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ABSTRAKT

Zelezo je kovovy prvek, ktery hraje v lidském organismu zasadni roli, ale jeho nedostatek
i nadbytek jsou spojeny se zavaznymi chorobnymi stavy. Hlavnim reguldtorem metabolismu
zeleza je hepcidin, peptid tvofeny v jatrech. Nadbytek Zzeleza 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 caste¢n¢. Hlavni regula¢ni drahou je
BMP/ SMAD, ktera reaguje na mnozstvi zeleza v organismu. Jeji soucast tvofi fada molekul
véetné hemojuvelinu a HFE a jejich mutace jsou spojeny s neadekvatné¢ nizkou produkci
hepcidinu, nadbytkem Zeleza a hereditarni hemochromat6zou. Erytroidni regulace, ktera musi mit
na expresi hepcidinu negativni plisobeni, je zndma jen castecné, stejné jako jeji propojeni
s drahou BMP/ SMAD. V nedavné dob¢ byly popsany dva nové negativni reguldtory exprese
hepcidinu. Membranovy enzym pfitomny 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 urovni
mRNA pomoci real-time PCR a na Grovni proteini pomoci imunobloti. K pokustim jsme nejprve
pouzili samce mySi a samice potkand, kterym byl poddvan erytropoetin (EPO), Zelezo ¢i byli na
nizkoZelezné dieté. Prokdzali jsme, Ze Zelezo ani EPO neovliviiujyi 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
vyrazné€j$i u potkanti. V dalSich experimentech jsme proto u potkanii podali kombinaci podavani
zeleza a EPO a sledovali jejich vliv na MT-2 a ERFE. Potvrdili jsme piedeslé pozorovani na
mysich, ze pti pfedchozim podani vysokych davek zeleza nedochazi po podani EPO k sniZeni
exprese hepcidinu, a to piesto, ze exprese ERFE ve slezin¢ zlstava zvySena. Protoze podani
zeleza zabrénilo vzestupu mnozstvi proteinu MT-2 po EPO, domnivame se, ze MT-2 ptispiva
k omezeni poklesu hepcidinu.

Z nasich vysledki déle vyplyva, Zze zvySené ERFE i snizené mnozZstvi fosforylovanych
SMAD proteinti nedokdzou v ptipadé predchoziho podani zeleza dostateCné snizit expresi
hepcidinu. Exprese hepcidinu zlstdva vysoka (normalni) i1 v pfitomnosti vysokého mnoZstvi
ERFE v plazmé¢ a aktivaci drahy BMP/ SMAD. Podani Zeleza ptitom zabraiiuje zvySeni mnoZzstvi
MT-2, coz by mohlo byt molekularni ptic¢inou toho, ze exprese hepcidinu neni snizena, a to i pii
soucasné vyrazné erytroidni stimulaci. To by nasvédCovalo tomu, Zze MT-2 mize mit roli v
dlouhodobégjsi erytroidni regulaci hepcidinu a miize byt mistem, kde se erytroidni i zdsobni
regulacni systém setkdvaji a ze mechanismy regulace hepcidinu a metabolismu Zeleza jsou
ziejmé vyrazné ovlivnény ¢asovym prubéhem a mohou se lisit podle akutnosti ¢i dlouhodobosti
zmén v erytropoéze.

Klic¢ova slova: Zelezo, hepcidin, erytropoetin, matriptaza-2, erytroferron, zanét



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
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



1. UVOD

Zelezo (lat. ferrum, »6Fe, VIIIB skupina) je ptechodny kovovy prvek, druhy
nejrozsifenéj$i kov na Zemi a nejhojnéji zastoupeny kov v lidském téle. Jeho biologicky vyznam
spo¢iva v jeho schopnosti ménit sviij oxidaéni stav (poCet elektrond, Fe?* < Fe’) a vazat a
prenaset kyslik, ¢imz se nachézi v samém centru zasadnich biologickych a energetickych déju
zivych organismi. Lidsky organismus nema schopnost vydeje (exkrece) zeleza.

Zelezo v organismu se miize nachizet ve tfech stavech: aktivni, zasobni a transportn.
K aktivnim formam zZeleza (Fe?*) patii Zelezo obsazené v hemu (hemoglobin, myoglobin), resp.
v hemoproteinech (cytochromy, peroxiddza, kataldza, NO syntdza aj.). Zasobni zelezo (Fe**) je
,nefunkéni®, netoxické a nachdzi se ve feritinu, ktery objevil v 30. letech 20. stoleti Cesky
fyziolog profesor Vilém Laufberger. MiiZze obsahovat az 4000 atomt Zeleza. Pfi nadbytku Zeleza
se feritin méni na hemosiderin, ve které se zelezo nachazi v nerozpustné formée, a proto je méne
dostupné. Transportni Zelezo (Fe**) se nachdzi vplazmé a je vdzano na transportni protein
transferin (Tf). Volné dvojmocné zelezo je velmi toxické a zplsobuje vznik volnych radikali
Fentonovou reakci.

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 zvySena pii jeho zvySené spotiebé (rust,
krvaceni, t€hotenstvi apod.). Naopak recyklace zeleza predstavuje denné asi 25 mg, predevsim
jde o pfesuny mezi zaniklymi erytrocyty a noveé vznikajicimi Cervenymi krvinkami v KD.
Organismus musi byt schopen ziskat velké mnoZzstvi Zeleza k rtstu a vyvoji (v€etné t€hotenstvi),
ale zarovenl musi zabranit vzniku pfetizeni.

Hlavnim ,,spotfebitelem® Zeleza je erytropoéza. Ta je rovné€z velmi rychle schopna zvysit
produkci cervenych krvinek, jejichZ tvorba vyzaduje velky ptisun zeleza. Erytropoéza je vznik a
vyzravani ¢ervenych krvinek (Vokurka, 2011). U ¢lov€ka po narozeni je mistem erytropoézy
kostni dfen, prenatalné se uplatiuji téz jatra a slezina. Vzacné tyto orgdny mohou byt mistem
erytropoézy i1 u dospélych lidi, ale pouze za patologickych stavii (extrameduldrni hematopoéza
napt. pifi myelofibréze), nicméné u mysi a potkanii je slezina mistem erytropoézy i za
fyziologickych okolnosti. Slezina proto v experimentalnich studiich mlize slouzit spolu s KD ke
studiu erytropoézy a jejich vlivli na metabolismus Zeleza.

Erytropoézu lze i1 s ohledem na vyznam pro studium metabolismu Zeleza a jeho regulaci

délit na fyziologickou, stresovou a inefektivni.
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Erytropoetin je kli€ovy hormon regulujici erytropoézu. Dilezitym mechanismem
pusobeni EPO je potlaceni apoptoézy erytroidnich prekurzorti. Byl purifikovan v roce 1977
(Miyake et al., 1977) z moci pacientd s aplastickou anémii, a¢ jeho existence byla predpokladana
jiz od pocatku 20. stoleti a jeho aktivita prokazovana a studovdna jiz od konce 40. let.
Erytropoetin se vaze na erytropoetinovy receptor (EPO-R), pfitomny zejména na CFU-E,
proerytroblastech a uz jen v malé mife na ¢asnych bazofilnich erytroblastech.

Vroce 1994 byla postulovana existence tzv. zasobniho (angl. store) a erytroidniho
regulatoru (Finch, 1994).

Prvni molekulou, kterda byla spojena se systémovou regulaci Zeleza, je HFE, objevena
vroce 1996 (Feder et al., 1996) a spojena s nejCastéjsi formou hereditarni hemochromat6zy (nyni
typ 1). Nadbytec¢na akumulace Zeleza ve tkanich mize vést k jejich poskozeni, coz se projevi
zejména jako jaterni fibroza az cirhdza, diabetes mellitus, artropatie, endokrinni dysfunkce a
v zavaznych piipadech 1 jako kardiomyopatie (Niederau et al., 1996). Zasadni objev v této oblasti
pak bylo popsani hepcidinu (je kodovan genem Hamp, hepatic antimicrobial peptide) v roce
2001 jako hlavniho systémového regulatoru (hormonu) metabolismu Zeleza. Jedna se o peptid,
ktery je pfevazné syntetizovan v jatrech v hepatocytech. Jeho (ndhodné) vytrazeni 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). Klicova je regulace hepcidinu signalni drahou BMP/ SMAD v jatrech (Babitt et al.,
2006; Kautz et al., 2008; Wang et al., 2005).

Dalsich vice jak 15 let je vénovano studiu regulace hepcidinu a jeho vztahu k dal§im
nemocem. Byly objeveny dalsi molekuly a regulacni drahy, ale kompletni sit’ (network) této
regulace neni dosud zcela objasnéna.

Jiz pfi prvnich experimentalnich studiich na mysich a objevu hepcidinu bylo prokézéano,
7e jeho nedostatek zplsobuje pfetizeni Zelezem, coZ je analogie hereditarni hemochromato6zy
(,,bronzovy diabetes”). U ni byla snizena exprese hepcidinu popsana jako prvni (Bridle et al,
2003). Mutace proteini — HFE, TfR2 a HJV jsou hlavnimi pfi¢inami porusené¢ regulace
hepcidinu u HH (Brissot et al., 2017).

Nadmérna produkce hepcidinu naopak zpisobuje nedostatek Zeleza. Geneticky je
pfitomna u vzacné anémie, tzv. iron refractory iron deficiency anemia (IRIDA), kterd ma
sideropenicky charakter (Finberg et al., 2008), pti¢emz podavani preparatt Zeleza ji neni schopno
zlepsit (Heeney and Finberg, 2014). Ma svilij experimentalni mySi model (tzv. mask mys). Bylo
prokézano, Ze mutovanym genem je gen Imprss6 pro matriptazu-2 (MT-2), coz je membranova
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serinova protedza. Je syntetizovana hlavné v jatrech a nachazi se na povrchu hepatocytu. MT-2 je
klicovou molekulou, ktera tvoti soucast kaskady regulace hepcidinu (Du et al. 2008; Folgueras et
al., 2008). Jde o hlavni a nejsiln€js$i negativni regulator jeho exprese (Finberg et al., 2008).

Mnohem c¢astéjsi je zvySena exprese hepcidinu vlivem zanétu. Zanétové procesy zasahuji
v organismu do mnoha dé&ju, zejména prostiednictvim zanétovych cytokint interleukin-1 (IL-1),
IL-6 a nador nekrotizujiciho faktoru a (TNFa, tumor necrosis factor a). Ovliviuji rovnéz
erytropoézu a metabolismus zeleza. Hepcidin se chova jako reaktant akutni faze stimulovany
IL-6 ¢i lipopolysacharidem (LPS) (Nemeth et al., 2004a; Nemeth et al, 2003). Tento stav je
jednim z hlavnich patogenetickych faktorii anémie chronickych chorob (ACD) neboli anémie
zanétlh (Nemeth and Ganz, 2014; Weiss and Goodnough, 2005). Signdlni drahou regulace je
JAK/ STAT3 (Wrighting and Andrews 2006).

S ohledem na Uzky vztah zeleza a erytropoézy je zfejmé, Ze tyto déje musi mit propojenou
regulaci (Rishi and Subramaniam, 2017). V roce 2014 byl objeven ERFE, kdédovany genem
Faml132b (Kautz et al, 2014b; Kim and Nemeth, 2015) jako erytroidni regulator (supresor)
transkripce hepcidinu. Pivodné byl znamy jako myonectin (Seldin et al., 2012). Exprese ERFE je
pritomna v riznych organech, nicméné jeji vzestup je patrny pouze v tkanich, které¢ reaguji na
stresovou erytropoézu (Lenox et al., 2009), tedy v kostni dfeni a ve slezin¢.

Hlavni regulujici faktory exprese hepcidinu jsou - Zelezo, erytropoéza a zanét (Nicolas et
al., 2002b; Nicolas et al.,, 2002c; Vokurka et al., 2006). Stale je diskutovana role hypoxie, resp.
jejiho pfimého ¢i nepfimého uc¢inku (Ravasi et al. 2018).

Na zéklad¢ literarnich udaji i1 naSich piedchozich experimenti a publikaci, byly
formulovany hypotézy o moznych vztazich a hierarchii regulacnich faktort a jejich mechanismi
véetné v t€ dobé noveé objevenych faktord, a tyto hypotézy byly zkoumdany v predloZené praci a

publikacich.



2. HYPOTEZY A CILE PRACE

Jednou ze zékladnich otdzek regulace exprese hepcidinu je hierarchie jednotlivych
regulacnich mechanismu, tudiz jejich sily pfi ptisobeni na dané mechanismy. Vyznamny je
zejména vztah mezi regulaci zelezem a regulaci erytroidni. Nase skupina (Krijt et al., 2010b)

prokazala, ze piredchozi 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 — regulator exprese hepcidinu. Na zakladé toho jsme formulovali
hypotézu, ze je tento enzym soucasti erytroidni regulac¢ni drahy a mtize hrat roli ve vzajemném
plisobeni zeleza a erytropoézy. Nasledné¢ po objevu erytroferronu (Kautz et al., 2014b) jsme

formulovali hypotézu, ze matriptaza-2 je soucasti erytroidni regulacni drahy.

Ovéteni téchto hypotéz je cilem této disertacni prace a zaroven publikovanych ¢lanki (v
ptiloze).
Hypotéza:

Matriptaza-2 se ucastni erytroidni regulace hepcidinu, je ovlivnéna stimulovanou
erytropoézou (erytropoetinem) a muze byt rovnéz ovlivnéna zelezem. Matriptaza-2 tak muze

propojovat regulacni drahy erytroidni a regulaci zelezem.

Dil¢i cile prace:

e studovat, jakym zplisobem erytroidni regulace (erytropoéza/erytropoetin) a Zelezo jako
protichidné stimuly ovliviiuji klicové proteiny Ucastnici se na regulaci metabolismu

zeleza, studovat jejich vzajemné regulace a hierarchii

e urCit vliv Zeleza, erytropoetinu a jejich kombinovaného podéni na expresi dvou
regula¢nich proteini regulujicich hepcidin — matriptdzy-2 a erytroferronu a porovnat tento

vliv na trovni mRNA a proteinu
e porovnat vysledky ziskané na mysich s vysledky na potkanech

e pfispét k objasnéni mechanismu plisobeni matriptdzy-2 na regulaci exprese hepcidinu



3. MATERIALY A METODIKA

3.1. Kity

RNA RNeasy Plus Mini Kit (QIAGEN); RevertAid First Strand cDNA synthesis Kit (Thermo
Fischer);  BIO-LA-TEST, Zelezo Liquid 200 (PLIVA-Lachema  Diagnostika);
BIO-LA-TEST, Zelezo 70 (PLIVA-Lachema Diagnostika).

3.2 Protilatky

Primarni:

TMPRSS6: polyklonalni krali¢i protilatka anti-Matriptdza 2 — proti katalytické doméné: ab56182
(Abcam), ziedéna 1 : 750; HJV: polyklondlni kozi protilatka anti-RGM-C: AF3634 (R&D
Systems), ziedéna 1 : 1000; pSmad 1,5,8: polyklonalni krali¢i protilatka anti-pSMADs: 9571
(Cell Signaling Technology), ztedéna 1 : 600; ERFE: polyklonalni kozi protilatka anti-myonectin:
SC-246567 (Santa Cruz Biotechnology), ziedéna 1 : 200 (byla vallidovdna v na$i laboratoti);
ATP1A: krali¢i polyklonalni protilatka anti-Na*/ K* ATPaza a, H-300: SC-28800 (Santa Cruz
Biotechnology,), ziedéna 1 : 10000; GAPDH: krali¢i polyklonalni protilatka anti-GAPDH:
G 9545 (Sigma-Aldrich), ztedéna 1 : 30000.

Sekundarni:
Polyklonalni anti-krali¢i protilatka Peroxidase AffiniPure F(ab'), Fragment Donkey (H+L): 711-

036-152 (Jackson Immunoresearch), ziedéna 1 : 40000. Polyklonalni anti-kozi protilatka

Peroxidase  AffiniPure F(ab')z Fragment Donkey (H+L): 705-036-147 (Jackson

Immunoresearch), ziedéna 1 : 40000.

3.3 Pouzita zvirata a aplikace

Potkani — outbredni samice Wistar (170 — 195 g). MySi — inbredni samci C57BL/6
(25 — 30 g) ve v€ku 8 az 12 tydnl. Pro navozeni nedostatku Zeleza nizkozeleznou dietou byla
pouzita mlada zvifata — samice potkani Wistar o hmotnosti 45 — 55 g a mysi samci C57BL/6
(14 — 17 g) ve v€ku 4 tydnil po odstaveni.

Zakroky vcetné i. p. injekci byly provadény v anestézii. Zvifata byla usmrcena dekapitaci
v anestézii halotanem. Experimenty byly schvileny etickou komisi 1. LF UK, protokol MSMT-
1461/2015-5.
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Nedostatek Zeleza byl navozen podavanim nizkozelezné diety (10 ppm zeleza)
v peletované formé Altromin C1038 (Altromin) byla poddvana po odstaveni po dobu tiech
(potkani) ¢i Ctyt tydnt (mysi).

Erytropoetin — epoetin beta (NeoRecormon, Roche) v davce 500 IU/ den potkanim a
50 IU/ den my$im intraperitonealnd (i. p.). Zelezo bylo podavano i. p. jako dextran Zeleza (Iron
dextran, Sigma-Aldrich). Davky dle typu pokusu byly: jednordzové velka davka (1000 mg/kg)
s ndslednym usmrcenim za 24 hodin; v dal$im typu pokusu byly aplikovany jednordzové rtizné
davky (200, 350, 700 mg/kg a 50, 100, 150 mg/kg), zvitata byla usmrcena za tyden.

V pokusech kombinujicich podavani Zeleza a EPO potkaniim bylo nejprve podano Zelezo
vprvni davce 100 mg/kg dva tydny a poté v davce 50 mg/kg jeden tyden pied podanim
erytropoetinu; EPO byl aplikovan ve ¢tyfech davkach po 600 IU/ potkan ve ¢tyfech nasledujicich

dnech s analyzou 24 hodin po posledni davce.

3.5 Metodiky

stanoveni hematologickych parametr

- stanoveni koncentrace nehemového Zeleza v tkanich (jatrech)
- stanoveni koncentrace zeleza v plazmé

- izolace RNA

- meéfeni koncentrace RNA

- reverzni transkripce

- real-time PCR

- imunobloty (Western bloty)

3.6 Statistické hodnoceni

K statistickému hodnoceni byl pouzit program GraphPad Prism 4, popt. Microsoft Excel
pro jednoduché testy. K analyze hematologickych parametrii mezi dvéma skupinami hodnot byl
pouzit Studentv t-test. K vysledkim RT-PCR byly pouZity neparametrické testy — Mann-
Whitneytiv test pfi srovnani dvou hodnot (skupin) a ANOVA test s naslednym Newman-
Keulsovym testem pii hodnoceni vice hodnot (skupin), a to i v pfipadé¢ hodnoceni denzity
imunoblotd. Vysledky jsou uvedeny jako primér + smérodatnd odchylka (SD). Vysledky vSech
testll byly povazovany za statistické vyznamné, pokud byla hladina pravdépodobnosti mensi nez

p <0,05.
-11 -



4. VYSLEDKY

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

4.1.1 Vliv podani EPO na expresi Hamp a Tmprss6 (TMPRSS6) v jdtrech

Exprese Hamp a Tmprss6 byla métena v jatrech na trovni mRNA pomoci real-time PCR,
TMPRSS6 byla méfend i na Urovni proteini pomoci imunobloti v jaternim homegenatu
obohaceném o frakce plazmatickych membran. Po podani EPO vysledky prokazaly pokles
exprese Hamp u mysi 1 potkanli na irovni mRNA (obr. 1A), mnoZstvi mRNA pro Tmprss6
nebylo ovlivnéno (obr. 1B), ale byl prokazan statisticky vyznamny vzestup TMPRSS6 na Grovni
proteinu (obr. 2A,B), ktery byl vyraznéjsi u potkand. Jednorazové podani EPO (500 IU/ potkan)
24 hodin pfed usmrcenim vSak mnoZstvi proteinu TMPRSS6 (obr. 2C) neovlivnilo, ackoliv
exprese Hamp byla signifikantné snizena (obr. 2C). V mySich a potkanich vzorcich jaternich
homogenatii byl pozorovan specificky prouzek proteinu TMPRSS6 na 120 kDa. Vzorky
potkanich jaternich homogenatli vykazovaly kromé specifického prouzku 120 kDa pomérné silny
prouzek proteinu TMPRSS6 na trovni 100 kDa (obr. 2A). Vzhledem k tomu, Ze tento prouzek

nereagoval na podani EPO a nebyl pozorovan u mysich modeli, povazujeme je za nespecificky.
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O
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potkani mysi

Tmprss6 mRNA
Tmprss6 mRNA

Obr. 1 Vliv  podani erytropoetinu (50 U/ mys, 500 IU/  potkan  po dobu
4 naslednych dnl) na expresi Hamp (A) a Tmprss6 (B) v jatrech mysi a potkand na urovni mRNA. C — kontroly;
E — podani EPO. Vyjadfeno jako relativni exprese k Actb.

*) statisticky signifikantni rozdil proti kontrolam (p < 0,05; n = 4 potkani, 5 mysi)
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Obr. 2 Vliv podani erytropoetinu na mnozstvi proteinu TMPRSS6 v jatrech mysi a potkanil, stanovené
imunoblotem. A, B — opakované podani EPO 50 IU/ mys, 500 IU/ potkan po dobu 4 nasledujicich dnti, imunoblot
(A) a denzitometrie (B). C — jednordzové podani EPO (500 IU/ potkan) se stanovenim po 24 hodinach. C — kontroly,
E — erytropoetin.

Sipka (A) ozna¢uje specificky prouzek proteinu TMPRSS6. Konec $ipky (A) nespecificky prouzek proteinu
TMPRSS6. Jako kontrola nandseni 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)
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4.1.2 Vliv nedostatku zeleza na expresi Hamp a Tmprss6 (TMPRSS6) v jatrech

Nizkozelezna dieta snizila expresi

Hamp (obr. 3A), zatimco nezménila signifikantné

expresi Tmprss6 na urovni mRNA (obr. 3B). Pfi stanoveni proteinu TMPRSS6 byl pozorovan

statisticky vyznamny vzestup (obr. 4) ve srovnani s kontrolni skupinou. U potkanii byl tento

vzestup vyraznéj$i. V mySich a potkanich vzorcich jaternich homogenati byl pozorovan

specificky prouzek proteinu TMPRSS6 na trovni 120 kDa. Vzorky potkanich jaternich

homogenatii vykazovaly kromé specifického prouzku proteinu TMPRSS6 na 120 kDa pomérné

silny prouzek na trovni 100 kDa (obr. 4A). Vzhledem k tomu, Ze tento prouzek nereagoval na

nedostatek zeleza a nebyl pozorovan u mysSich modeld, povazujeme je za nespecificky.
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Obr. 3 Vliv nizkozelezné diety na expresi Hamp (A) a Tmprss6 (B) v jatrech mysi a potkant na urovni mRNA.

C —kontroly, ID —nizkozelezna dieta. Vyjadfeno jako relativni exprese k Actb.

*) statisticky signifikantni rozdil proti kontroldam (p < 0,05; n = 6 potkant, 4 mysi)
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Obr. 4 Vliv nizkozelezné diety na mnozstvi proteinu TMPRSS6 v jatrech mysi a potkant, 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 nanasSeni

byl

pouzit protein ATP1A.

*) statisticky signifikantni rozdil proti kontroldm (p < 0,05; n = 4)
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4.1.3 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 pied usmrcenim
statisticky vyznamné zvysilo expresi Hamp, Bmp6 na urovni mRNA, nikoliv vSak Tmprss6
(obr. 5 A-C). Mnozstvi proteinu TMPRSS6 vsak bylo pii vSech téchto davkach signifikantné
snizeno, pricemz mezi jednotlivymi davkami nebyl zaddny rozdil. Mnozstvi proteinu HIJV se
nezménilo (obr. 6A). Vzorky mySich jaternich homogenatii vykazovaly kromé specifického
prouzku proteinu TMPRSS6 na trovni 120 kDa pomérné silny nespecificky prouzek na urovni
75 kDa (obr. 6A).

Déle byla podana jednorazové vysoka davka zeleza 1000 mg/kg 24 hodin pied analyzou.
Na urovni mRNA statisticky vyznamné stoupla pouze exprese Hamp (obr. 5D). Naopak exprese
Bmp6 byla signifikantné snizena (obr. SE). Exprese Tmprss6 byla podobné jako v pfedchozim

uspofadani nezménéna na trovni mRNA (obr. 5F), ale sniZena na irovni proteinu (obr. 6B).
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Obr. 5 Efekt podani Zeleza na expresi Hamp, Bmp6 a Tmprss6 v jatrech u mysi na trovni mRNA. C — kontroly; 200,
350, 750 — davky zeleza (mg/kg), podani tyden pied analyzou; 1000 — davka zeleza (mg/kg), analyza po 24 h.
Vyjadieno jako relativni exprese k Actb.

*) statisticky signifikantni rozdil proti kontrolam (p < 0,05; n = 4)
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Obr. 6 (A) Vliv podavani zeleza (200, 350 a 750 mg/kg) na mnozstvi proteinu TMPRSS6 a HJV v jatrech u mysi,
stanoveny imunoblotem a vyjadieny denzitometrii. C — kontroly; Fe,200,350,750 — davky Zeleza. Sipka (A) oznaluje
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 mysi, stanoveny imunoblotem. Jako
kontrola nanaseni byl pouzit protein ATP1A.

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

4.2 Vliv erytropoetinu na expresi erytroferronu a matriptazy-2 u potkanu

4.2.1 Exprese vybranych genu regulacni drahy BMP/ SMAD

Podani EPO snizuje expresi Hamp v jatrech, ale pfedchozi podani Zeleza tomuto poklesu

zabranuje

Mnozstvi Hamp bylo statisticky vyznamné snizeno ve skupiné, kterd dostavala samotny
EPO. Nicméné ve skupiné, kterd dostdvala kombinaci obou latek — Zelezo a EPO, mnozstvi
Hamp nebylo signifikantné snizeno. Rozdil mezi kontrolni skupinou a skupinou, kterd dostavala
samotné Zelezo, nedosdhl statistické vyznamnosti. Byl v8ak statisticky vyznamny rozdil mezi
touto skupinou a skupinou, kterd dostavala kombinaci obou latek (obr. 5).
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Obr. 5 Zmény exprese Hamp po aplikaci EPO (E), jeho kombinaci s Zelezem (FeE) a samotného Zeleza (Fe) ve
srovnani s kontrolami (C). Vyjadieno jako pramér £ SD pro ACT (rozdil CT pro referencni gen Actb a CT cilového

genu).

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

Podani EPO snizuje expresi Smad7 a Idl vjatrech na trovni mRNA i mnozstvi proteinu

pPSMADs, ale neméni expresi Bmp6 a mnozstvi proteinu HIV

Exprese cilovych genl regulacni drahy BMP/SMAD Smad7 a Idl statisticky vyznamné
klesla ve skuping, ktera dostavala samotny EPO, a v ptipadé Smad7 po podani EPO v kombinaci
se zelezem. U této skupiny byla vyznamné sniZena exprese obou genti Smad7 a Id1 ve srovnani
se skupinou, ktera dostavala samotné Zelezo (obr. 6A,C). Exprese Bmp6 vsak nebyla statisticky
zménéna v zadné skupiné (obr. 12B). Mnozstvi fosforylovanych SMAD 1,5,8 bylo stanoveno na
urovni proteinll v jaternim homogenatu. U skupiny potkant, ktera dostavala samotny EPO a jeho
kombinaci s Zelezem, doSlo k statisticky vyznamnému poklesu pSMAD 1,5,8 ve srovnani jak
s kontrolni, tak i se skupinou, ktera dostavala samotné zelezo (obr. 6D), coz korespondovalo

s vysledky RT-PCR. MnoZstvi proteinu HI'V se nezménilo (obr. 6E).
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Obr. 6 Zmény exprese Smad7 (A), Bmp6 (B), Id1 (C) a mnozstvi proteinu pPSMAD 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 prameér
+ SD pro ACT (rozdil CT pro referenc¢ni gen Acth a CT cilového genu). Jako kontrola nanaSeni byl pouzit protein
GAPDH.

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

4.2.2 Exprese a mnozstvi proteinii regulacnich genii pro erytroferron a matriptazu-2

Podavani EPO zvySuje expresi Fam132b na trovni 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. 7).
Na imunoblotech nebyly zjistény zadné prouzky, odpovidajici proteinu ERFE ani v

kontrolni skuping, ani ve skuping, kterd dostavala Zelezo; prouzky proteinu ERFE byly pfitomny
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jen ve skupinach, které dostavaly EPO, a to bud’ samotné, nebo v kombinaci se zelezem. Tyto
vysledky korespondovaly s ndlezem genové exprese pomoci RT-PCR. ERFE byl imunobloty
stanoven ve sleziné jak v homogenatu, tak na tirovni mikrosomu. Detekce proteinovych prouzki,

odpovidajicich ERFE, byla zietelnéjs$i na trovni mikrosomu.
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Obr. 7 Zmény exprese Fam32b na urovni 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) oznacuje
specificky prouzek proteinu ERFE. 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 =4)

Podani EPO neméni expresi Tmprss6 na urovni mRNA. ale zvys$i mnozstvi proteinu TMPRSS6,

pri¢emz ptidani Zeleza toto zvyseni potlacuje

Exprese Tmprss6 v jatrech nebyla na tirovni mRNA ovlivnéna podanim EPO, Zeleza ani
jejich kombinaci (obr. 8A). 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. 8B).
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Obr. 8 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 vyjadfeny jako prumér = 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 zZeleza v organismu je dilezity proces, ktery umoziuje ziskavat a
distribuovat pfiméfené mnozstvi Zeleza a zaroven chranit organismus pifed jeho toxicitou.
Kli¢ovym regulatorem je hepcidin, peptid tvofeny v jatrech, ktery inhibuje vystup zeleza z bungk,
snizuje vstiebavani zeleza ve stievé i jeho recyklaci v makrofazich (Nicolas et al., 2001). Expresi
hepcidinu ovliviiuji nadbytek ¢i nedostatek zeleza, zanét a erytropoéza. Jejich prostfednictvim a
vzajemnou interakci jejich signalnich drah jsou exprese hepcidinu a nasledné metabolismus
Zeleza ovlivnény mnoha fyziologickymi 1 patologickymi faktory (Muckenthaler et al. 2017).

V piedlozené praci jsem se zabyvala studiem erytroidni regulaéni drahy, zejména novych
regulatorti exprese hepcidinu — matriptdzy-2 a erytroferronu — a jejich propojenim s dal§imi
regula¢nimi drahami, zejm. drahou BMP/ SMAD, ktera tvoii centralni regulacni drdhu zvysujici
transkripci hepcidinu Zelezem. Erytropoéza vyrazné snizuje expresi hepcidinu, mechanismy této
regulace nejsou jednoznacné probadany, z naSich pokust i z pokust dalSich skupin vyplyva
(Vokurka et al., 2006; Pak et al., 2006), Ze nejde o ptimy ucinek erytropoetinu (EPO).

Matriptaza-2 (MT-2) je transmembranova serinova proteaza typu II kodovand u lidi
genem TMPRSS6 (u mysi Tmrpss6) a exprimovand v jatrech prevazné v hepatocytech (Finberg
et al., 2008). Svou proteolytickou aktivitou piedstavuje vyrazny negativni reguldtor exprese
hepcidinu, coz by z ni mohlo tvofit klicové misto, na kterém by se regulace pomoci jednotlivych
drah vcetné erytroidni mohly setkdvat. Erytroferron (ERFE) je solubilni negativni regulator
hepcidinu koédovany genem Faml32b (Kautz et al., 2014b) a produkovany erytroblasty. Mysi
ERFE-/-, podobn¢ jako mysi s deficitem MT-2, nejsou schopny snizit expresi hepcidinu po
erytroidni stimulaci.

Dostupnost spolehlivé metody pro stanoveni MT-2 a validace protilatky proti ERFE ndm
umoznily studovat, jak se MT-2 zapojuje do hierarchie regulace hepcidinu a jaké je mozné
vzajemného propojeni a role MT-2 a ERFE v erytroidni regulaci pti sou¢asném pusobeni Zeleza a
EPO. Jde o dva stimuly s opacnym t¢inkem na expresi hepcidinu, proto je zasadni otazkou, ktery
regulator je siln€js$i. V experimentech na mysSich v nasi laboratofi bylo prokdzano, Ze pfedchozi
podani velkych davek Zeleza je schopno zablokovat silny pokles hepcidinu po podani EPO (Krijt
etal., 2010b).

V naSich experimentech jsme podévali experimentalnim zvifatim (myS$im a potkaniim)
zelezo, erytropoetin, jejich kombinaci a nizkoZeleznou dietu. Studovali jsme expresi hepcidinu,
MT-2 a ERFE a dalsi regula¢nich molekul (BMP6, HIV) pomoci real-time PCR a imunobloti.
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Podani EPO, Zeleza ani nizkozelezné diety nezménilo v naSich experimentech expresi
MT-2 na trovni mRNA, a to ani u mysi, ani u potkana, ale pozorovali jsme zmény MT-2 na
urovni proteinu. Po nizkozelezné dieté a podani EPO doslo k zvySeni proteinu. Podéni vysokych
davek zeleza naopak mnozstvi MT-2 snizilo. Pfedpokladame proto, ze EPO neovliviluje expresi
MT-2 na transkripéni trovni, ale Ze tato regulace se d¢je az na urovni posttranskrip¢ni.

V dalsich pokusech jsme se pokusili potvrdit, zdali i u potkand piedchozi podani Zeleza
rovnéz zabrani poklesu exprese hepcidinu a zejména to, jak tato kombinace ovlivni expresi MT-2
a ERFE, a co z toho vyplyva pro regulaci hepcidinu. Podani EPO v naSich experimentech zvysilo
expresi ERFE, podani zeleza ji vSak neovlivnilo, a to ani samostatné, ani v kombinaci s EPO. Na
druhou stranu predchozi podani Zeleza zablokovalo vyrazny pokles exprese hepcidinu po podani
EPO, 1 kdyZ tato exprese je signifikantné niZ8i neZ pti podani samotné¢ho Zeleza, které expresi
zvysuje. To znamend, Ze aCkoliv v naSem uspotadani piedchozi podani zeleza utlumi vyrazny
pokles exprese hepcidinu, piesto erytroidni stimulace dokaze ¢aste¢né expresi hepcidinu ovlivnit.
Dé se ptfedpokladat, ze zelezo néjakym zptsobem interferuje nikoliv ptimo s produkci ERFE,
nybrzZ s jeho signalizaci ¢i dal§imi zapojenymi mechanismy.

Podani EPO nedokaze rychle snizit expresi hepcidinu u ERFE -/- mysi, protoze chybi
prvotni stimul (,,upstream* faktor) této regulace, erytroferron. Dalsim faktorem, ktery zabranuje
poklesu hepcidinu po EPO, je chybéni matripazy-2 (Nicolas et al., 2011); podobnou roli pak
hraje MT-2 v ptipadé, Ze bylo predem podano vysoké mnozstvi zeleza, které zabranilo jejimu
vzestupu. Nicmén¢ u jednorazového podani EPO hepcidin v nasSich experimentech klesl 1 bez
zvySeni MT-2 a beze zmény obsahu Zeleza v jatrech. To by nasvédcovalo tomu, ze MT-2 muze
mit roli v dlouhodob¢jsi erytroidni regulaci hepcidinu a mize byt mistem ¢i jednim z mist, kde se
erytroidni i1 zdsobni regulacni systém setkéavaji.

Pokud je pted stimulaci erytropoézy EPO podéano velké mnoZstvi Zeleza, produkce ERFE
zUstava zvysSena a produkty stimulace drahy BMP/ SMAD jsou rovnéz sniZeny, takze jedinym
rozdilem, ktery by vysvétloval, Ze exprese hepcidinu neni v této situaci tak vyrazné snizena, je
MT-2, jejiz mnozstvi se na rozdil od samotného podani EPO nezvySuje. Velké mnoZstvi Zeleza
pravdépodobné brani nezndmym zplsobem zvysSeni MT-2 vyvolané poddnim samotného EPO a
hepcidin neni proto suprimovan.

Pfi stimulované (stresové) erytropoéze poddnim EPO se vyrazné stimuluje ERFE, ale
zarovenl se méni metabolismus Zeleza, coz je patrné na mnoZzstvi Zeleza v jatrech i na ovlivnéni
klicové drahy BMP/ SMAD, ktera je v tomto ptipadé rovnéz inhibovana. Mechanismus plsobeni
ERFE je dan zdsahem do drahy BMP/ SMAD. ERFE vazZe solubilni cytokiny BMP5, BMP6 a
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BMP7, ¢imz zabranuje aktivaci klasické stimulacni drahy pro expresi hepcidinu (Arezes et al.,
2018). Nicméné neni schopen vazat BMP2, ktery rovnéz stimuluje expresi hepcidinu, coz by
mohlo vysvétlovat, Ze ERFE neni schopen hepcidin zcela potlacit. Také je patrné, Ze hepcidin po
delsi stimulaci muze klesat i bez ptitomnosti ERFE (Coffey et al., 2018) a naopak pfti kratké
stimulaci bez zvySeni MT-2. Je tedy patrné, Ze regulace se ¢astecné muze liSit pii kratkodobé a
krvaceni) muze davat smysl. Vliv akutnich zmén metabolismu Zeleza a saturace transferinu jsme
predpokladali i v naSich starSich pracich (Vokurka et al., 2006).

Otazka hierarchie regulac¢nich faktorti hepcidinu a zejména jejich vzajemného propojen,
neni dosud jednozna¢né vyteSena. Kromé genoveé upravenych zvitat je jednou z metod vyzkumu
pecliva patofyziologicka analyza jednotlivych podnétii, jejich kvantita, ¢asové usporddani a
dynamika vysledkid na molekularni (mRNA ¢&i proteinové) Urovni i na Urovni fenotypické
(mnozstvi hemoglobinu, aktivace kostni dfené, mnozstvi zdsobniho 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 i vyzkum nejen v nasi laboratofi.
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6. ZAVERY

e Matriptdza-2 reaguje na zelezo a na erytropoetin na Grovni proteinu, nikoliv na Grovni

mRNA.
e Efekt na matriptdzu-2 je vyraznéjsi u potkand nez u mysi.
e Podani vysoké davky Zeleza u potkant pied erytroidni stimulaci podanim erytropoetinu

- zabranuje, stejné jako u mysi, dramatickému poklesu exprese hepcidinu; nicméné 1 pies
toto pretizeni zelezem je erytroidni stimulace schopna aspon ¢astecného sniZzeni 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 Matriptdza-2 je zfejmé& zapojena do erytroidni regulace hepcidinu, ale zaroven miize byt
mistem, kde je erytroidni efekt na pokles exprese hepcidinu vyrazné (ale nikoliv
kompletné€) blokovan piredchozim pietizenim Zelezem.

e Matriptaza-2 pusobi ziejm¢ Stépenim a inaktivaci vice molekul signdlni drahy
BMP/SMAD na snizeni exprese hepcidinu.

e Erytroidni regulace hepcidinu je zfejmé vyrazné ovlivnéna 1 Casovym pribéhem déja, tj.
akutnosti ¢i dlouhodobosti zmén v erytropoéze vcetné dalSich navazujicich zmén

v metabolismu Zeleza a s dalSimi faktory jako je zanét ¢i hypoxie.

-20 -



10.
11.

12.

POUZITA LITERATURA

AREZES J, FOY N, MCHUGH K, SAWANT A, QUINKERT D, TERRAUBE V,
BRINTH A, TAM M, LAVALLIE ER, TAYLOR S, ARMITAGE AE, PASRICHA SR,
CUNNINGHAM O, LAMBERT M, DRAPER SJ, JASUJA R, DRAKESMITH H:
Erythroferrone inhibits the induction of hepcidin by BMP6. Blood. 132: 1473-1477,2018.
ARTUSO I, PETTINATO M, NAI A, PAGANI A, SARDO U, BILLORE B,
LIDONNICI MR, BENNETT C, MANDELLI G, PASRICHA SR, FERRARI G,
CAMASCHELLA C, KAUTZ L, SILVESTRI L: Transient decrease of serum iron after
acute erythropoietin treatment contributes to hepcidin inhibition by ERFE in mice.
Haematologica. 104: e87-€90, 2019.

. BABITT JL, HUANG FW, WRIGHTING DM, XIA Y, SIDIS Y, SAMAD TA,

CAMPAGNA JA, CHUNG RT, SCHNEYER AL, WOOLF CJ, ANDREWS NC, LIN
HY': Bone morphogenetic protein signaling by hemojuvelin regulates hepcidin expression.
Nat Genet. 38: 531-539, 2006.

BRIDLE KR, FRAZER DM, WILKINS SJ, DIXON JL, PURDIE DM, CRAWFORD
DH, SUBRAMANIAM VN, POWELL LW, ANDERSON GJ, RAMM GA: Disrupted
hepcidin regulation in HFE-associated haemochromatosis and the liver as a regulator of
body iron homoeostasis. Lancet. 361: 669-673, 2003.

BRISSOT P, CAVEY T, ROPERT M, GUGGENBUHL P, LOREAL O: Genetic
hemochromatosis: Pathophysiology, diagnostic and therapeutic management. Presse Med.
46: €288-e295,2017.

COFFEY R, SARDO U, KAUTZ L, GABAYAN V, NEMETH E, GANZ T:
Erythroferrone is not required for the glucoregulatory and hematologic effects of chronic
erythropoietin treatment in mice. Physiol Rep. 6: €13890, 2018.

DU X, SHE E, GELBART T, TRUKSA J, LEE P, XIA Y, KHOVANANTH K, MUDD
S, MANN N, MORESCO EM, BEUTLER E, BEUTLER B: The serine protease
TMPRSS6 is required to sense iron deficiency. Science. 320: 1088-1092, 2008.

FEDER JN, GNIRKE A, THOMAS W, TSUCHIHASHI Z, RUDDY DA, BASAVA A,
DORMISHIAN F, DOMINGO R, JR., ELLIS MC, FULLAN A, HINTON LM, JONES
NL, KIMMEL BE, KRONMAL GS, LAUER P, LEE VK, LOEB DB, MAPA FA,
MCCLELLAND E, MEYER NC, MINTIER GA, MOELLER N, MOORE T,
MORIKANG E, PRASS CE, QUINTANA L, STARNES SM, SCHATZMAN RC,
BRUNKE KJ, DRAYNA DT, RISCH NJ, BACON BR, WOLFF RK: A novel MHC
class I-like gene is mutated in patients with hereditary haemochromatosis. Nat Genet. 13:
399-408, 1996.

FINBERG KE, HEENEY MM, CAMPAGNA DR, AYDINOK Y, PEARSON HA,
HARTMAN KR, MAYO MM, SAMUEL SM, STROUSE JJ, MARKIANOS K,
ANDREWS NC, FLEMING MD: Mutations in TMPRSS6 cause iron-refractory iron
deficiency anemia (IRIDA). Nat Genet. 40: 569-571, 2008.

FINCH C: Regulators of iron balance in humans. Blood. 84: 1697-1702, 1994.
FOLGUERAS AR, DE LARA FM, PENDAS AM, GARABAYA C, RODRIGUEZ F,
ASTUDILLO A, BERNAL T, CABANILLAS R, LOPEZ-OTIN C, VELASCO G:
Membrane-bound serine protease matriptase-2 (Tmprss6) is an essential regulator of iron
homeostasis. Blood. 112: 2539-2545, 2008.

HEENEY MM, FINBERG KE: Iron-refractory iron deficiency anemia (IRIDA). Hematol
Oncol Clin North Am. 28: 637-652, v, 2014.

-30 -



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

KAUTZ L, JUNG G, VALORE EV, RIVELLA S, NEMETH E, GANZ T: Identification
of erythroferrone as an erythroid regulator of iron metabolism. Nat Genet. 46: 678-684,
2014b.

KAUTZ L, MEYNARD D, MONNIER A, DARNAUD V, BOUVET R, WANG RH,
DENG C, VAULONT S, MOSSER J, COPPIN H, ROTH MP: Iron regulates
phosphorylation of Smad1/5/8 and gene expression of Bmp6, Smad7, Id1, and Atoh8 in
the mouse liver. Blood. 112: 1503-1509, 2008.

KIM A, NEMETH E: New insights into iron regulation and erythropoiesis. Curr Opin
Hematol. 22: 199-205, 2015.

KRUT J, JONASOVA A, NEUWIRTOVA R, NECAS E: Effect of erythropoietin on
hepcidin expression in hemojuvelin-mutant mice. Blood Cells Mol Dis. 44: 257-261,
2010b.

LENOX LE, SHI L, HEGDE S, PAULSON RF: Extramedullary erythropoiesis in the
adult liver requires BMP-4/Smad5-dependent signaling. Exp Hematol. 37: 549-558, 2009.
MIY AKE T, KUNG CK, GOLDWASSER E: Purification of human erythropoietin. J Biol
Chem. 252: 5558-5564, 1977.

MUCKENTHALER MU, RIVELLA S, HENTZE MW, GALY B: A Red Carpet for Iron
Metabolism. Cell. 168: 344-361, 2017.

NEMETH E, GANZ T: Anemia of inflammation. Hematol Oncol Clin North Am. 28:
671-681, vi, 2014.

NEMETH E, RIVERA S, GABAYAN V, KELLER C, TAUDORF S, PEDERSEN BK,
GANZ T: IL-6 mediates hypoferremia of inflammation by inducing the synthesis of the
iron regulatory hormone hepcidin. J Clin Invest. 113: 1271-1276, 2004a.

NEMETH E, VALORE EV, TERRITO M, SCHILLER G, LICHTENSTEIN A, GANZ
T: Hepcidin, a putative mediator of anemia of inflammation, is a type II acute-phase
protein. Blood. 101: 2461-2463, 2003.

NICOLAS G, BENNOUN M, DEVAUX [, BEAUMONT C, GRANDCHAMP B, KAHN
A, VAULONT S: Lack of hepcidin gene expression and severe tissue iron overload in
upstream stimulatory factor 2 (USF2) knockout mice. Proc Natl Acad Sci U S A. 98:
8780-8785, 2001.

NICOLAS G, BENNOUN M, PORTEU A, MATIVET S, BEAUMONT C,
GRANDCHAMP B, SIRITO M, SAWADOGO M, KAHN A, VAULONT S: Severe iron
deficiency anemia in transgenic mice expressing liver hepcidin. Proc Natl Acad Sci U S
A.99:4596-4601, 2002a.

NICOLAS G, CHAUVET C, VIATTE L, DANAN JL, BIGARD X, DEVAUX |1,
BEAUMONT C, KAHN A, VAULONT S: The gene encoding the iron regulatory peptide
hepcidin is regulated by anemia, hypoxia, and inflammation. J Clin Invest. 110: 1037-
1044, 2002b.

NICOLAS G, VIATTE L, BENNOUN M, BEAUMONT C, KAHN A, VAULONT S:
Hepcidin, a new iron regulatory peptide. Blood Cells Mol Dis. 29: 327-335,2002c.
NICOLAS G, DESCHEMIN JC, RAMSAY AJ, MAYEUX P, GRANDCHAMP B,
BEAUMONT C, VELASCO G, VAULONT S: Is EPO therapy able to correct iron
deficiency anaemia caused by matriptase-2 deficiency? Br J Haematol. 152: 498-500,
2011.

NIEDERAU C, FISCHER R, PURSCHEL A, STREMMEL W, HAUSSINGER D,
STROHMEYER G: Long-term survival in patients with hereditary hemochromatosis.
Gastroenterology. 110: 1107-1119, 1996.

PAK M, LOPEZ MA, GABAYAN V, GANZ T, RIVERA S: Suppression of hepcidin
during anemia requires erythropoietic activity. Blood. 108: 3730-3735, 2006.

231 -



30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

PIGEON C, ILYIN G, COURSELAUD B, LEROYER P, TURLIN B, BRISSOT P,
LOREAL O: A new mouse liver-specific gene, encoding a protein homologous to human
antimicrobial peptide hepcidin, is overexpressed during iron overload. J Biol Chem. 276:
7811-7819, 2001.

RAVASI G, PELUCCHI S, BUOLI COMANI G, GRENI F, MARIANI R, PELLONI I,
BOMBELLI S, PEREGO R, BARISANI D, PIPERNO A: Hepcidin regulation in a mouse
model of acute hypoxia. Eur J Haematol. 100: 636-643, 2018.

RISHI G, SUBRAMANIAM VN: The relationship between systemic iron homeostasis
and erythropoiesis. Biosci Rep. 37, 2017.

SELDIN MM, PETERSON JM, BYERLY MS, WEI Z, WONG GW: Myonectin
(CTRP15), a novel myokine that links skeletal muscle to systemic lipid homeostasis. J
Biol Chem. 287: 11968-11980, 2012.

VOKURKA M, KRIT J, SULC K, NECAS E: Hepcidin mRNA levels in mouse liver
respond to inhibition of erythropoiesis. Physiol Res. 55: 667-674, 2006.

VOKURKA M, LACINOVA Z, KREMEN J, KOPECKY P, BLAHA J, PELINKOVA K,
HALUZIK M, NECAS E: Hepcidin expression in adipose tissue increases during cardiac
surgery. Physiol Res. 59: 393-400, 2010.

WANG RH, LI C, XU X, ZHENG Y, XIAO C, ZERFAS P, COOPERMAN S,
ECKHAUS M, ROUAULT T, MISHRA L, DENG CX: A role of SMAD4 in iron
metabolism through the positive regulation of hepcidin expression. Cell Metab. 2: 399-
409, 2005.

WEISS G, GOODNOUGH LT: Anemia of chronic disease. N Engl J Med. 352: 1011-
1023, 2005.

WRIGHTING DM, ANDREWS NC: Interleukin-6 induces hepcidin expression through
STATS3. Blood. 108: 3204-3209, 2006.

-32 -



8. Seznam publikaci

1. publikace in extenso, které jsou podkladem disertace:

Frydlova J, Piikryl P, Truksa J, Falke LL, Du X, Gurieva I, Vokurka M, Krijt J: “Effect of
Erythropoietin, Iron Deficiency and Iron Overload on Liver Matriptase-2 (TMPRSS6) Protein
Content in Mice and Rats.” PLoS One. 2016 Feb 4; 11(2):e0148540. doi:
10.1371/journal.pone.0148540. eCollection 2016. IF = 2.806 (2016)

Gurieva I, Frydlova J, Rychtar¢ikova Z, Vokurka M, Truksa J, Krijt J: “Erythropoietin
administration increases splenic erythroferrone protein content and liver TMPRSS6 protein
content in rats.” Blood Cells Mol Dis. 2017 May; 64:1-7. doi: 10.1016/j.bcmd.2017.02.007.
Epub 2017. IF = 1.836 (2017)

2. publikace in extenso bez vztahu k tématu disertace:

Frydlova J, Rychtar¢ikova Z, Gurieva I, Vokurka M, Truksa J, Krijt J: “Effect of erythropoietin
administration on proteins participating in iron homeostasis in Tmprss6-mutated mask mice.”
PLoS One. 2017 Oct 26; 12(10):e0186844. doi:10.1371/journal.pone.0186844. eCollection 2017.
IF =2.766 (2017)

-33 -


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fr%C3%BDdlov%C3%A1%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26845567
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=P%C5%99ikryl%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26845567
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Truksa%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26845567
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Falke%20LL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26845567
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Du%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26845567
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gurieva%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26845567
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vokurka%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26845567
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Krijt%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26845567
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26845567
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gurieva%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28282554
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fr%C3%BDdlov%C3%A1%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28282554
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rychtar%C4%8D%C3%ADkov%C3%A1%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28282554
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vokurka%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28282554
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Truksa%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28282554
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Krijt%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28282554
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28282554
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fr%C3%BDdlov%C3%A1%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29073189
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rychtar%C4%8D%C3%ADkov%C3%A1%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29073189
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gurieva%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29073189
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vokurka%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29073189
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Truksa%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29073189
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Krijt%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29073189
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29073189

