklonalni protilatka anti-Na'/ K™ ATPaza o, H-300: SC-28800
(Santa Cruz Biotechnology,), ztedéna 1 : 10000.

Pro stanoveni GAPDH: krali¢i polyklonalni protilatka anti-GAPDH: G9545 (Sigma-Aldrich),
zifedéna 1 : 30000.

Sekundarni:

Polyklonalni anti-krali¢i protilatka Peroxidase AffiniPure F(ab'): Fragment Donkey (H+L):
711-036-152 (Jackson Immunoresearch), ztedéna 1 : 40000.

Polyklonalni anti-kozi protilatka Peroxidase AffiniPure F(ab'): Fragment Donkey (H+L):

705-036-147 (Jackson Immunoresearch), ztedéna 1 : 40000.

3.2 Pouzita zvirata

K experimentim byli pouziti potkani — outbredni samice Wistar (170 — 195 g) a mysi —
inbredni samci C57BL/6 (25 — 30 g) ve véku 8 az 12 tydnl. Pro navozeni nedostatku Zeleza
nizkoZeleznou dietou byla pouzita mlada zvifata — samice potkan Wistar o hmotnosti 45 — 55 g
a mysi samci C57BL/6 (14 — 17 g) ve véku 4 tydnl po odstaveni. Experimenty studujici vztah
matriptazy-2 a erytroferronu byly provadény na outbrednich samicich potkant Wistar
(200 — 225 g). Zvirata byla ziskana z firmy Anlab.

Zvitata byla chovdana ve standardnich laboratornich podminkach v Centru
experimentalnich biomodeld 1. LF UK pii konstantni teploté (22 = 1 °C), vlhkosti (60 + 5 %) a
byl u nich dodrZzovan dvanacti hodinovy svételny cyklus (7:00 do 19:00 hod). Zvitata méla volny
pfistup k vod¢ a potravé po dobu trvani experimentu. Krmena byla komeréni komplexni krmnou
smési pro mysi a potkani v peletované formé a obsahujici pfiblizné¢ 200 ppm Zeleza — ST-1
(VELAZ). Nizkozelezné dieta (10 ppm Zeleza) v peletované formé Altromin C1038 (A/tromin)
byla podavéna mladym potkaniim a mladym mySim hned po odstaveni.

Zakroky vcetné i. p. injekci byly provadény v anestézii. Zvitata byla usmrcena dekapitaci
v anestézii halotanem.

Experimenty byly schvaleny etickou komisi 1. LF UK, protokol MSMT-1461/2015-5.
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3.3 Aplikace
Erytropoetin byl podavan jako lidsky rekombinantni erytropoetin (thEPO), Epoetin beta

(NeoRecormon, Roche) v ddvece 500 IU/ den potkantiim a 50 IU/ den mySim intraperitonealné
(i. p.), a to dle typu pokusu bé¢hem Cctyt nasledujicich dni nebo jednorazové; zvirata byla
usmrcena za 24 hod po posledni aplikaci.

Zelezo bylo podavano i. p. jako dextran Zeleza (Iron dextran, Sigma-Aldrich). Davky dle
typu pokusu byly: jednorazové velka davka (1000 mg/kg) s naslednym usmrcenim za 24 hodin;
v dal$im typu pokusu byly aplikovany jednorazoveé rizné davky (200, 350, 700 mg/kg a 50, 100,
150 mg/kg), zvirata byla usmrcena za tyden.

Nedostatek zeleza byl navozen podévanim nizkozelezné diety mladym zvifatim po
odstaveni po dobu tfech (potkani) ¢i Etyf tydnti (mys$i).

V pokusech kombinujicich podavani zeleza a EPO potkaniim bylo nejprve podéano zelezo
v prvni davce 100 mg/kg dva tydny a poté v davce 50 mg/kg jeden tyden pted podanim
erytropoetinu; EPO byl aplikovan ve ¢tyfech davkach po 600 IU/ potkan ve ¢tyfech nasledujicich
dnech s analyzou 24 hodin po posledni davce.

Kontrolnim skupinam byl aplikovan fyziologicky roztok.

3.4 Hematologické parametry

Vzorky krve byly odebrany u mysi retrobulbarni punkci, u potkanii srdecni punkci. Krev
byla odebrana do zkumavek s roztokem heparinu (20 pl). Krevni obraz byl zméfen pomoci
BC-5300 Vet Auto Hematology Analyzer (Mindray). Byly stanoveny poCty Cervenych krvinek,
hemoglobin (Hb, g/I), hematokrit (HCT, %) a stfedni objem erytrocytu (MCV, fI) automatickym
pocitadlem buné€k kalibrovanym pro mysi, resp. potkani vzorky.

Pro kontrolu hematokrit byl také stanoven centrifugaci ve sklenénych kapilarach pfi

pokojové teploté€, 25 min, 4500 ot/min.
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3.5 Méreni koncentrace Zeleza

3.5.1 Koncentrace nehemového Zeleza v jatrech (liver iron concentration, LIC)

Vzorek jater byl po odbéru ulozen v tekutém dusiku. Méfeni bylo provedeno metodou dle
Torrance and Bothwell (Torrance and Bothwell, 1980) pomoci kitu BIO-LA-TEST, Zelezo 70
(PLIVA-Lachema Diagnostika). Principem metody je deproteinace tkdn€¢ pomoci smési kyselin
(¢inidlo 1: kyselina trichloroctova 0,15 mol/l, kyselina chlorovodikova 0,50 mol/l). Cca 50 mg
tkan¢ je v desetindsobku tohoto roztoku ponechano 20 hodin za stalého tfepani pii 65 °C na
Termomixer comfort (Eppendorf). Kvantifikace zeleza byla provedena v eludtu piidanim
betafenantrolinu (¢inidlo 2: kyselina 4,7-difenyl-1,10-fenantrolin-3,6-disulfonova 0,23 mmol/l,
octan sodny 1,0 mol/l) a kyseliny thioglykolové (¢inidlo 3: kyselina thioglykolova 95,5 mmol/l)
s naslednym vznikem cerveného komplexu s ionty dvojmocného zeleza. Méteni absorbance bylo
provedeno spektrofotometricky na Uvicon Spectrophotometer 932 (Kontron Instruments), pii
vlnové délce 540 nm proti deionizované vodé (UV Water Purification systém, Synergy) pomoci
kalibra¢ni kfivky a standardu. Intenzita zbarveni byla pfimo imérnd mnozstvi zeleza ve vzorku.

Vysledky byly vyjadieny jako mikrogram na gram vlhké tkané (pg/g).

3.5.2 Méreni koncentrace Zeleza v plazmé

Plazma byla ziskana centrifugaci nesrazlivé krve. Méfeni bylo provedeno pomoci kitu
BIO-LA-TEST, Zelezo Liquid 200 (PLIVA-Lachema Diagnostika) kolorimetrickou analyzou.
Zelezo bylo v kyselém pufru uvolnéno z vazeb na transferin (Fe’") a redukovano na Zeleznaté
ionty (Fe?"). Uvolnéné ionty tvofily s ¢inidlem Ferene S stabilni barevny komplex. Absorbance

byla zméfena analogicky jako v kap. 3.5.1. Vysledky byly vyjadieny jako umol/l.

3.6 Izolace RNA a méreni jeji koncentrace

Celkova RNA byla izolovana pomoci kitu RNeasy Plus Mini Kit (QIAGEN). Veskeré
manipulace s RNA (izolace, méfeni koncentrace a reverzni transkripce) byly provadény na ledu
specidlnimi filtrovanymi $pickami a dal§im materidlem prostym RNaz.

Vzorky tkani (cca 50 pg) byly ihned po odbéru uloZzeny v 1 ml roztoku RNAlater,
Stabilization Solution (Sigma-Aldrich) za teploty 4 °C. Vzorky byly homogenizovany pomoci
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kolonky s keramickymi kulickami MagNA Lyser Green Beads (Roche) v homogeniza¢nim pufru
(600 pl RNasy Plus lysis buffer a 6 pl B-mercaptoethanolu) na homogenizatoru MagNA Lyser
(Roche), pti1 6500 g po dobu 20 az 40 s. Nasledn¢ byl lyzat centrifugovan 3 min pii 16000 g.

Supernatant z homogenizované tkané byl nanesen na gDNA Eliminator spin kolonku,
ktera byla centrifugovana 30 s pti 6500 g. K filtratu bylo pfidano 350 ul etanolu (50 % pfi izolaci
jater). Nasledn¢ byl roztok nanesen na RNeasy spin kolonku umisténé ve 2 ml zkumavce.
Kolonka byla centrifugovana 15 s pti 8000 g a potom postupné promyta 700 pl Buffer RW1
(Wash buffer) 15 s pii 8 000 g, 500 ul Buffer RPE (Wash buffer) 15 s pti 8000 g, 500 ul RPE
(2 min pfti 8000 g).

Eluce byla provedena 40 pl RNase-Free Water do nové zkumavky, centrifugaci 1 min pfi
8000 g, nasledné byla ihned uloZena na led.

Koncentrace a ¢istota RNA byla méfena spektrofotometrem pro malé objemy (1 pl)
Spectrophotometer ND 1000 (NanoDrop). Koncentrace byla vyjadiena v ng/ul. Cistota byla
stanovena jako pomér absorbanci pfi vinové délce A260/ A280 nm (N = 1,9 az 2,1). Izolovana

RNA byla skladovana v mrazicim boxu pii -80 °C.

3.7 Reverzni transkripce

Reverzni transkripce byla provadéna kitem RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit
(ThermoFischer Scientific) na MasterCycler personal (Eppendorf). Principem metody je prepis
mRNA na ¢cDNA (kterd je na rozdil od RNA velmi stabilni). K pfepisu bylo pouzito 250 az
1000 ng celkové RNA. Piepis se uskutecnil ve smési s 11 ul DEPC vodou, 1 pl Oligo(dT):s
Primer, po inkubaci 5 min pfi teplot€ 65 °C a poté po ochlazeni na 4 °C bylo ke kazdému vzorku
pfidano 8 pl master mix (4 pl 5xReaction Buffer, 2 pl 10 mM dNTP, 1 pl RiboLock RNase
Inhibitor, 1 ul RevertAid Reverse Transcriptase). Reakce probihala pii teploté 42 °C po dobu
60 min, poté 5 min pfi teploté 70 °C a néasledné byla reakce ochlazena na 4 °C. Po dokonceni
analyzy vzorky cDNA byly ziedéné PCR vodou (7opBio) a nésledné skladovany v mrazaku pfi -
20 °C.
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3.8 Real-time PCR

Exprese genu na urovni mRNA byla méfena pomoci RT-PCR na pfistroji 1Q5 170-9780
(BIO-RAD) za pouziti protokolu IQ SYBR Green Supermix (BIO-RAD).

K reakci byl pouzit 1 pl templatu cDNA, 1,5 pl paru specifickych primera, 5,0 pl PCR
vody (TopBio) a 7,5 ul SYBR Green Supermix obsahujiciho nukleotidy, pufr a enzym. Protokol
reakci byl nasledujici: preinkubace pii teplot¢ 95 °C po dobu 10 min, néasledovana 40 cykly
s teplotnim profilem 95 °C po dobu 10 s, 60 °C po dobu 1 min, 55 °C po dobu 5 s a nasledné
ohlazeni na 21 °C. Vzorky byly méfeny v tripletech. Jako referen¢ni (house-keeping) gen byl
uzivan beta-aktin (Actb).

Sekvence primerll jsou uvedeny v tabulce 1 (A,B) a byly ziskdny pomoci programu
., Primer 3 a syntetizovany firmou Generi Biotech. Pro kazdy amplifikacni produkt s danymi
primery byla nasledné zaznamenana kfivka tani (tzv. melting analyza) k potvrzeni specifity

fluorescen¢nich amplifika¢nich produkta.

Tab. 1A: Sekvence pouzitych primerd u potkani (forward and reverse)

Actb: 5°-TGT CAC CAA CTG GGA CGA TA-3*a 5°-AAC ACA GCC TGG ATG GCT AC-3¢

Hamp: 5°-GAA GGC AAG ATG GCA CTA AGC A-3°a 5°-TCT CGT CTG TTG CCG GAG ATA G-3¢
Tmprss6: 5‘“GAA GAA GGG CTT GCA TAG CTT-3° a 5-CCA TAG TCC AGA GAG GGA ACC-3¢
1d1: 5°-ATG AAG GTC GCC AGT AGC AGT-3 a 5*-GTG AGT AGC AGC CGT TCA TGT-3*

Bmp6: 5‘-AAA AGG AGA TCC TGT CGG TGT-3 a 5-GGG AGT TGT AGA GAT CCA GCA-3¢
Smad7: 5‘“CGA TGG ATT TTC TCA AAC CAA-3°a 5°-CTC GAG TCT TCT CCT CCC AGT-3°
Fami32b: 5‘-AGA AGA GGA GCA GGA CCA AAG-3°a 5-TAG TGA GA TCC CTG GTG CAG T-3¢

Tab. 1B: Sekvenci pouzitych primerti u mysi (forward and reverse)

Actb: 5°-GAC ATG GAG AAG ATC TGG CA-3° a 5°-GGT CTT TAC GGA TGT CAA CG-3¢
Hamp: 5°-CTG AGC AGC ACC ACC TAT CTC-3*a 5-“TGG CTC TAG GCT ATG T TT TGC-3*
Tmprss6: 5°-GGT ACC CTC TCT GGA CTA CGG-3° a 5°-CAG AGC AGA GGA ACT CAC CA-3°
Bmp6: 5‘-GAA CCT GGT GGA GTA CGA CAA-3°a 5°-ATG CTC CTG CAA GAC TTG GTA-3°

Vysledky byly vyjadfeny jako rozdil v cyklech PCR (ACT) relativné k mRNA
referen¢niho genu (ACT = CT1 mRNA referen¢niho genu - CT2 mRNA cilového genu). Cim
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vy$si bylo ACT, tim vys§i byla koncentrace pfislusSné mRNA. Pro analyzu dat byl pouzit

referencni gen pro beta-aktin (Actb).

3.9 Western blot analyza

3.9.1 Priprava vzorku

Pro Western blot analyzu byl pouzit celkovy homogenat, frakce plazmatickych membran
nebo mikrozomu z jater a sleziny mysi nebo potkanti. Pro izolaci proteinii bylo pouzito 100 az
250 mg tkané. Celkovy homogenat byl ziskdn homogenizaci tkané¢ v homogeniza¢nim pufru
(2 ml) 6 mm Ultra Turrax homogenizatorem na maximalni rychlost po dobu 3 x 10 s. Nasledn¢
byl homogenat tfepan 1 h pii 4 °C. Nakonec byl odstfedén (12000 g, 20 min, 4 °C). Supernatant
byl skladovan piti -80 °C.

Frakce mikrozom byla ziskdna odstfedénim homogenizované tkané pii 8 000 g (20 min,
4 °C) s naslednym odstiedénim pii 4 °C, 1 h a 100000 g (Optima™ LE-80K Preparative
Ultracentrifuge, Beckman Coulter). Vysledna peleta byla resuspendovana ve 2 % SDS (w/v)
v 25 mM hydrogenuhli¢itanu amonném a skladovéna pfi teploté -80 °C.

Postup izolace frakce plazmatickych membran byl vyvinut v naSi laboratofi (detailné
popsano v metodice lanku viz Ptiloha I). Ugelem je zkoncentrovani membranovych proteind a
odstranéni nespecificky vazanych cytoplasmatickych a jinych protein. V principu jde o
opakované centrifugace s pouZitim rtizné iontové sily roztoki, pfidavku mocoviny a SDS.
Nasleduje sonikace pelety a finalni centrifugace k odstranéni nerozpustného materialu. Ziskany

homogenét je uchovavan pii -80 °C.

3.9.2 Stanoveni koncentrace proteini

Koncentrace proteinii byla stanovena metodou BCA — bicinchoninova kyselina'.
Principem BCA metody je kolorimetricka reakce, ktera je zaloZena na reakci Cu”* s peptidovou
vazbou v alkalickém prostiedi za vzniku Cu' iontd, které poté vytvaii s BCA purpurové zbarvené

komplexy. K sestrojeni kalibra¢ni pfimky byly pouzZity roztoky hovéziho sérového albuminu o

! Walker J. M., v knize: The Protein Protocols Handbook, Second Edition (Walker J. M., ed.), kap. 3. Humana Press,
Totowa 2002.)

45



znamé koncentraci. Stanoveni bylo dé€lano v duplikatech. Absorbance byla zméfena

spektrofotometricky pii vinové délce 540 nm na BioPhotometer 8,5 mm (Eppendorf).

3.9.3 Postup Western blot analyzy

Vzorky (celkovy homogenat, frakce plazmatickych membran nebo mikrozomi) byly
smichany s Laemmli Sample Buffer, 2x (BIO-RAD) vzorkovym pufrem obsahujici
2-mercaptoethanol (BIO-RAD) a uvafeny 10 min pii 90 °C. Poté byly proteiny separovany
SDS-PAGE (vertikalni elektroforéza Mini-PROTEAN 3 Cell, BIO-RAD); skla o tloust’ce 1 mm;
125V, 60 - 75 min). Pro separaci byl pouZit polyakrylamidovy zaostfovaci gel (T 4 %, C 3,4 %)
a separacni gely (T 8 %, C 3,4 %) nebo (T 10 %, C 3,4 %). Separované proteiny byly nasledné
preneseny na PVDF membranu, Amersham Hybond P 0,45 um (GE Healthcare Life Sciences) pii
25V 2 h na XCell IITM Blot Module (/nvitrogen). Membrana byla inkubovana 1 h v blokovacim
roztoku — 5 % (w/v) odtucnéné mléko v promyvacim roztoku — 0,1 % (v/v) Tween 20 v TBS
pH 7,6 pti 4 °C. Inkubace membrany v primdrni protilatce v blokovacim roztoku probihala pies
noc pii 4 °C. Druhy den byla membrana promyta promyvacim roztokem, nasledn¢ inkubovéana
v sekundarni protilatce v blokovacim roztoku (2 h, laboratorni teplota) a opét promyta
promyvacim roztokem. Vizualizace proteinii prob¢€hla za pouZiti chemiluminiscentniho substratu
pro kienovou peroxidasu (20X LumiGLO® Reagent and 20X Peroxide, Cell Signaling
Technology) na papir CP-BU, 13x18 cm (AGFA HealthCare), doba expozice byla od 5 min do
1 hodiny.

K denzitometrické kvantifikaci byl pouzit Calibrated Imaging Densitimeter GS 800 (BIO-
RAD), kontrolni hodnoty byly nastaveny jako 100 %. K vypoctu denzity bylo obvykle pouzito

vice blotu.

3.9.4 Odstranéni vazanych protilatek z PYDF membrany

Viézané protilaitky byly z PVDF membrany odstranény promyvanim membrany
v nésledujicich roztocich — 2 x 7 min stripovaci roztok (200 mM glycinovy pufr pH 2.2,
obsahujici 1 % (w/v) SDS a 1 % (v/v) Tween 20; 2 x 10 min PBS; 2 x 10 min; 0,1 % (v/v)

Tween 20 v TBS pH 7,6. Stripovani probihalo za mirného michani pfi laboratorni teploté.
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3.10 Statistické hodnoceni

K statistickému hodnoceni byl pouzit program GraphPad Prism 4, popt. Microsoft Excel
pro jednoduché testy.

K analyze hematologickych parametri mezi dvéma skupinami hodnot byl pouzit
Studentiv t-test.

K vysledkiim RT-PCR byly pouzity neparametrické testy — Mann-Whitneylv test pfi
srovnani dvou hodnot (skupin) a ANOVA test s naslednym Newman-Keulsovym testem pfii
hodnoceni vice hodnot (skupin), a to i v ptipad¢ hodnoceni denzity imunoblot.

Vysledky jsou uvedeny jako primér + smérodatna odchylka (SD). Vysledky vSech testl
byly povazovany za statistické vyznamné, pokud byla hladina pravdépodobnosti mensi nez

p <0,05.

47



4. VYSLEDKY

4.1 Studium exprese Tmprss6 (TMPRSS6) na modelech mysi a potkani
(priloha I)

4.1.1 Hematologické parametry

4.1.1.1 Nizkozelezna dieta snizuje hematologické parametry
Dieta se snizenym obsahem Zeleza statisticky vyznamné snizuje hodnoty hemoglobinu
oproti kontrolni skuping, vyraznéji u potkanl. Snizené hodnoty hematokritu mizeme povazovat

za signifikantni jen u potkanti. Vysledky jsou uvedené v tabulce 2.

4.1.1.2 Podani EPO zvySuje hematologické parametry

Podani EPO aktivuje erytropoézu, kterd u mysi a potkanti probihé nejen v kostni dieni, ale
i ve slezin€. Zvirata, kterd dostavala EPO (50 U/ mys, 500 IU/ potkan po dobu 4 naslednych
dnll), méla statisticky vyznamné zvyseny hodnoty hemoglobinu a hematokritu oproti kontrolni

skuping. Vysledky jsou uvedené v tabulce 2.

Tab. 2 Hematologické parametry mysi a potkant

Mysi Hemoglobin, g/1 Hematokrit, %
Kontroly 141 £ 12 40+3
Nedostatek Zeleza 110+ 8 * 37+2
EPO 16217 * 48 £4 *
Potkani Hemoglobin, g/1 Hematokrit, %
Kontroly 140 £ 1 42+ 1
Nedostatek Zeleza 53+£5* 17£3*
EPO 161 +5* 53+3 %

Vyjadieno jako prumér + SD.

*) statisticky signifikantni rozdil proti kontroldm (p < 0,05; n = 4 potkani, 5 my$i)
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4.1.2 Koncentrace nehemového Zeleza v jatrech

Mnozstvi Zeleza v jatrech zvirat bylo snizené jak po podani EPO, tak i pfi nedostatku

zeleza.

Stanoveni mnozstvi nehemového zeleza (LIC) v jatrech se povazuje za ,,zlaty standard*

pro urceni celkovych zasob Zeleza v organismu. Zvitrata, ktera dostavala EPO a byla na

nizkozelezné dieté, méla statisticky vyznamné snizené mnozstvi jaterniho Zeleza oproti kontrolni

skupin€. Vysledky jsou znazornéné v tabulce 3.

Tab. 3 Mnozstvi jaterniho zeleza u mysi a potkanii (ng/g vlhké tkang)

MySsi Potkani
Nedostatek Nedostatek
Skupina Kontroly EPO Kontrola EPO
Zeleza Zeleza
Mnozstvi
46 + 13 20+ 2 * 33+ 90%* 157+ 12 19+2 * 111 +£26*
Zeleza

Vyjadfeno jako primér + SD.

*) statisticky signifikantni rozdil proti kontrolam (p < 0,05; n = 4 potkani, 5 my3i)

Statisticky vyznamné jsou 1 zmény v mnozstvi Zeleza v jatrech, které v nasich pokusech

nékolikandsobné stouplo ve skupiné mysi, které dostavaly jednordzové riizné davky samotného

zeleza (Fe: 200, 350, 700 a 1000 mg/kg) s odbérem organti 7 dnti (7 d), resp. 24 hodin (24 h) po

aplikaci, ve srovnani s kontrolni skupinou. Vzestup byl zavisly na davce. Vysledky jsou uvedené

v tabulce 4.

Tab. 4 Mnozstvi jaterniho Zeleza u mysi s podanim Zeleza (pg/g vlhké tkang)

1000 mg/kg,
Skupiny Kontroly 200 mg/kg, 7d 350 mg/kg, 7d | 700 mg/kg, 7 d e
Mnozstvi
el 38+2 1788 + &3* 2697 + 125*% 3567 £ 114* 6630 + 470*
Zeleza

Vyjadreno jako primér + SD.

*) statisticky signifikantni rozdil proti kontrolam (p < 0,05; n = 3)
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4.1.3 Vliv podani EPO na expresi Hamp a Tmprss6 (TMPRSS6) v jatrech

Exprese Hamp a Tmprss6 byla méfena v jatrech na urovni mRNA pomoci real-time PCR,
TMPRSS6 byla méfend i na urovni proteini pomoci imunoblotli v jaternim homegenatu
obohaceném o frakce plazmatickych membran. Po podani EPO vysledky prokdzaly pokles
exprese Hamp u mysi 1 potkanii na Grovni mRNA (obr. 4A), mnozstvi mRNA pro Tmprss6
nebylo ovlivnéno (obr. 4B), ale byl prokazan statisticky vyznamny vzestup TMPRSS6 na Grovni
proteinu (obr. 5A,B), ktery byl vyraznéjsi u potkant. Jednorazové podani EPO (500 IU/ potkan)
24 hodin pfed usmrcenim vSak mnozstvi proteinu TMPRSS6 (obr. 5C) neovlivnilo, ackoliv
exprese Hamp byla signifikantné sniZena (obr. 5C). V mySich a potkanich vzorcich jaternich
homogenatii byl pozorovan specificky prouzek proteinu TMPRSS6 na 120 kDa. Vzorky
potkanich jaternich homogenatii vykazovaly kromé specifického prouzku 120 kDa pomérné silny
prouzek proteinu TMPRSS6 na trovni 100 kDa (obr. 5A). Vzhledem k tomu, Ze tento prouzek

nereagoval na podani EPO a nebyl pozorovan u mySich modeli, povaZzujeme je za nespecificky.
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Obr. 4 Vliv podani erytropoetinu (50 U/ mys, 500 IU/ potkan po dobu 4 naslednych dntl) na expresi Hamp (A) a
Tmprss6 (B) v jatrech mysi a potkant na tirovni mRNA. C — kontroly; E — podani EPO. Vyjadfeno jako relativni
exprese k Actb.

*) statisticky signifikantni rozdil proti kontrolam (p < 0,05; n = 4 potkani, 5 my$i)
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Obr. 5 Vliv podani erytropoetinu na mnozstvi proteinu TMPRSS6 v jatrech mys$i a potkani, stanovené
imunoblotem. A, B — opakované podani EPO 50 IU/ mys, 500 IU/ potkan po dobu 4 nasledujicich dnt, imunoblot
(A) a denzitometrie (B). C — jednorazové podani EPO (500 IU/ potkan) se stanovenim po 24 hodinach. C — kontroly,
E — erytropoetin.

Sipka (A) oznaGuje specificky prouzek proteinu TMPRSS6. Konec Sipky (A) nespecificky prouzek proteinu
TMPRSS6. Jako kontrola nanaSeni byl pouzit protein ATP1A. Exprese Hamp vyjadiena jako relativni exprese
k Actb.

*) statisticky signifikantni rozdil proti kontrolam (p < 0,05; n = 4 potkani, 6 mysi)

4.1.4 Vliv nedostatku Zeleza na expresi Hamp a Tmprss6 (TMPRSS6) v jatrech

Nizkozelezna dieta snizila expresi Hamp (obr. 6A), zatimco nezménila signifikantné
expresi Tmprss6 na urovni mRNA (obr. 6B). Pfi stanoveni proteinu TMPRSS6 byl pozorovan
statisticky vyznamny vzestup (obr. 7) ve srovnani s kontrolni skupinou. U potkanti byl tento
vzestup vyrazné€jSi. V mysSich a potkanich vzorcich jaternich homogenath byl pozorovan
specificky prouzek proteinu TMPRSS6 na trovni 120 kDa. Vzorky potkanich jaternich
homogenati vykazovaly kromé specifického prouzku proteinu TMPRSS6 na 120 kDa pomérné
silny prouzek na trovni 100 kDa (obr. 7A). Vzhledem k tomu, Ze tento prouZek nereagoval na

nedostatek Zeleza a nebyl pozorovan u mysich modelli, povazujeme je za nespecificky.
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Obr. 6 Vliv nizkozelezné diety na expresi Hamp (A) a Tmprss6 (B) v jatrech mysi a potkand na Grovni mRNA.
C — kontroly, ID — nizkozZelezna dieta. Vyjadieno jako relativni exprese k Actb.

*) statisticky signifikantni rozdil proti kontrolam (p < 0,05; n = 6 potkanut, 4 my$i)

54



potkani mysi

kDa TMPRSS6 kDa TMPRSS6

250 ~EEE " 250 =5 |
138 <+ 150 Tlp e o - <

« 100 =

ATP1A ATP1A
0 N L)) oy R ————

CIDCIDCID CIDCIDCID

B v
potkani mysi
2 8.0 2 8.0
T * )
S 6.0 S 6.0
© L]
o 4.0 o 4.0
7 2 *
o 2.0 ’ 2.0
(o a
= =
= C ID - C ID

Obr. 7 Vliv nizkozelezné diety na mnozstvi proteinu TMPRSS6 v jatrech mysi a potkantl, stanoveny imunoblotem

(A) a vyjadieny denzitometrii (B). C - kontroly; ID — nizkoZelezna dieta. Sipka (A) oznaduje specificky prouzek

proteinu TMPRSS6. Konec Sipky (A) oznacuje nespecificky prouzek proteinu TMPRSS6. Jako kontrola nanaseni byl

pouzit protein ATP1A.

*) statisticky signifikantni rozdil proti kontrolam (p < 0,05; n=4)
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4.1.5 Vliv podani Zeleza na expresi Hamp, Bmp6, Tmprss6 (TMPRSS6) a HJV v jatrech

Podani zeleza v davkach 200, 350 a 750 mg/kg i.p. jeden tyden pfed usmrcenim
statisticky vyznamné zvySilo expresi Hamp, Bmp6 na urovni mRNA, nikoliv vSak Tmprss6
(obr. 8 A-C). Mnozstvi proteinu TMPRSS6 vsak bylo pfi vSech téchto davkach signifikantné
snizeno, pfi¢emz mezi jednotlivymi davkami nebyl zadny rozdil. Mnozstvi proteinu HJV se
nezménilo (obr. 9A). Vzorky mysich jaternich homogenati vykazovaly kromé specifického
prouzku proteinu TMPRSS6 na urovni 120 kDa pomérné silny nespecificky prouzek na urovni
75 kDa (obr. 9A).

Daéle byla podana jednorazové vysoka davka zeleza 1000 mg/kg 24 hodin pted analyzou.
Na trovni mRNA statisticky vyznamné stoupla pouze exprese Hamp (obr. 8D). Naopak exprese
Bmp6 byla signifikantné snizena (obr. 8E). Exprese Tmprss6 byla podobné jako v pfedchozim
uspotradani nezménéna na trovni mRNA (obr. 8F), ale snizena na urovni proteinu (obr. 9B).

Nizké davky Zeleza (50, 100 a 150 mg/kg) podané mySim tyden pfed usmrcenim
nezménily mnozstvi proteint TMPRSS6 (obr. 10).
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Obr. 8 Efekt podani zeleza na expresi Hamp, Bmp6 a Tmprss6 v jatrech u mysi na urovni mRNA. C — kontroly; 200,
350, 750 — davky zeleza (mg/kg), podani tyden pied analyzou; 1000 — davka zeleza (mg/kg), analyza po 24 h.
Vyjadfteno jako relativni exprese k Actb.

*) statisticky signifikantni rozdil proti kontrolam (p < 0,05; n=4)
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Obr. 9 (A) Vliv podéavani Zeleza (200, 350 a 750 mg/kg) na mnozstvi proteinu TMPRSS6 a HJV v jatrech u mysi,

stanoveny imunoblotem a vyjadfeny denzitometrii. C — kontroly; Fe,200,350,750 — davky Zeleza. Sipka (A) oznacGuje

58



specificky prouzek proteinu TMPRSS6. Konec Sipky (A) oznacuje nespecificky prouzek proteinu TMPRSS6. B Vliv
podavani zeleza (1000 mg/kg) na mnozstvi proteinu TMPRSS6 v jatrech u mysSi, stanoveny imunoblotem. Jako
kontrola nanaseni byl pouzit protein ATP1A.

*) statisticky signifikantni rozdil proti kontrolam (p < 0,05; n=4)
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Obr. 10 Vliv podavani nizsich davek zeleza (50, 100 a 150 mg/kg) na mnozstvi proteinu TMPRSS6 v jatrech u
mys$i, stanoveny imunoblotem. C - kontroly; 50,100,150 — davky Zeleza. Jako kontrola nanaseni byl pouzit protein

ATPI1A.
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4.2 Vliv erytropoetinu na expresi erytroferronu a matriptazy-2 u potkani

(priloha II)

4.2.1 Hematologické parametry a hmotnost sleziny

Ve skuping, ktera dostavala EPO, byly statisticky vyznamné zvySeny hmotnosti slezin,
dale hodnoty hemoglobinu a hematokritu. Kombinace podéni zeleza a EPO u potkani méla
v zasad¢ podobné statistick¢é vyznamné vysledky. Naopak ve skupiné€, ktera dostavala samotné

zelezo, se sledované parametry nezménily. Vysledky jsou uvedené v tabulce 5.

Tab. 5 Hematologické parametry potkant

Kontroly EPO Fe+EPO Fe
Hmotnost

0,22 +0,03 0,83 +0,07* 0,98 £0,12* 0,24 + 0,05
sleziny (% t.h.)
Erytrocyty

7,18 £0,29 7,72 £ 0,20%* 7,54 £ 0,08 6,93 +£0,13
(10%/mm?)
Hemoglobin

144,6 =+ 7,0 164,6 = 6,1* 167,4 +5,4%* 143,8 +4,4
(€4))
Hematokrit

326+ 1,5 39,8+ 0.9 40,4 +1,2 32,00 £ 0,71
(%)
MCV (1) 45,2+0,9 51,7+ 2,5% 53,4+ 1,7* 46,5+ 0,9

Vyjadieno jako primér + SD. t.h. — télesnd hmotnost; MCV — mean cell volume.

*) statisticky signifikantni rozdil proti kontrolam (p < 0,05; n=4)

4.2.2 Koncentrace Zeleza v tkanich a v plazmé

4.2.2.1 Mnozstvi Zeleza v jatrech bylo zvySené jak po podani samotného Zeleza, tak i pri jeho
kombinaci s EPO
Mnozstvi nehemového zZeleza v jatrech (LIC) signifikantné stouplo ve skupiné, ktera

dostavala samotné Zelezo, ale i Zelezo v kombinaci s EPO ve srovnani s kontrolni skupinou. Ve
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skuping, ktera dostdvala samotny EPO, se mnozstvi jaterniho zeleza statisticky vyznamné

nezménilo. Vysledky jsou uvedené v tabulce 6.

Tab. 6 Mnozstvi jaterniho a sérového Zeleza u potkanti

Kontroly EPO Fe+EPO Fe
LIC (ng/g) 244 + 22 213+ 75 4902 + 1138* 6501 £ 174*
Sérové zelezo

51,4+£10,0 7,8 £4,9% 15,7 +7,2% 69,9 + 10,7
(nmol/l)

Vyjadieno jako primér + SD.

*) statisticky signifikantni rozdil proti kontrolam (p < 0,05; n=4)

4.2.2.2 Mnozstvi Zeleza v plazmé bylo snizeno po podani samotného EPO i po jeho podani
v kombinaci se Zelezem

Mnozstvi plazmatického Zeleza kleslo ve skuping, kterd dostavala EPO ve srovnani
s kontrolni skupinou. Ve skupiné, kterd dostavala Zelezo v kombinaci s EPO, bylo Zelezo
signifikantné niZ§i, nicméné vyssi ve srovnani se skupinou, ktera dostavala samotny EPO. Ve
skuping, ktera dostdvala samotné Zelezo, byla koncentrace Zeleza nesignifikantné vyssi ve

srovnani s kontrolni skupinou. Vysledky jsou uvedené v tabulce 6.

4.2.3 Exprese vybranych genu regula¢ni drahy BMP/ SMAD

4.2.3.1 Podani EPO snizuje expresi Hamp v jatrech, ale predchozi podani Zeleza tomuto poklesu
zabranuje

Mnozstvi Hamp bylo statisticky vyznamné sniZzeno ve skupiné, ktera dostavala samotny EPO.
Nicméné ve skuping€, ktera dostavala kombinaci obou latek — Zzelezo a EPO, mnozstvi Hamp
nebylo signifikantné sniZzeno. Rozdil mezi kontrolni skupinou a skupinou, kterd dostavala
samotné Zelezo, nedosahl statistické vyznamnosti. Byl vSak statisticky vyznamny rozdil mezi

touto skupinou a skupinou, ktera dostavala kombinaci obou latek (obr. 11).
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Obr. 11 Zmeény exprese Hamp po aplikaci EPO (E), jeho kombinaci s Zzelezem (FeE) a samotného zeleza (Fe) ve
srovnani s kontrolami (C). Vyjadieno jako primér = SD pro ACT (rozdil CT pro referen¢ni gen Actb a CT cilového
genu).

*) statisticky signifikantni rozdil (p < 0,05; n = 6)

4.2.3.2 Podani EPO snizuje expresi Smad7 a Id1 v jatrech na vurovni mRNA i mnoZstvi proteinu
PSMADs, ale nemeéni expresi Bmp6 a mnozstvi proteinu HJV

Exprese cilovych geni regula¢ni drahy BMP/ SMAD Smad?7 a Id1 statisticky vyznamné
klesla ve skupiné, ktera dostavala samotny EPO, a v ptipad¢ Smad7 po podani EPO v kombinaci
se zelezem. U této skupiny byla vyznamné sniZena exprese obou gent Smad7 a IdI ve srovnani
se skupinou, kterd dostavala samotné Zelezo (obr. 12A,C). Exprese Bmp6 vSak nebyla statisticky
zménéna v zadné skuping (obr. 12B). Mnozstvi fosforylovanych SMAD 1,5,8 bylo stanoveno na
urovni proteind v jaternim homogenatu. U skupiny potkant, kterd dostdvala samotny EPO a jeho
kombinaci s Zelezem, doslo k statisticky vyznamnému poklesu pSMAD 1,5,8 ve srovnani jak
s kontrolni, tak 1 se skupinou, ktera dostavala samotné Zelezo (obr. 12D), coz korespondovalo

s vysledky RT-PCR. Mnozstvi proteinu HJV se nezménilo (obr. 12E).
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Obr. 12 Zmény exprese Smad7 (A), Bmp6 (B), Id1 (C) a mnozstvi proteinu pSMAD 1,5,8 (D) a HIV (E) po aplikaci
EPO (E), zeleza a EPO (FeE) a samotného Zeleza (Fe) ve srovnani s kontrolami (C). Exprese vyjadfeny jako primér
+ SD pro ACT (rozdil CT pro referencni gen Actb a CT cilového genu). Jako kontrola nanaseni byl pouzit protein
GAPDH.

*) statisticky signifikantni rozdil (p < 0,05; n = 6)
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4.2.4 Exprese a mnoZstvi proteint regula¢nich geni pro erytroferron a matriptazu-2

4.2.4.1 Podavani EPO zvysuje expresi Fam132b na urovni mRNA i na urovni proteinu ERFE ve
sleziné bez ohledu na predchozi podani Zeleza

Podavani samotného EPO a v kombinaci se zelezem statisticky vyznamné zvysilo expresi
Fam132b na tirovni mRNA 1 proteinu (obr. 13).

Na imunoblotech nebyly zjistény zadné prouzky, odpovidajici proteinu ERFE ani v
kontrolni skupinég, ani ve skupiné, ktera dostavala zelezo; prouzky proteinu ERFE byly pfitomny
jen ve skupinéch, které dostavaly EPO, a to bud’ samotné, nebo v kombinaci se zelezem. Tyto
vysledky korespondovaly s nalezem genové exprese pomoci RT-PCR. ERFE byl imunobloty
stanoven ve slezin€ jak v homogenatu, tak na urovni mikrosomi. Detekce proteinovych prouzk,

odpovidajicich ERFE, byla zfetelnéjsi na irovni mikrosomu.
A

\o; Fam132b mRNA
-8 * *
-10
-12
-14

- 16

Fam132b expression

-18
C E FeE Fe
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Obr. 13 Zmény exprese Faml32b na Grovni mRNA (A) a na trovni proteinu ERFE (B) po aplikaci erytropoetinu
(E), jeho kombinaci se zelezem (FeE) a samotného Zeleza (Fe) ve srovnani s kontrolami (C). Sipka (B) oznaluje
specificky prouzek proteinu ERFE. Exprese vyjadfeny jako primér + SD pro ACT (rozdil CT pro referen¢ni gen
Actb a CT cilového genu). Jako kontrola nanaseni byl pouzit protein GAPDH.

*) statisticky signifikantni rozdil (p < 0,05; n=4)

4.2.4.2 Podani EPO nemeéni expresi Tmprss6 na urovni mRNA, ale zvysi mnoZstvi proteinu
TMPRSS6, pricemz podani Zeleza toto zvysSeni potlacuje

Exprese Tmprss6 v jatrech nebyla na urovni mRNA ovlivnéna poddnim EPO, Zeleza ani
jejich kombinaci (obr. 14A). Nicméné mnozstvi proteint TMPRSS6 ve skupiné, kterd dostavala
samotny EPO, bylo statisticky vyznamné zvySené. Podani samotného zeleza mnozstvi proteinu

TMPRSS6 nezménilo, ale zcela potlacilo jeho vzestup navozeny EPO (obr. 14B).
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Obr. 14 Zmény exprese Tmprss6 na urovni mRNA (A) a na Grovni proteinu TMPRSS6 (B, vyjadfeny denzitometrii)

po aplikaci EPO (E), jeho kombinaci se Zelezem (FeE) a samotného Zeleza (Fe) ve srovnani s kontrolami (C).

Exprese vyjadieny jako pramér £ SD pro ACT (rozdil CT pro referencni gen Actb a CT cilového genu). Jako

kontrola nanaseni byl pouzit protein ATP1A.
*) statisticky signifikantni rozdil (p < 0,05; n = 6)
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5. DISKUSE

Regulace metabolismu Zeleza je dilezity proces, ktery umoziuje ziskat a distribuovat
v organismu pfiméfené mnozstvi zeleza a zaroven ho chranit pfed jeho toxicitou. Vyznam
presnosti této regulace je o to veétsi, ze organismus nema schopnost zelezo vyluc¢ovat. Klicovym
regulatorem — hormonem je hepcidin, peptid tvotfeny v jatrech, ktery inhibuje vystup zeleza
z bun¢k, ¢imz snizuje vstiebavani Zeleza ve stieve 1 jeho recyklaci v makrofazich (Nicolas et al.,
2001). Signalni dréhy, které fidi expresi hepcidinu, jsou nadbytek ¢i nedostatek Zeleza, zanct a
erytropoéza. Jejich prostfednictvim a vzajemnou interakci jsou exprese hepcidinu a nasledné
metabolismus Zeleza ovlivnény mnoha fyziologickymi i1 patologickymi faktory (Muckenthaler
etal. 2017).

Kvantitativn¢ nejvyznamnéjsi vyuziti zeleza v organismu je erytropoéza, kterd navic musi
byt schopna pomérné rychlé reakce (napft. pii velkém krvaceni), a proto i regulace a aktivace této
signdlni drahy musi byt rovnéz dostateéné rychla a citliva. Existence erytroidniho regulatoru,
stejné jako regulatoru ,,zasobniho* (angl. store), byla postulovana v 90. letech (Finch, 1994), kdy
v podstaté¢ zadnd z regulacnich molekul nebyla dosud zndma. Tyto regulacni drahy, resp. jejich
¢asti, jsou vSak v organismu urcitym zplisobem navzajem propojeny, a proto metabolismus
Zeleza je vysledkem fady fyziologickych dé&li a nemoci.

V piedloZené praci jsem se zabyvala studiem erytroidni regula¢ni drahy, zejména novych
regulatortt exprese hepcidinu, a to matriptazy-2 a erytroferronu, a jejich propojeni s dal$imi
regula¢nimi dradhami, zejm. obsahem Zeleza a s nim spojenou a pomérn€ dobie popsanou drahou
BMP/ SMAD, ktera ziejm¢ tvoii centralni regula¢ni drdhu transkripce hepcidinu. Vzajemné
propojeni obou regulatorii a jejich hierarchie je jednou z dilezitych otdzek regulace metabolismu
Zeleza je intenzivné studovana v riiznych experimentalnich systémech a ma vyznam 1 klinicky,
napf. u talasémie (Wang and Babitt, 2019), kde se kombinuje ptetizeni zelezem 1 vyrazna
erytropoetickd stimulace. V naSich experimentech jsme vyuzivali kombinace stimulace
erytropoézy erytropoetinem v kombinaci s poddvanim Zeleza experimentdlnim zvifatim (mysSim
a potkanim).

Erytropoéza vyrazné sniZzuje expresi hepcidinu (Nicolas et al., 2002c), v naSich
experimentech jsme pouzivali klasicky 4denni podavani 50 U EPO na myS (Vokurka et al.,

2006). Mechanismy této regulace nejsou dosud jednoznacné probadany, z naSich pokusi i
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z pokusti dalSich skupin (Pak et al., 2006) vyplyva, ze nejde o piimy ucinek EPO. V zasad¢
mohou byt ve hie dva mechanismy: specificka erytroidni regulace nebo sekundarni regulace ptes
ovlivnéni metabolismu zeleza — stimulace erytropoézy snizuje obsah zeleza v plazmé (saturaci
transferinu) 1 v jatrech (obsah nehemového Zeleza) a zelezo se presouva do kostni dien€, jak bylo
prokdzano i v naSich experimentech. Pfi podani EPO musime mit proto na zfeteli i jim navozené
zmény v metabolismu Zeleza zplisobené zvySenym vyuzitim zeleza v erytropoéze, které je patrné
poklesem jeho mnozstvi v plazmé i v jatrech, coz samo o sob¢ ovliviiuje regulacni drahy (Diaz
et al., 2013). Vyloucena neni ani kombinace obou faktori a urcitd odliSnost jejich uplatnéni
v zé&vislosti na typu stimulace erytropoézy v experimentu ¢i v klinickych situacich.

V roce 2008 byl zcela neCekané popsan novy protein, ktery se vyznamné podili na
regulaci exprese hepcidinu. Zatimco dosud popsané proteiny regulujici jeho expresi jsou
pozitivnimi regulatory a jejich mutace vede k nedostatku hepcidinu a hemochromatoze,
matriptaza-2 je negativnim regulatorem a jeji mutace zpisobuje nadprodukci hepcidinu a anémii.
Je to transmembranova serinova protedza typu II koédovana u lidi genem TMPRSS6 (u
mysi Tmrpss6) a exprimovana v jatrech dominantné v hepatocytech (Finberg et al., 2008).
Predstavuje vyrazny negativni regulator exprese hepcidinu, coz by z ni mohlo tvofit klicové
misto, na kterém by se regulace pomoci jednotlivych drah mohly setkavat.

Zasadnim poznatkem ve studiu funkce matriptazy-2 bylo zjisténi, ze mySi s mutaci genu
Tmprss6 nereaguji na aplikaci EPO (Nicolas et al., 2011). Zatimco EPO sniZuje expresi
hepcidinu nejen ve wild type mysich, ale 1 u mysi s mutacemi dalSich proteinil v regulacni draze
zelezem, tj). HIV -/- (Kautz et al. 2014b; Krijt et al., 2010a) a BMP6 -/- (Frydlova et al., 2016;
Nai et al., 2016), neni tomu tak u mysi s mutaci matriptazy-2 (Tmprss6 -/-) (Lehmberg et al.,
2012; Nai et al., 2016). Vyznamné je rovnéZ pozorovani, Ze podani EPO u téchto mysi nezlepsilo
anémii (Lee et al., 2012; Nicolas et al., 2011). To nastolilo otdzku, do jaké miry a jakym
zpiisobem je MT-2 zapojena do erytroidni regulace hepcidinu.

Regulace MT-2, zejména na proteinové urovni, nebyly dostatecné prostudovany.
Nedostatek zeleza neménil mnoZstvi mRNA pro MT-2, nicméné na urovni proteinu byla MT-2
stabilizovéana (Zhang et al., 2011; Zhao et al., 2015), coz vedlo k ptedpokladu, ze regulace MT-2
se odehrava na posttranskripéni trovni. V nasi laboratofi byla vyvinuta technika, umoznujici
ziskat vzorky obohacené bunénymi membranami jater experimentalnich zvitat, pomahajici

studovat MT-2 a hemojuvelin na irovni proteinu.
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Podani EPO po dobu 4 dnti nezménilo v naSich experimentech expresi MT-2 na Grovni
mRNA, a to ani u mysi, ani u potkana, podobn¢ jako ho nezme¢nila ani nizkozelezna dieta, coz
bylo jiz v literatufe popsano (Zhang et al., 2011). Naopak jsme u obou stimulti pozorovali
vyrazny vzestup proteinu MT-2. Zvyseni MT-2 na rovni proteinu po aplikaci nizkozelezné diety
u potkana jiz sice bylo popsano na zékladé experimentu s nekomer¢ni protilatkou, naSe prace
vsak identifikovaly spolehlivou komeréné dostupnou protilatku, ktera je schopna detekovat MT-2
u potkant i mysi. Podavani vysokych davek zeleza ve formé dextranu naopak snizilo mnozstvi
MT-2, a to jak do 24 hodin pii vysoké déavce, tak toto snizeni bylo patrné i po tydnu i pfi podani
davek nizsich. Predpokladame proto v souladu s dal$imi pozorovanimi, ze EPO neovliviuje
expresi MT-2 na transkripéni Grovni, ale ze tato regulace se déje az na irovni posttranskrip¢ni.
Jednorazové podani EPO potkaniim vSak mnozZstvi proteinu MT-2 nezvysilo, ackoliv jiz doslo
k poklesu exprese hepcidinu. V této fazi nebyl snizen ani obsah jaterniho Zeleza.

Z uvedenych vysledkd je pravdépodobné, ze MT-2 se podili na erytroidni regulaci
(poklesu) hepcidinu, coz by bylo v souladu s pozorovanim, ze Tmprss6 -/- mysi na EPO
nedokézou adekvatné zareagovat.

Dostupnost spolehlivé metody pro stanoveni s MT-2 nds vedly k tvaze, jak se MT-2
zapojuje do hierarchie regulace hepcidinu pfi soucasném pulisobeni Zeleza a EPO. Jde o dva
stimuly s opacnym ucinkem na expresi hepcidinu, proto je zasadni otazkou, ktery regulator je
siln€j§i. V experimentech na mySich v na$i laboratofi bylo prokazano, Ze pfedchozi podani
velkych davek Zeleza je schopno zablokovat silny pokles hepcidinu po podani EPO (Krijt et al.,
2010b). Naplanovali jsme proto novou sérii pokusti, tentokrat na potkanech, u nichz byla reakce
proteinu MT-2 v naSich minulych pokusech vyraznéjsi. Cilem bylo potvrdit, zdali 1 u potkani
pfedchozi podani Zeleza rovnéz zabrani poklesu exprese hepcidinu a zejména to, jak tato
kombinace ovlivni expresi MT-2 a co z toho vyplyva pro obecnou regulaci hepcidinu.

V roce 2014 byl objeven novy erytroidni regulator hepcidinu — erytroferron (Kautz et al.,
2014b), coz nas vedlo 1 ke studiu jeho moZzného vzdjemného propojeni s MT-2 v erytroidni
regulaci hepcidinu. ERFE, kédovany genem Faml32b, byl navrZen jako erytroidni reguldtor
tvofeny erytroblasty, ktery nevyjasnénym zpisobem vyrazné snizuje expresi hepcidinu. Mysi
ERFE -/-, podobn¢ jako mysi s deficitem MT-2, nejsou schopny snizit expresi hepcidinu po

erytroidni stimulaci.
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MT-2 byla stanovena v jatrech a ERFE, ktery je tvofen erytroblasty, ve sleziné, kde
rovnéz stoupa po EPO podobné jako v kostni dfeni (Nai et al., 2016) a kterd je u hlodavct
vyznamnym mistem erytropoézy, a to zejména stresové. Testovanim protildtek se v nasi
laboratofi a v laboratofi dr. Truksy z Biotechnologického ustavu Akademie véd CR podafilo najit
specifickou a citlivou protildtku, kterd tak umoznila stanoveni ERFE jako proteinu
v imunoblotech a prokéazat, ze mnozstvi ERFE proteinu a exprese na urovni mRNA koreluji.
Dosud byl ERFE stanoven pouze v séru ELISA metodou (Kautz et al., 2015), pfi¢emz po podani
EPO byl prokdzan jeho vzestup, nase prace potvrdila vzestup ERFE metodou imunoblotu a
krom¢ toho prokézala, Ze protein se in vivo vyskytuje ve dvou formach, které se lisi glykosylaci.

Podani EPO v naSich experimentech zvySilo expresi ERFE, podani Zeleza ji vSak
neovlivnilo, a to ani samostatné, ani v kombinaci s EPO, ktery nedokdzal ovlivnit (snizit) jeho
zvySenou expresi. Na druhou stranu je exprese hepcidinu pii pfedchozim podani zeleza a EPO
signifikantné nizsi nez pii podani samotného zeleza. To znamend, Ze ackoliv v naSem uspotadani
ptedchozi podani zeleza utlumi vyrazny pokles exprese hepcidinu, erytroidni stimulace dokéaze
¢astecn¢ expresi hepcidinu ovlivnit.

Protoze podani Zeleza tlumi sniZzeni exprese hepcidinu navozené poddnim EPO, aniz vSak
ve stejné kombinaci snizi vyrazné zvySenou expresi ERFE, da se ptfedpokladat, ze Zelezo
n¢jakym zplsobem interferuje nikoliv pfimo s produkci ERFE, nybrz s jeho signalizaci ¢i dalSimi
zapojenymi mechanismy.

Signaliza¢ni drdha ERFE, resp. mechanismus jeho plsobeni, nebyly znamy, zkoumali
jsme tedy vztah ERFE a hlavni signalni drdhy BMP/ SMAD. Aktivitu této drahy lze stanovit
detekci fosforylovanych SMAD proteini (SMAD 1,5,8) ¢i expresi na urovni mRNA jinych
cilovych genti této drahy, a to IdI ¢i Smad7. EPO vyrazné snizuje tyto cilové geny, pficemz u
ERFE -/- mysi je tento pokles méné vyrazny. Tento na ERFE nezavisly pokles miiZze do jisté miry
vyplyvat 1 ze zmén metabolismu Zeleza navozeného stimulovanou erytropoézou, ktery se
uplatnuje pfes BMP proteiny (Arezes et al., 2018). Podavani EPO po dobu ¢tyf dnli v naSem
experimentu na potkanech snizilo jak fosforylované SMAD, tak expresi Id] a Smad7, a to 1 pii
pfedchozim podavani Zeleza, které tento pokles nedokazalo zvratit. Exprese vlastniho BMP6 na
urovni mRNA nebyla signifikantné zménéna pti zadné z aplikaci. Tyto vysledky byly odlisné od
popsanych v literatute (Nai et al., 2016), kde vSak byly jiné intervaly poddvané davky a intervaly
EPO (byla podéna pouze jedna davka 200 U a analyza byla provedena za 15 hodin).

71



Z nasich vysledkii vyplyva, ze zvySené mnozstvi proteini ERFE i snizené mnozstvi
fosforylovanych SMAD proteinti nedokazou v pripadé¢ predchoziho podéani zeleza dostatecné
snizit expresi hepcidinu. Exprese hepcidinu zastava vysoka (normalni) i v pfitomnosti vysokého
mnozstvi ERFE v plazmé. Pfedchozi podéani Zeleza ptfitom zabranuje zvySeni mnozstvi MT-2,
coz by mohlo byt molekularni pfi¢inou toho, ze exprese hepcidinu neni snizend, a to i pfi
soucasné vyrazné erytroidni stimulaci.

Literarni udaje tykajici se zapojeni MT-2 do ERFE signalizace nejsou jednoznacné.
Kratce po objeveni ERFE byla navrZena atraktivni hypotéza, ktera predpokladala, ze MT-2 by
svoji proteolytickou aktivitou umoznovala fungovani ERFE (Willemetz et al., 2014). To by
elegantn¢ vysvétlovalo, proc¢ jak inaktivace genu pro MT-2 (Tmprss6), tak i1 inaktivace genu pro
ERFE (Fam132b) rusi odpoveéd hepcidinu na EPO. Tento ptfedpoklad vSak zfejmé neplati, nebot’
pozd¢ji bylo prokazéano, ze v bunééné kultufe Huh7 po vytazeni MT-2 byl ERFE stale schopen
potlacovat expresi hepcidinu stejn¢ jako u bunck kontrolnich (Arezes et al., 2018). Ve svétle
novych poznatkl je velmi pravdépodobné, ze proteolyticka aktivita matriptazy-2 expresi ERFE
neovliviiuje — recentni prace v nasi laboratofi totiz prokdzaly, ze ERFE detekovany ve sleziné
mask myS$i s mutaci Tmprss6 se velikosti ani glykosylaci vyrazné nelisi od ERFE wild-type mysi
(Frydlova et al., 2017); pokud by se MT-2 na posttransla¢nim zpracovani ERFE podilela, mél by
rozdil mezi erytroroferonem mask mysi a wild-type mysi patrny na imunoblotu.

Dalsi otdazkou je, jakym mechanismem MT-2 expresi hepcidinu ovliviiuje a co je
substratem jejiho proteolytického plisobeni.

BMP signalizace je zahajena vazbou pfisluSnych proteini na jejich receptory, a to typu |
(ALK2, ALK3) a typu II (ActRIIA a Bmpr2), coZ nasledné vede k fosforylaci SMAD proteind.
Tento proces je facilitovan dal§imi membranovymi molekulami, a to HIV, HFE a TfR2, jejichz
mutace jsou spojeny s ruzné t€zkymi formami hereditarni hemochromatézy (Brissot et al. 2017).
Jedna z hypotéz vysvétluje €inek MT-2 St€penim hemojuvelinu (Silvestri et al., 2008). HJV je
naprosto nezbytny pro expresi hepcidinu, coz je znamo 1 z klinickych ptipada tzv. juvenilni
hemochromatozy, kdy postizeni maji zavazné a brzké pietiZzeni Zelezem (Papanikolaou et al.,
2004). Hemochromatdza zplisobena mutaci HJV je klinicky stejné t€zkéa jako hemochromatoza
zplisobend mutaci samotného hepcidinu, coz svéd¢i o kli¢ové roli hemojuvelinu v regulaci

hepcidinu. Neni proto ptekvapivé, Ze kratce po objevu MT-2 bylo na zakladé in vitro pokust

72



postulovano, ze fyziologickym substratem pro MT-2 je hemojuvelin, a tento pohled byl az
donedavna vSeobecné pfijiman.

V naSich experimentech v roce 2011 bylo ukdzano, ze Tmprss6 -/- mysi maji nizsi, spise
nez o¢ekavané vyssi mnozstvi HIV (Krijt et al.,, 2011), toto pozorovani bylo pozdéji potvrzeno i
u geneticky ponc¢kud odlisSnych mask mysi, u nichz je mutovana proteolytickd doména MT-2
(Frydlova et al., 2013). Dalsi prace prokazaly, ze HIV -/- mysi maji stale zachovany pomérné
robustni mechanismus k snizeni exprese hepcidinu pfi snizeni mnozstvi Zeleza v téle (Gkouvatsos
et al.,, 2014). Recentni studie se zabyvaly i vztahem MT-2 k dalSim slozkdm BMP-regulacni
dréhy a dosly k zavéru, ze MT-2 pravdépodobné snizuje hepcidin $tépenim a inaktivaci vice
slozek cesty, ktera indukuje expresi hepcidinu, a to pfevazné piimo receptori pro BMPs a
castecné téz HFE, a méné HJV a TfR2 (Mao et al.,, 2018; Wahedi et al., 2017). In vivo pokusy
prokazaly, ze zvySend exprese MT-2 dokézala snizit expresi hepcidinu u HIV -/- my$i; naopak
zvySena exprese HJV nezpiisobila zvyseni exprese hepcidinu — obé pozorovani sveédci spise proti
predpokladu $tépeni hemojuvelinu matriptazou-2. Jako zajimavé se jevi pozorovani téchto
autorl, ze holotransferin zabranil MT-2 ve S§tépeni TfR2, coZ naznacuje znacnou komplexnost
regulacnich d&ji. BMP6 jako takovy pfitom nemd na proteolytickou aktivitu MT-2 Zadny efekt.
Jako jeden z divodi, pro¢ se rozhodli kriticky pfezkoumat roli hemojuvelinu jako substratu pro
MT-2, uvadéji autofi (Wahedi et al. 2017) 1 pozorovani prezentovana v této disertaci a
publikovand (Gurieva et al., 2017).

Dal$im proteinem, ktery zdsadné zasahuje do regulace exprese hepcidinu, je ERFE.
Pivodné byl popsan jako protein snizujici expresi hepcidinu pfi stresové erytropoéze (Kautz et
al., 2014b), postupné se vSak na ERFE zacalo nahliZet jako na nejvyznamnéjsi faktor spojujici
metabolismus Zeleza a aktivovanou erytropoézu (Ganz, 2019).

Klicova role ERFE jako erytroidniho impulsu sniZujiciho expresi hepcidinu po podani
EPO ¢i flebotomiich (tj. pfi stresové erytropoéze) je ziejma. Na druhou stranu vSak mysi
s chybénim ERFE maji stejnou bazalni expresi hepcidinu. To znamend, ze ERFE neni nezbytny
pro udrzeni zakladniho pfisunu Zeleza k erytroblastim v normaélni erytropoéze, ale muize byt
klicovy v situacich stresové erytropoézy, coz miize byt napft. situace po krvaceni, kdy je nutné
urychlit dodéani Zeleza do kostni diené. Bylo popséano, Ze mysi ERFE -/- po flebotomii nedokaZzou

efektivné snizit expresi hepcidinu a vykazuji opozdéné zotaveni z této krevni ztraty (Kautz et al.,
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2014b). Existence takového ,,urychlujiciho* regulatoru by tudiz méla i evolu¢ni smysl. Hepcidin
klesa po opakovaném podani EPO i u mysi s vyfazenym ERFE (Coffey et al., 2018).

Nov¢jsi poznatky v literatufe popisuji mechanismus pusobeni ERFE, ktery by mohl
zasahovat do drahy BMP/ SMAD. ERFE snizil fosforylaci SMAD proteinti, pfi¢emz vSak nejde o
pfimé plisobeni na (ne)znamy receptor, nybrz bylo popsdno, Zze ERFE vaze solubilni cytokiny
BMPS5, BMP6 a BMP7, ¢imz zabranuje aktivaci klasické stimula¢ni drahy pro expresi hepcidinu
(Arezes et al., 2018). Nicmén¢ neni schopen vazat BMP2, ktery rovnéz stimuluje expresi
hepcidinu, coz by mohlo vysvétlovat, ze ERFE neni schopen hepcidin zcela potlacit. EPO piitom
neovliviiuje expresi BMP2 u mysi a je schopen potlacit expresi hepcidinu i u mysi Bmp2 -/-,
podobné jako zanét a zelezo jsou ji schopni naopak zvysit, i kdyz tato reakce je oslabena (Wang
et al.,, 2019), coz svédci o ¢astecné redundantni roli BMP2, ktera ovSem muze odpovidat za ¢ast
pozorovanych zmén.

Nekteré dosud protichiidné vysledky v literatufe mohou mit rizné diivody. Jednak nékteré
experimenty jsou provadény in vitro na builkach (napt. na HuH7 nédorovych hepatocytarnich
liniich), které v§ak mohou mit zménéné vlastnosti od nenddorovych bunék, navic v ramci celého
organismu (in vivo pokusy na mysich ¢i potkanech). Na druhou stranu i jednotlivé mysi kmeny,
potazmo pohlavi, mohou byt zodpovédné za nékteré rozdily. Nevyznamné neni ani uspotradani
pokust — tj. davky a intervaly podavani ptislusnych stimuli (napt. EPO), coz mize navodit i
paralelni zmény v jinych systémech nez sledovanych drahach (naptf. v obsahu Zeleza, saturaci
transferinu, dynamice erytropoézy). Bylo prokazano, ze je odliSné regulace na akutni a chronické
zmény v mnoZzstvi zeleza, kdy akutni zmény plsobi predev§im zvySenim saturace transferinu a
pusobi nezavisle na regulaci exprese hepcidinu (Corradini et al., 2011; Ramos et al., 2011) a na
formé podani Zeleza — perordlni vs. parenteralni (Wang et al., 2019). V neposledni fad¢ nelze
vyloucit, Ze stale nejsou znamy vSechny molekularni faktory, které jsou na regulaci metabolismu
Zeleza zUcCastnény. PrestoZe bylo v poslednich letech objasnéno mnoho z regulace metabolismu
zeleza, dosud zlstava fada véci, které nejsou zcela vyjasnény (Ganz, 2019).

Ptestoze soucasnd data na$i skupiny ani data literarni nedokézou vytvofit jednoznacny
model erytroidni regulace exprese hepcidinu, pokusim se o shrnuti poznatkli a jejich mozné
vysvétleni.

Podani EPO nedokéze rychle snizit expresi hepcidinu u ERFE -/- mysi, protoZze chybi

prvotni stimul (,,upstream* faktor) této regulace, erytroferron. Naopak chybéni T{R2,

74



hemojuvelinu ani BMP6 tomuto snizeni exprese hepcidinu nezabrani. Dal$im faktorem, ktery
zabranuje poklesu hepcidinu po EPO, je chybéni matripazy-2; podobnou roli pak hraje MT-2
v ptipad¢€, Ze bylo pfedem podéno vysoké mnozstvi zeleza, které zabranilo jejimu vzestupu.
Nicméné u jednorazového podani EPO hepcidin klesa 1 bez zvySeni MT-2 a beze zmény obsahu
zeleza v jatrech. To by nasvédCovalo tomu, Ze MT-2 mlze mit roli i v dlouhodobéjsi erytroidni
regulaci hepcidinu a mize byt mistem ¢i jednim z mist, kde se erytroidni i z&sobni regula¢ni
systém setkavaji.

Pti stimulované (stresové) erytropoéze podanim EPO se totiz vyrazné stimuluje ERFE, ale
zaroven se méni metabolismus Zeleza, coz je patrné na ovlivnéni kli¢ové drahy BMP/ SMAD,
ktera je v tomto pifipad¢ rovnéz inhibovana. Také je patrné, Ze hepcidin po delsi stimulaci mize
klesat i bez ptitomnosti ERFE (Coffey et al., 2018) a naopak pii kratké stimulaci bez zvySeni
MT-2. Podle novéjsich poznatkli a hypotéz se na rychlé supresi hepcidinu po erytroidni stimulaci
podili vazba ERFE na solubilni BMP6 (téz 5 a 7, ale nikoliv 2). Pfi del$i stimulaci poddvanym
EPO je MT-2 zéaroven na proteinové Urovni zvysena. Tyto faktory plisobi vyrazné snizeni exprese
hepcidinu. Nicméné je patrné, ze regulace se Castecné muze lisit pfi kratkodobé a dlouhodobé
davat smysl.

Pokud je vSak pted stimulaci erytropoézy EPO podano velké mnozZstvi Zeleza (coz muze
do jisté miry slouzit jako model Cisté erytroidni regulace), produkce ERFE sice zlistava zvySena a
produkty stimulace drdhy BMP/ SMAD (Idl, Smad?7) jsou rovnéZ sniZeny, takze jedinym
rozdilem, ktery by vysvétloval, ze exprese hepcidinu neni v této situaci tak vyrazné snizena, je
MT-2, jejiz mnozZstvi se na rozdil od samotného podani EPO nezvySuje. Velké mnozstvi zeleza
pravdépodobné brani neznamym zplsobem zvySeni MT-2 vyvolané poddnim samotného EPO a
hepcidin neni proto suprimovan. Svéd¢i pro to 1 fakt, Ze mysi MT2 -/- po podani EPO hepcidin
nesnizuji. Neni zcela zfejmé, jakym zpiisobem EPO a Fe/ EPO na MT-2 plisobi; je pouze ziejmé,
ze nejde o uroven transkripéni, nybrz posttranskrip¢ni.

O matriptaze-2 ziejmé plati, ze plsobi sniZeni exprese hepcidinu inaktivaci (St€penim)
vice faktorii aktivacni drahy BMP/ SMAD. Teoreticky mohou byt jejimi substraty HJV, proteiny
BMP nebo jejich receptory, ptipadné dalsi proteiny jako HFE nebo napt. TfR2, pficemz do
tohoto procesu jeste zasahuje difericky transferin, ktery jeho st€peni tlumi. Objasnéni role MT-2

v regulaci hepcidinu proto v prvé fadé vyzaduje jednoznacnou identifikaci jejiho substratu; na
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tomto vyzkumu nase laboratof ve spolupraci s laboratofi Mgr. Jaroslava Truksy, Ph.D
z Biotechnologického ustavu AV CR BIOCEV intenzivné pracuje.

Nase pokusy ukazaly, ze exprese hepcidinu je pii soucasném podani Zeleza a EPO
signifikantn€ niz8i nez pii podani samotného zeleza. To znamena, ze ackoliv v naSem uspoiadani
ptedchozi podani Zeleza utlumi vyrazny pokles exprese hepcidinu, pfesto erytroidni stimulus
dokaze cCastecné expresi hepcidinu ovlivnit. Mohlo by to svédCit pro fakt, ze ¢ast poklesu
hepcidinu pfi erytroidni stimulaci nemusi zaviset jen na MT-2, resp. miize byt jeji funkce urcitym
zpusobem obejita.

To miize byt v souladu s nas§im pozorovanim, ze pies podani Fe/ EPO jsou fosforylované
proteiny SMAD snizeny, stejné jako Id1 a Smad7, a hepcidin nikoliv, to znamena, Ze existuje ona
kolaterdlni cesta, kterou se erytroidni stimulus uplatiiuje, a tou by mohla byt akutni zména
saturace transferinu pfi vystupniované erytropoéze i pii nadbytku zasobniho Zeleza (naptiklad
zvySené Stépeni TfR2 pii poklesu holotransferinu ¢i dosud neznamy mechanismus). Vliv
akutnich zmén metabolismu Zeleza a saturace transferinu jsme piedpokladali i v naSich starSich
pracich (Vokurka et al., 2006).

Otazka hierarchie regulac¢nich faktori hepcidinu a zejména jejich vzajemného propojent,
neni dosud jednoznacné vyfesena. Kromé genoveé upravenych zvirat je jednou z metod vyzkumu
pecliva patofyziologickd analyza jednotlivych podnétd, jejich kvantita, casové usporadani a
dynamika vysledkii na molekuldrni (mRNA ¢i proteinové) urovni i na drovni fenotypické
(mnozstvi hemoglobinu, aktivace kostni dfen¢, mnozstvi zasobniho Zeleza, saturace transferinu
apod.). Casovy faktor se mize jevit jako vyznamny a mize odpovidat riznym biologickym

situacim (Artuso et al., 2019). V tomto sméru pokracuje 1 vyzkum nejen v nasi laboratofi.
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6. ZAVERY

e Matriptaza-2 reaguje na Zelezo a na erytropoetin na Urovni proteinu, nikoliv na Grovni
mRNA.

e Efekt na matriptazu-2 je vyraznéjsi u potkanti nez u mysi.

e Podani vysoké davky zeleza u potkanti pied erytroidni stimulaci poddnim erytropoetinu
- zabranuje, stejn¢ jako u mysi, dramatickému poklesu exprese hepcidinu; nicmén¢ i pies
toto pietiZzeni Zelezem je erytroidni stimulace schopna asponi ¢aste¢ného sniZeni exprese
hepcidinu, coz svéd¢i o silné erytroidni regulaci
- nesnizuje produkci erytroferronu, neméni aktivaci drahy BMP/ SMAD, ale naopak tlumi
vzestup proteinu matriptazy-2

e Matriptaza-2 je ziejmé zapojena do erytroidni regulace hepcidinu, ale zarovenl miize byt
mistem, kde je erytroidni efekt na pokles exprese hepcidinu vyrazné (ale nikoliv
kompletné) blokovan piedchozim pfetizenim zelezem.

e Matriptaza-2 plsobi zfejmé¢ Stépenim a inaktivaci vice molekul signalni drahy
BMP/ SMAD na snizeni exprese hepcidinu.

e Erytroidni regulace hepcidinu je ziejm¢e vyrazn€ ovlivnéna i ¢asovym prubehem déji, tj.
akutnosti ¢i dlouhodobosti zmén v erytropoéze vcetné dalSich navazujicich zmén

v metabolismu Zeleza a s dal§imi faktory jako je zanét i hypoxie.
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