UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE
PRIRODOVEDECKA FAKULTA
KATEDRA BIOCHEMIE

DIPLOMOVA PRACE

Praha 2006 Kamila Balu§ikova

P¥{rodouidecké fakulta UK

KNIHOUNA CHEMIE

N

323326956




UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE
PRIRODOVEDECKA FAKULTA
KATEDRA BIOCHEMIE

Vliv dostupnosti sloucenin Zeleza na expresi molekul
zuCastnénych v transportu netransferinovych ionti Zeleza:

In vitro studie na lidskych bunéénych liniich
K562 a Caco-2.

Diplomova prace

Kamila BaluSikova

Skolitel: Doc. RNDr. Jan KoviaF, DrSc.

Oddé&leni bun&&né a molekularni biologie UCBO

3. 1ékarska fakulta, Univerzita Karlova

Praha 2006



Prohlaseni

Prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem tuto diplomovou praci vypracovala samostatné pod vedenim
Skolitele Doc. RNDr. Jana Kovire, DrSc. a MUDr. Markéty Cimburové, PhD.

a viechny pouzité prameny jsem Fadné citovala.

!
V Praze dne 3. 5. 2006 Koo o Ml o

Kamila Balusikova



Podékovani

Podé&kovani

Rida bych podékovala svému $koliteli Doc. RNDr. Janu Kovarovi, DrSc.
za moinost vypracovani této prace a odborné vedeni, MUDr. Markété Cimburové,
PhD. za v§estrannou pomoc, a to pfredev§im s metodickou ¢asti mé prace.

Dile bych chtéla podékovat Mgr. Pavliné Cejkové a daliim kolegiim z laboratoie,
kteri byli vzdy ochotni mi poradit a predat své zkusenosti.

M¢é diky patii nejenom Kolegim, ale celému oddéleni za vytvofeni velice
piratelského prostiedi a trpélivost, kterou se mnou pfi mé praci, a nejenom pfi ni,
méli.

V neposledni Fadé chci podékovat svym rodi¢um za podporu, kterou mi béhem

celého studia poskytovali.



Obsah

Obsah
Seznam zKrateK ..., 8
) B 01 SO 9
2. Literdrni prehled ... 12
2.1. Metabolizmus a transport ionti Zeleza v lidském organizmu a jeho
DURKACKH ... 12
2.1.1. Biologicky a biochemicky vyznam iontt Zeleza ........................................ 12
2.1.2. Absorpce iontu Zeleza ve StFeVE.........................occooiiiiiiiee 13
2.1.2.1. Regulace absorpce iontil Zeleza ze Streva .................ccoocieiieiiiiiiiiiceec 14
2.1.3. Transport iontll ZEleZa ........................ocoiiiiiiiiiioiieiec e 15
2.1.3.1. Transpor transferrinovych tiontd Zeleza ..., 15
2.1.3.2. Transport netransferrinovych iontd Zeleza.....................ccoocoviiiiiiiiiiiiii 16
2.1.4. Uskladiiovani iontu Zeleza v butikach............................................... 17
2.1.4.1. VOINE 10NY ZEIEZA ...........c.ooovviiiiiiiiiiec e 17
2.1.4.2. HEMOGIODIN...........oooiiiiiiiiiiiiee e 18
2.1.4.3. Fe-S bIlKOVINY ......oooiiiiiiiiiiii e 18
2244 FeITIMN .....oooiiiiiiiiiiie e 18
2.2.4.5 HEMOSIA@IIN ........ooiiiiiiiiiii e 19

2.2. Molekuly transportu netransferrinovych ionti Zeleza pres

plazmatickou membranu................................. 19
22 0. DMITL o e 19
222, DCYD ... e 20
223 Ferroportin 1 ... 20
22,4 HefeSHM ... 20
2.2.5, Ceruloplasmin ... 21
2.2.6. Uloha molekul transportu ionti Zeleza v jednotlivych typech bunék............... 21
2.2.6.1. Buné¢na linie Caco-2 jako model stfevnich enterocytti................ccccoeviiirnnnnn. 21
2.2.6.2. Buné¢na linie K562 jako model neenterocytarnich bunék .................................. 21
2.3. Regulace exprese molekul transportu iontti Zeleza........................... 21
2.4. Poruchy metabolizmu a transportu iontu Zeleza............................ 23



2.4.1. Deficit iontl Zeleza v OrganiSmu ............................cccooiiiiiiiiiiicic e 23
2.4.2, Pretizeni organismu ionty Zeleza................................cccooviiiiiiiiiiii 24
S.CIlprace. ..., 26
4. Material ametody ..., 27
4.1. Pouzity material a chemikalie ... 27
4.1 1. BunéCné linie..................oo.coiiiiiiii e 27
4.1.2. POUZIte SOMAY .............cc.oooiiiii i 27
4.1.3. POUZItE PriMerY .............ccoi i 27
4.1.4. POUZItE SOUPTAVY ...........ccooiiiiiiiiiiii i 28
4.1.5. Dalsi chemikalie a materidl ... 28
4.1.6. Tkanova voda, roztoky amedia.................................ooiiiiiiiiii 29
4.1.6.1. TKANOVA VOUA ..........oooiiiiiiiiiii e 29
4.1.6.2. ROZEOKY .....ooiiiiiiiiiie e 29
41063 . MEAIA ..ot 30
4.2. PoOuZité pristroje.. ..o, 32
3. MetOAY ... 33
4.3.1. Kultivace Bun@k....................c..oooiiiiiiiii e 33
4.3.1.1. Kultivace adherentnich bun€k......................cc.oooiiiiioi i 33
4.3.1.2. Kultivace suspenznich bun€k .........................ooocoiiiii e 34
4.3.1.3. Detekce MYKOPLaSIMY...........ccooiiiiiiiiiiiiiiii e 34
4.3.2. Experimentalni podminKy.................................. 35
4.3.2.1. POCHANT BUNEK ...t 35
4322 Vyseti BUNCK ..o 35
4.3.3. Izolace RINA ... e 36
4.3.4. Reverzni transkripce (RT) ... 37
4.3.5. ,Real-Time* PCR (PCR - polymerazova retézova reakce)............................. 37
B35 1. PCR.....oooiiiee oo 38
4352 JReal-Time“ PCR ............cooiiiiiiiiii e 38
S.VYSIedKy ... 44

5.1. Vliv deprivace ionti Zeleza na expresi molekul zi¢astnénych

v transportuiontii Zzeleza ... 44



Obsah

5.1.1. Vliv deprivace iontu Zeleza na expresi molekul ziacastnénych v transportu
iontii Zeleza u bunék lidské erytroleukemické linie KS62.............................. 44
5.1.2. Vliv deprivace iontu Zeleza na expresi molekul zi¢astnénych v transportu

iontu Zeleza u bunék lidské linie kolorektdlniho karcinomu Caco-2 .............. 47

5.2. Vliv vysokych hladin netransferinovych iontu Zeleza na expresi

molekul ziuc¢astnénych v transportu ionti Zeleza.............................. 55

5.2.1. Vliv vysokych hladin netransferinovych iontu Zeleza na expresi molekul
zucastnénych v transportu iontu Zeleza u bunék lidské erytroleukemické
limie KSO62 ... ... 55

5.2.2. Vliv vysokych hladin netransferinovych iontu Zeleza na expresi molekul
zicastnénych v transportu iontd Zeleza u bunék lidské linie kolorektalniho

Karcinomu Caco-2 ... 59

5.3. Vliv ethanolu na expresi molekul za¢astnénych v transportu iontu

5.3.1. Vliv ethanolu na expresi molekul ziac¢astnénych v transportu iontu Zeleza u

bunék lidské linie kolorektalniho karcinomu Caco-2...................................... 66
6. DaSKUS . oo, 71
6.1. Experimentalni model........................................... 71

6.2. Vliv deprivace iontii Zeleza na expresi molekul ucastnicich se

transportuionti Zeleza ... 72

6.2.1. Vliv deprivace iontu Zeleza na expresi molekul icastnicich se transportu
iontu Zeleza u bun@k KS562..........................ooooiiii 72

6.2.2. Vliv deprivace iontu Zeleza na expresi molekul @castnicich se transportu
iontu Zeleza u bun@k Caco-2....................ccooiiiiiiiii e, 73

6.3. Vliv vysokych hladin netransferinovych ionti Zeleza na expresi
molekul transportu ionti Zeleza......................................... 74

6.3.1. Vliv vysokych hladin netransferinovych iontu Zeleza na expresi molekul
transportu ionti Zeleza ubunék K562....................................................... 74

6.3.2. Vliv vysokych hladin netransferinovych iontu Zeleza na expresi molekul

transportu iontu Zeleza u bun€k Caco-2............................... 74



Obsah

6.4. Vliv ethanolu na expresi molekul tucastnicich se transportu iontu
ZRICZA ... 75

6.4.1. Vliv ethanolu na expresi molekul i¢astnicich se transportu iontu Zeleza u

DUNCK CaACO0-2 ... oo e e e 75
6.5. PoKracovani StUAIC ..o, 76
e AV .o, 77
8. Seznam pouzité literatury........................ 79



Seznam zkratek

Seznam zkratek
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Uvod

1. Uvod

Zelezo patii mezi mikroelementy neboli stopové prvky. V téle dospélého &lovéka je ho
pfitomno necelych 5 g jako sou€ast riznych sloucenin. Ionty Zeleza jsou nezbytné pro
vSechny buiiky naSeho organizmu. Jejich hlavni funkci je prenos kysliku (jako hemovy
kofaktor v hemoglobinu a myoglobinu) a enzymaticky transport elektroni diky schopnosti
prechazet z trojmocného stavu Fe’” na dvojmocny Fe**, a naopak (v cytochromech, jako
soucast ribonukleotid reduktasy a enzymu pracujicich s oxidovymi radikaly). Stejna
vlastnost je vSak pfi€inou i jejich toxicity. Ionty zeleza katalyzuji tzv. Fentonovu reakci,
b&hem které je H,O, pfeméfiovan na nebezpecny volny radikdl OH. Volné radikaly
vzniklé touto cestou poskozuji bunéné membrany, proteiny a DNA [1], [2].

Udrzovani rovnovahy iontd Zeleza je dulezité pro spravné fungovani organizmu.
V organizmu se nevyskytuji zadné regulani mechanizmy zaji§tujici vylucovani iontl
Zeleza jatry nebo ledvinami. Ionty Zeleza jsou vyluCovany pfedev§im krvacenim a
odlupovanim odumfelych epitelidlnich a koznich bunék. Proto je pfisné kontrolovana
absorpce iontu Zeleza. Pouze mala Cast iont Zeleza obsaZenych ve stravé je absorbovana.

Ionty Zeleza pfijimané z potravy nachazime v hemové a nehemové formé. Jejich
absorpce probiha pres apikalni povrch duodenalnich enterocytd odliSnymi mechanizmy.
Hemové ionty Zzeleza jsou absorbovany do enterocyti pomoci specifického hemového
receptoru. Nehemové ionty Zeleza se primarné vyskytuji v oxidované Fe’* form&, ktera
musi byt pfed transportem pfes epitelidlni membranu nejprve redukovana na Fe** formu.
Zde pusobici ferrireduktasa je v membrané vazany protein Dcytb (,,duodenal cytochrom
b-like®). Fe** je poté transportovan do bunék membranovym pienaselem oznalovanym
DMT1 (, divalent metal transporter 1), ktery dovede transportovat Fe** pouze z kyselého
prostfedi. Transport iontu Zeleza z butiky do krevniho fecisté zajiStuje ferroportin 1, coz je
opét transmembranovy protein nachazejici se v bazolateralni membrané€ enterocytu.
Zeleznaté ionty transportované ferroportinem 1 jsou nasledng zpétné oxidovany
membranovou  ferroxidasou  hefestinem  pfipadné plazmatickou ferroxidasou
ceruloplasminem. Zelezité ionty se nyni mohou navazat na plazmaticky transferin, ktery

zajiStuje jejich dalsi transport [3].
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Diky novym poznatkiim v mechanizmu vstfebavani a transportu iontli Zeleza mizeme
alespoii Eastetné poznat piiCiny poruch regulace hladiny iontli Zeleza v organizmu.

Nedostatek iontl Zeleza v organizmu miZe byt zplsoben zvySenymi ztratami,
nadmérnymi pozadavky organizmu nebo neadekvatnim mnoZstvim iontd ve stravé. Na
druhé strané pietiZeni organizmu ionty Zeleza nastava obvykle v didsledku genetické
poruchy a vede k chronickému zvy3eni absorpce iontl Zeleza zpotravy. Typickym
ptikladem genetické predispozice k pfetiZeni organizmu ionty Zeleza je onemocnéni zvané
hereditarni hemochromat6za, jez miiZze vést aZ k organové dysfunkci, jako je cirrhoza,
artritida, hypogonadizmus, diabetes mellitus a kardiomyopatie. ZvySené mnozstvi iontd
Zeleza v t€le mize byt také zpusobeno intenzivni terapii, obvykle velmi Castymi krevnimi
transfuzemi [2].

Pfedmétem naSeho zajmu je transportni mechanizmus nehemovych iontd Zeleza
zprostiedkovany  molekulami DMTI1, Dcytb, ferroportinem 1, hefestinem
a ceruloplasminem, ktery umoziluje pfijem iontd Zeleza z potravy aZ po jeho navazani na
cytoplazmaticky transferin.

Zaméfili jsme se na zminénych pét molekul ucastnicich se transportu
netransferinovych iontt Zeleza. Cilem bylo zjistit, jak pfi nefyziologickych hladinach iontt
zeleza v organizmu dochazi k regulaci jejich pfijmu témito proteiny, konkrétn€ na zaklade
zmény exprese té€chto proteini. V pfipad€, Ze se exprese téchto proteini vyrazné zméni
v zavislosti na dostupnosti iontli Zeleza v organizmu, nabizela by se moznost vyuziti t&chto
poznatki v diagnostice a terapii onemocnéni spojenych s poruchou metabolizmu iontd
zeleza.

Nas projekt byl proto zaméfen na sledovani vlivu dostupnosti ionti Zeleza na expresi
molekul zaCastnénych v transportu netransferinovych ionti Zeleza. Expresi jsme sledovali
na urovni mRNA pomoci metody ,Real-Time“ PCR (polymerazova fetézova reakce)
s reverzni transkripci v in vitro studii na lidskych buné€nych liniich K562 a Caco-2. K562
jsou burky lidské erytroleukemie. Jsou modelem neenterocytarnich bun€k a predstavuji
vyznamné utilizatory iontd zeleza. Caco-2 jsou buiiky lidského kolorektalniho karcinomu.
Predstavuji model enterocytarnich bunék s odliSnou apikalni a bazalni membranou.
Hladinu exprimované mRNA jsme ovliviiovali mnozstvim iontd Zeleza pfitomnych
v mediu, coz mélo alespoil CasteCné simulovat zvySeni i sniZeni hladiny téchto iontt

v organizmu pfi nemocech spojenych s poruchou jejich metabolizmu.
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2. Literarni prehled

2.1. Metabolizmus a transport ionti Zeleza v lidském organizmu a jeho

bunkach

2.1.1. Biologicky a biochemicky vyznam iontu Zeleza

Zelezo je biogenni prvek, ktery se v biologickych systémech nachazi ve dvou
stabilnich oxida&nich stavech, jako iont Zelezity (Fe**) a eleznaty(Fe®"). Jako nestabilni
meziprodukt v pribéhu nékterych reakci se také muze vyskytovat ve formé ¢tyfmocné
(Fe*") a Sestimocné (Fe®"). Z faktorti ovliviiujicich redoxni rovnovahu eleza ve vodném
pfitomnost ligandi se snahou vytvaret komplexy s dvojmocnymi ¢i trojmocnymi ionty
zeleza. Za fyziologickych podminek podléha dvojmocné Zelezo rychlé oxidaci a trojmocné
zelezo vytvafi nerozpustné, biologicky nedostupné hydroxidy. Rovnovazna koncentrace
volného trojmocného Zeleza je za té€chto podminek vlivem tvorby a polymerace téchto
hydroxidd extrémn& nizkd, co? znamena prakticky nepfitomnost volného Fe**
v biologickych systémech. Buiika nebo organizmus tak musi udrzovat ionty Zeleza
vrozpustné podob€ vytvafenim komplexd se specifickymi nizkomolekularnimi ¢&i
vysokomolekularnimi ligandy.

Pravdépodobné nejdilezitéjsi vlastnosti Zeleza jako biokatalyzatoru je jeho schopnost
existence ve dvou stabilnich oxidaCnich stavech, a tedy schopnost fungovat jako donor
nebo akceptor elektronu, tedy jako redoxni ¢inidlo. Redoxni sila je zavisla na typu ligandu,
se kterym je iont Yeleza v komplexu [4]. Zelezo se u&astni pfenosu kysliku (hemoglobin,
myoglobin), je aktivni soucasti bilkovin elektrontransportniho fetézce (Fe-S bilkoviny a
cytochromy), podili se na procesech oxidativni fosforylace (mitochondrialni akonitasa,
sukcindt dehydrogenasa), syntézy DNA (ribonukleotidreduktasa), katalyzy oxidaci
(oxidasy) a na druhé strané rozkladu kyslikovych derivatt (superoxid dismutasa). Podili se
rovnéz na fixaci dusiku a vodiku (nitrogenasy, hydroxylasy) a na mnoha dal$ich reakcich.

Stejné vlastnosti iontl Zeleza, které jsou pro organizmus vyhodné, mohou byt na druhé
stran€ zdrojem jeho poskozeni. Redoxni reakce iontd Zeleza se podili na tvorbé volnych

W, wew

vysoce reaktivnich toxickych radikald, z nichz nejtoxictéjsi je hydroxylovy radikal OH,

12
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ktery vznika reakci mezi superoxidovym aniontem a peroxidem vodiku, tzv. Fentonova
reakce:

20% +4Fe’" = 0, + 4Fe™”

2Fe’" + H,0, = 2Fe** + OH + OH'

0" + H,0, = 0, + OH + OH'

Tuto reakci ionty zeleza mnohonasobné urychluji jako katalyzator. Hydroxylovy radikal
muze zpusobovat peroxidaci lipidd s naslednym poskozenim bunéénych membran a
rovnéz poskozeni DNA. Peroxidace lipidd volnymi radikaly je povaZovana za hlavni

pfi¢inu poskozeni organizmu pfi pfetiZeni ionty zeleza [5], [6].

2.1.2. Absorpce iontu Zeleza ve stievé

Pro ziskavani nerozpustnych forem Zeleza z prostfedi vyvinuly organizmy rdzné
mechanizmy, jejichZz podstata vzdy spoiva v né€kterém ze tfi fyzikalné-chemickych
pfistupti nebo v jejich kombinaci. Jde o okyseleni prostiedi, redukci iontd Zeleza a tvorbu
specifickych ligandl s velmi vysokou afinitou pro ionty Zeleza a receptort ¢i transportéru
pro jejich komplexy s ionty Zeleza [7].

Savci ziskavaji ionty Zeleza vstfebavanim z potravy pies stfevni enterocyty. Existuji
dva hlavni molekularni mechanizmy vstfebavani iontu Zeleza ze stfeva. Jedna se o
vstfebavani ve formé anorganickych slou¢enin nebo hemu. Absorpci netransferinovych
iontd Zeleza do enterocytt pfedchazi jejich redukce z Zelezitych na ionty Zeleznaté. Tuto
redukci zajistuje membranova ferrireduktasa Dcytb (,,duodenal cytochrome b-like) [8].
Jakmile jsou Zelezité ionty zredukovany na Zeleznaté, jsou transportovany do bunék
pomoci transportni molekuly DMT1 (,,divalent metal transporter 1), dfive NRAMP2 nebo
DCT1 [9], [10]. Redukce iontil Zeleza muZe probihat soucasné s translokaci. Na rozdil od
hemovych iontd Zeleza je absorpce netransferinovych ionti Zeleza ovlivnéna pfitomnosti
fady faktori, které mohou absorpci ovlivnit jak pozitivné, tak i negativné, takze muze
kolisat az desetinasobné [11]. Hlavnimi faktory usnadiiujicimi absorpci iontd Zeleza jsou
kyselina askorbova a bilkoviny nachazejici se v mase. S absorpci zeleza vyrazn€ interferuji
napi. vajeCny bilek, kravské miéko a hlavné fytaty (organické soli fosforu), obsazené
v rostlinné stravé. Polyfenoly obsazené v kaveé, Caji a vin€ rovnéz inhibuji vstfebavani

iontd zeleza [12].

13
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Hem je transportovan do enterocyti odliSnym mechanizmem. Absorpce hemu byla
zpocatku pfisuzovana pouze pasivni difuzi, nicméné pozd€jsi studie poukazuji na moznou
pfitomnost hemového receptoru na apikalni bunécné membrané [13]. Nejnovéjsi prace
tuto teorii potvrzuji. Pfi studii na my$im duodenu byla potvrzena ptfitomnost intestinalniho
hemového transportéru, jenz byl oznacen jako HCP1 (,,heme carrier protein 1) [14]. Dale
byl identifikovan hemovy transportér FLVCR (,,human feline leukemia virus subgroup
C receptor”). Jeho role v transportu hemu ve stievé v§ak zistava nejasna [15]. Jakmile se
hem dostane do enterocytd, je metabolizovan pomoci hemové oxygenasy, ktera
spolupracuje s cytochrom p450 reduktasou a biliverdin reduktasou. Hem je degradovan na
volny oxid uhelnaty (CO), ionty Zeleznaté a biliverdin, ktery je dale redukovén na bilirubin
[16]. Ionty zeleznaté zistavaji v enterocytu jako intracelularni zasoba [17].

Pfenos ionti Zeleza pfes bazalni membranu zaji§tuje membranovy transportér
ferroportin 1 [18]. Jedna se opét o pienaseC zeleznatych iontd. Reoxidaci na Zelezité ionty
poté zajistuji membranova ferroxidasa hefestin [19] a cytoplasmaticky plazmaticky
homolog hefestinu ceruloplasmin [19]. Reoxidované ionty Zelezité se vazi na plasmaticky

transferin.

2.1.2.1. Regulace absorpce ionti Zeleza ze stieva

Absorpce iontd Zeleza ze stfeva je kontrolovana nékolika molekulami véetné DMT1
[9], [10], [20], hepcidinu [21], hemojuvelinu [22] a genu pro hemochromat6zu (HFE) [23].
Exprese DMT1 na apikalni membrané enterocytu je regulovana prostfednictvim
specifickych vazebnych sekvenci nazyvanych IRE (,iron-responsive element“)
lokalizovanych v 3'-nepfekladané oblasti molekuly RNA, na které se vazi regulacni
molekuly oznafované jako IRPs (,iron regulatory proteins“) (viz kapitola regulace
exprese) [24]. Dalsi urovni regulace absorpce iontd Zeleza je hepcidin, coz je peptid, ktery
byva oznaCovan jako ,,Zelezo regulujici hormon“ [25]. ZvySena hladina hepcidinu snizuje
intestinalni absorpci iontti Zeleza, transport iontd Zeleza pfes placentu a uvolfiovani iontu
zeleza z makrofagu a jaternich zasob [25]. Hemojuvelin je protein kodovany HFE genem a
jeho funkce neni doposud pfesné znama. Pfedpoklada se vSak, Ze by mohl hrat roli

v regulaci funkce hepcidinu [22].

14



Literarni pifehled

2.1.3. Transport iontu Zeleza

Hlavnim transportnim proteinem pro ionty Zeleza v ramci organizmu je u obratlovct
transferin, jehoZz koncentrace v plazmé se pohybuje vrozmezi 22-35 uM [26]. Za
fyziologickych podminek je na néj v krvi vazano 10-30 umol iontd Fe/l. V mensi mife se
na transportu ionti Zeleza podili proteiny jako je ferritin, laktoferin, hemopexin,
haptoglobin a albumin.

Netransferinové ionty Zeleza se v organizmu vyskytuji pfedevsim ve formeé citratu a ke
zvySeni jejich hladiny dochazi za patologickych stav. Rada studii in vivo a in vitro
prokézala schopnost bunék ziskavat ionty Zeleza na transferinu nezavislym transportnim
mechanizmem [27], [28], [29], [30]. Primarni funkci tohoto na transferinu nezavislého
transportu iontu Zeleza se zda byt odstrafiovani netransferinovych iontd Zeleza z plazmy
pfi stavech projevujicich se pretizenim organizmu ionty Zeleza, kdy koncentrace ionti

zeleza v plazmé presahne vazebnou kapacitu transferinu [31].
2.1.3.1. Transport transferinovych iontt Zeleza

Nejrozsifenéj§im zplsobem prijmu Zeleza u vétSiny bun€k obratlovcd je pfijem
prostfednictvim  endocytézy komplexu transferin-transferinovy receptor.  Pri
extracelularnim pH 7,4 dochazi ke zvyhodnéné vazbé transferinu na transferinovy receptor
a shromazd'ovani komplexi pro internalizaci v endosomech. Po internalizaci dochazi
uvnitf vzniklych endosoma k uvolnéni iontd Zelezitych z transferinu, ktery vSak zdstava
vazan k receptoru. Z néj se uvolni az za neutralniho pH po recyklaci na bunéény povrch
[32]. K uvolnéni ionti Zelezitych z transferinu dochazi diky sniZzeni endosomalniho pH
pomoci ATP-dependentni protonové pumpy vendosomalni membran€ Pfed dalSim
transportem uvolnénych ionti Zeleza (pfes endozomalni membranu do cytozolu pomoci
DMT1) dochazi k jejich redukci z Fe’* na Fe** [33], [34). Endosomalni ferrireduktasa
zatim nebyla identifikovana, i kdyZ se pfedpoklada, Zze by se mohlo jednat o Dcytb nebo
jemu podobnou molekulu [8].

Transferin (Tf) je plazmaticky glykoprotein o molekulové hmotnosti 80 kDa, ktery
s vysokou afinitou vaze dva ionty Zelezité [35], [36]. Navazani iontd Zzelezitych na
transferin maze byt usnadnéno diky ferroxidasové aktivité ceruloplasminu, pfestoze

apotransferin ma vlastni ferroxidasovou aktivitu [37]. Transferin s navazanymi ionty
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Zelezitymi muze byt vazan butikami exprimujicimi transferinovy receptor 1 (TfR1)
v plazmatické membrané. Na transferinovy receptor 1 se muze vazat i transferin s jednim
iontem Zelezitym, avSak s mnohem mensi afinitou. Vstfebavani iontt Zelezitych
z transferinu je kontrolovano expresi TfR1, ktera je regulovana intracelularni hladinou
iontu zeleza pres IRP1 a IRP2.

Kromé& TfR1 byl identifikovan transferinovy receptor 2 (TfR2), ktery ma vSak nizsi
afinitu k transferinu [38], [39]. Funkce TfR2 zatim zGstava nejasna. Pfesto je znamo, Ze
na rozdil od TfR1 exprese TfR2 neni regulovana intracelularni hladinou iontu Zeleza [38],
[39].

2.1.3.2. Transport netransferinovych iontd Zeleza

Transport netransferinovych iontd Zeleza je vyuzivan pfedev§im pro absorpci iontd
Zeleza intestinalnimi buiikami a pro transport ionti Zeleza z endozomi do cytoplazmy.
Utastni se redistribuce iontt eleza do tkani, které nejsou pfistupné pro transferin [31].
U neenterocytarnich buné€k, jez maji na svém povrchu transferinovy receptor, funguje
transport netransferinovych iontd Zzeleza vedle transportu endocytézou transferin-
transferinového receptoru.

Mechanizmus transportu netransferinovych iontd Zeleza byl studovan u mnoha typu
bun€k in vitro. PrenaseCe ionti Zeleza, stejné jako dal§i molekuly podilejici se na
transportu netransferinovych iontd Zeleza byly identifikovany jak v pfipad€ enterocytd,
tak v pfipadé€ neenterocytarnich bunék.

Ionty Zeleza jsou pfed transportem pfes plazmatickou membranu do bunék nejprve
redukovany ztrojmocné na dvojmocnou formu membranovou ferireduktasou Dcytb
(u enterocytarnich bunék se nachazi v apikalni membrané€). Transport pfes plazmatickou
membranu je uskutenén pomoci prenaseCe DMT1. Transportu iontd Zeleza ven z bunék
se ulastni transmembranovy protein ferroportin 1 (u enterocyti na bazalni strané
membrany). Transportované dvojmocné ionty Zeleza jsou dale oxidovany na trojmocné
transmembranovou ferroxidasou hefestinem, popf. jeho cytoplazmatickym analogem
ceruloplasminem. Trojmocné ionty Zeleza jsou pak nasledn€ vazany na transferin.

Existuji vSak dobré diivody domnivat se, ze kromé€ DMT1 se na absorpci iontil Zeleza
podili 1 dal§i molekuly [40], [41]. Jednou ztéchto molekul je melanotransferin.

Melanotransferin je transferinovy homolog, ktery obsahuje jedno vazebné misto pro ionty
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zeleza. Je zakotven do bunééné membrany pomoci glykosylfosfatidylinozitolové kotvy
[42]. Molekula je zvySené exprimovana v buiikach melanomu. Vyvazuje ionty Zeleza
z komplexd citratu Zelezitého. Studie in vitro v§ak jeho roli v internalizaci ionti Zeleza
nepotvrdily [43], [44]. Dale laktoferin, dalsi ¢len transferinové rodiny, muze hrat roli
v usnadnéni absorpce iontu Zeleza [45]. Jako dal$i moZnost byla popsana absorpce ionti
Zeleza z lumen tenkého stfeva, které se ucastni fetézec mucin, B3 integrin, mobilferin [46],
[47], [48]. Nové zvaZované je zapojeni mySiho lipokalinu/lidského NGAL(,,neutrophil
gelatinase-associated lipocalin“) a jejich receptora [40], [49].

V pfipadé endosomi, po internalizaci iontd Zeleza endocytézou komplexu transferin-
transferinovy receptor a po jejich uvolnéni diky okyseleni prostfedi, je dvojmocné Zelezo
transportovano do cytoplazmy pomoci transmembranového prenaseCe DMT1 [50], [20].
Tomuto transportu pfedchazi redukce Zelezitych iontd na Zeleznaté pomoci endosomalni

ferrireduktasy.

2.1.4. Uskladniovani ionta Zeleza v bunikich

Ionty Zeleza se ze vSech stopovych biogennich ionti kovi vyskytuji v organizmu
v nejvyssim mnozstvi, coz znamena asi 35 mg/kg u Zen a 45 mg/kg u muzd. Nejvétsi podil
celkového mnoZstvi iontl Zeleza v organizmu je obsaZen v hemoglobinu (60 — 70%), asi
10% je soucasti myoglobinu, cytochromi a jinych enzymu, asi 20 — 30% tvofi zésobu

v podobé€ vazby na ferritiny, méné€ nez 1% je obsazeno v krvi.

2.1.4.1. Volné ionty Zeleza

Volné ionty Zeleza v cytoplazmé jsou potencialné toxické. Buiiky mohou tuto toxicitu

eliminovat v podstaté tfemi zptsoby [51]:

1. volné ionty Zeleza jsou distribuovany do riznych kompartmentd, kde je dale
vyuzivano k syntéze duleZitych proteinu, ovliviiujicich ziskavani energie, detoxikaci
volnych radikalu, proliferaci, diferenciaci a fadu dalSich bunéénych funkci. Velmi
dalezitymi kompartmenty utilizace nitrobunéfnych iontd Zeleza jsou napfiklad
mitochondrie, kde probihaji reakce Krebsova cyklu se syntézou ATP, dale bunécné

jadro, lysosomy s ionty Zeleza obsahujicimi enzymy aj.;
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2. volné cytoplazmatické ionty Zeleza jsou exportovany zbuilky, tento pochod je
relativn€ dobfe prozkouman u enterocyti, existence mechanizmi exportu iontd zeleza
se vSak predpoklada ve vSech buirikach;

3. nevyuzité nebo nevylou€ené ionty Zeleza jsou uloZeny do depozit.

2.1.4.2. Hemoglobin

Hemoglobin je nejhojnéji se vyskytujici protein vazajici Zelezo v lidském téle. Jeho
nejvyssi koncentrace nalezneme v Cervenych krvinkach. Zrala €ervena krvinka obsahuje
pfiblizn€ 640 miliond molekul hemoglobinu. Lidsky hemoglobin je slozen ze ¢&tyf
polypeptidickych globinovych fetézci, na kazdy z fetézci je navazana prosteticka
hemova skupina. V prib&éhu ontogeneze dochazi k expresi celkem 6 typi podjednotek.
Vétsina hemoglobinu u dospélych se sklada ze dvou podjednotek a a dvou PB. Nékteré
genetické poruchy syntézy hemoglobinu maji za nasledek vznik tézkych hemoglobinopatii,
jako jsou talasemie nebo srpkovita anemie. Syntéza hemu probiha z€asti v mitochondriich
a z€asti vcytoplazmé. Jednd se o sérii reakci, kterd zaCind kondenzaci glycinu se

sukcinylCoA a kon¢i vestavénim iontu Zeleza do molekuly protoporfyrinu IX.

2.1.4.3. Fe-S bilkoviny

Dalsi velmi vyznamnou skupinou bilkovin obsahujicich ionty Zeleza jsou Fe-S
proteiny. Tyto bilkoviny obsahuji ve své molekule prostetickou skupinu sloZenou ze Zeleza
a siry — tzv. Fe-S klastr. Fe-S bilkoviny hraji roli v mnoha metabolickych drahach napf.
v Krebsové cyklu, pfi opravach DNA nebo se podobné jako cytochromy ucastni elektron

transportniho fetézce [7].

2.1.4.4. Ferritin

Zasobni zelezo je v eukaryotickych buiikach uloZzeno ve formé ferritinu. Jejich funkci
je pravdépodobné uchovavat potencialné Skodlivé Zelezo v bezpeCné formé. U vétSiny
obratlovci je ferritin tvofen dvéma typy podjednotek, oznalenych jako L- (,light, liver) a
H- (,,heavy, heart“) ferritin. Tyto podjednotky se organizuji do schranek, z nichz kazda je

sloZzena z 24 molekul L- nebo H-ferritinu. Kazda ferritinova schranky je schopna pojmout
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do své dutiny o priméru 80 nm nékolik tisic iontl Fe** [52], [53]. Jednotlivé ferritiny se
od sebe 1iSi zastoupenim L- a H- podjednotek a jsou oznafovany jako izoferritiny. H-
ferritin je ferroxidasa a jeho aktivita usnadfiuje rychlé zalenéni iontd Zzeleza do
ferritinovych komplexa a na druhé strané jsou tyto ionty rychleji z ferritinu uvolfiovany.
Izoferritiny bohaté na L- podjednotky pfijimaji ionty Zeleza pomaleji a déle je skladuji.
Jednotlivé tkan€ a organy se liSi zastoupenim exprese pro L- a H-podjednotky ferritinu.
Malou ¢ast ferritinu lze nalézt i v plazmé [54]. Hladina sérového ferritinu je imérna
k celkovym zasobam iontd Zeleza a je uzivana jako klinicky indikator mnozZstvi iontl

Zeleza v téle [55].
2.1.4.5. Hemosiderin

Dal$i zasobni formou ionti Zeleza v buiice je jejich vazba na hemosiderin. Jde o
makromolekularni komplex feritinu s lipidovymi strukturami, pfesné chemické slozZeni
neni zatim objasnéno. Hemosiderin se fyziologicky vyskytuje piedevsim v Kuppferovych
burikach jater. Pfi chronickém pfetizeni ionty Zeleza ho nachazime 1 v buiikach
poskozenych organd. Ionty Zeleza vazané na hemosiderin vykazuji vétsi redoxni aktivitu
nez byla nalezena u ferritinu. Muzeme jej tak spojovat s toxickym vlivem ionti Zeleza

v postizenych organech [56].

2.2. Molekuly transportu netransferinovych iontu Zeleza pres

plazmatickou membranu

V popfedi naSeho zajmu jsou znamé molekuly transportu netransferinovych iontd
Zeleza. Jedna se tedy o molekuly DMT]1 (,divalent metal transporter 1°), Dcytb (,,duodenal

cytochrom b-like*), ferroportin 1, hefestin a ceruloplasmin.
2.2.1. DMT1
Velmi dobfe je prostudovan transport dvojmocného iontu Zeleza zprostfedkovany

molekulou DMT1 (,divalent metal transporter 1, dfive rovnéz NRAMP2 nebo DCT1).

Exprese DMT1 je regulovana vlivem dostupnych ionti Zeleza v buiikach organizmu,
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koncentraci iontd Zeleza v potravé nebo posttranslaéné pres IRP1 a IRP2 [57]. Tento
transportér vedle dvojmocnych iontd Zeleza vaze a pfenasi pfes bunéCnou membranu
enterocytd i dal§i dvojmocné ionty kovi, napt. Zn**, Cu®*, Mn**, Co**, Cd**, Ni** a Pb*".
DMT]1 je transportni protein s 12 transmembranovymi doménami a vykazuje homologii
s Nramp rodinou membranovych proteini. Vykazuje vysokou afinitu k dvojmocnému
elezu, nema afinitu k Fe’*. Jde o ubikvitarni protein se silnou expresi v apikalnich
membranach enteralnich bunék duodena a v oblasti membran Casnych endosomd,

vytvarenych pfi endocytoze transferinovych iontt Zeleza.
2.2.2. Deytb

Dcytb (,,duodenal cytochrome b-like“) je transmembranovy protein. Jde o
ferrireduktasu, exprimovanou na apikalni membrané enterocyti. Tento enzym redukuje
trojmocné ionty Zeleza na dvojmocné, které se pak stava substratem pro DMT1 [58], [59].

Svij nazev dostal dle homologie s cytochromem b.
2.2.3. Ferroportin 1

Ferroportin 1 nebo také Iregl ¢i MTP1 (,iron regulated transporter-1“, , metal
transporter protein-1“) je jednofetézcovy transmembranovy glykoprotein (62 kDa).
Exprimuji jej zralé enterocyty enteralnich klkua a to v oblasti bazolateralni membrany, dale
Kuppferovy buiiky a nizsi exprese je prokazana i v hepatocytech. Jeho funkci je transport

dvojmocnych iontu Zeleza z bun€k do ob&hu [60].
2.2.4, Hefestin

Molekula hefestinu vykazuje homologii s molekulou ceruloplasminu (155 kDa). Je
exprimovan zralymi enterocyty. JelikozZ je hefestin exprimovan vezikularng€, muze hrat roli
v blokovani iontd Zzeleza, urCenych k extracelularnimu transportu, od metabolizmu
v cytoplazmé. Z hlediska enzymatické aktivity predstavuje hefestin feroxidasu bohatou na
atomy Cu. Voblasti bazolateralnich membran oxiduje dvojmocné ionty Zeleza

transportované ferroportinem na trojmocné a tim umoziiuje jejich vazbu na transferin [57].
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2.2.5. Ceruloplasmin

Ceruloplasmin je monomerni sérova oxidasa znama spise svou roli v metabolizmu
médi [61], [62]. Je vSak znamo, Ze in vitro je tento protein schopen katalyzovat oxidaci
nejen médi, ale také dvojmocného Zeleza. Tento glykoprotein se 6 atomy meédi (132 kDa)
oxiduje v plazmé se nachazejici Zeleznaté ionty transportované ferroportinem na Zzelezité,
schopné vazby na transferin. Hlavnim mistem vzniku jsou hepatocyty, znichz je

uvolfiovan do krve, kde je schopen zastoupit protein hefestin.
2.2.6. Uloha molekul transportu ionti Zeleza v jednotlivych typech bunék
2.2.6.1. Bunécna linie Caco-2 jako model stfevnich enterocytu

Bunécéna linie Caco-2 (lidsky kolorektalni karcinom) je linie adherentni. Butiky rostou
orientovang. Diky této skute¢nosti jsou vhodnym modelem stfevnich enterocytt s odlisnou
apikalni a bazalni membranou. Hlavni roli enterocytu je transportovat ionty Zeleza ze

stfeva do krevniho recisté.
2.2.6.2. Bunécna linie K562 jako model neenterocytarnich buné€k

Buriky linie K562 (lidska erytroleukemie) na rozdil od bun€ék Caco-2 nejsou
orientované. Cytoplazmaticka membrana je tudiZz rovnocenna po celém povrchu bunék.
Butiky K562, jako model neenterocytarnich a erytroidnich buné€k, reprezentuji pfedev§im

vyznamného utilizatora iontt Zeleza.

2.3. Regulace exprese molekul transportu iontu Zeleza

Metabolizmus a transport iontt Zeleza na buné¢né Grovni je regulovan na transkripéni,
posttranskripéni a posttranslaéni Grovni.
Messenger RNA mnoha ferrotropnich proteini obsahuje ve své molekule specifické

sekvence, schopné vazat regulatni molekuly, které takto mohou modulovat translaci
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mRNA. Tyto molekuly nazyvame IRP (,,Iron Regulatory Protein“) a jejich specifické
vazebné sekvence v mRNA oznafujeme jako IREs (,,Iron Regulatory Elements®). Po vazbé&
IRPs na IRE se translace mRNA bud’ blokuje, nebo zvysuje, coz je dano lokalizaci IRE
v molekule mRNA. Vazba IRP na IRE v 5'nepfekladané oblasti molekuly mRNA
zablokuje naslednou translaci, zatimco vazba na IRE, lokalizovany 3 nepfekladané oblasti
stabilizuje mRNA a zvySuje tak jeji translaci [51].

Zajimavy je mechanizmus regulace translace cilovych mRNA pfes IRP1 a IRP2
v souvislosti s koncentraci volné dostupnych ionti Zeleza v buiikach. IRP1 obsahuje ve
své molekule usek, kde jsou vazany atomy Zeleza a Ctyfi atomy siry. Pokud jsou v této
oblasti navazany tfi atomy Zeleza, vykazuje molekula IRP1 vysokou afinitu k IRE. Pfi
navazani dal§iho atomu Zeleza ztraci IRP1 afinitu k IRE a nabyva aktivitu cytoplazmatické
akonitasy. Vidime zde tedy zménu funkce IRP1 v zavislosti na 3Fe-4Fe obsahu Zeleza
v Fe-S klastru [63]. Na rozdil od IRP1 koncentrace iontu Zeleza vyrazn€ ovliviiuje stabilitu
IRP2. IRP2 obsahuje vazebné misto pro ionty Zeleza, které po navazani méni konformaci
a/nebo oxidaCni stav molekuly IRP2 s jeji naslednou urychlenou degradaci. Nadbytek
iontd Zeleza tak zpusobi rozdilnymi mechanizmy nedostatek IRP1 a IRP2 pro vazbu na
IRE s naslednou zvySenou transkripci mRNA s IRE v S'nepfekladané oblasti (ferritin)
nebo degradaci mRNA s IRE v 3 nepfekladané oblasti (transferinovy receptor).

Enterocytarni transportéry iontti Zeleza DMT1 a ferroportin 1 obsahuji ve svych
mRNA IRE, které jsou lokalizovany u DMT]1 v 3'neptekladané oblasti a u ferroportinu 1
v S'nepiekladané oblasti. Pfi zvySené koncentraci iont Zeleza v buiice se proto translace
DMT1 muzZe sniZovat a naopak translace ferroportinu 1 zvySovat. V experimentech
zaméfenych na regulaci exprese téchto transportéru bylo zjiSténo, ze vedle IRP je tato
regulace ovliviiovana i dal$imi faktory [57]. Na posttranslaéni urovni je funkce proteind
metabolizmu iontu Zeleza regulovana napf. fosforylaci, zménou tercialni struktury,
ovlivnénim jejich metabolizmu a/nebo lokalizaci v buiice (cytoplazma, mitochondrie,
endosomy, bunéénd membrana aj) [51]. U nékterych proteind zapojenych
do metabolizmem iontd Zeleza dochazi vlivem hladiny iontl Zeleza k regulaci jejich
exprese i na transkrip&ni trovni [64], [65].

Mizeme shrnout, Ze fizeni metabolizmu iontl Zeleza na bunééné i organové urovni se
déje na mnoha stupnich genové regulace, do niZ zasahuji vedle iontl Zeleza i dal§i faktory.

Rada otazek vSak neni jesté zcela objasnéna.
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2.4. Poruchy metabolizmu a transportu iontu Zeleza

Poruchy metabolizmu iontt Zeleza patti mezi velmi Casté patologické stavy. V zasadé
je 1ze rozdélit na onemocnéni zapfi¢inéna absolutnim nebo relativnim nedostatkem téchto
iontd, na stavy souvisejici s pfetizenim organizmu ionty Zeleza a na poruchy utilizace
iontd Zeleza. Tyto poruchy mohou byt jak vrozené, tak ziskané, mnohdy vSak jde o
kombinaci obou pfi¢in [66].

Sav¢i organizmus nema mechanizmy, kterymi by z t€la vylu€oval nadbyteCné ionty
Zeleza. Regulace zasob se tedy dé€je na Grovni absorpce. Ztraty iontu Zeleza z organizmu
jsou zpusobovany pifedev§im odlupovanim bunék epitelii do lumen stfeva ¢&i z povrchu
téla, ¢ast odchazi moci a potem. Tyto ztraty je nezbytné nahrazovat absorpci ionti kovu
z potravy. Denni potfeba, ktera se rovna denni ztrat€, odpovida 0,5-1 mg denné pro
dospélého muze nebo postmenopauzalni Zenu, 1-2 mg pro Zenu ve fertilnim véku,
1,5-3 mg pro t€hotnou a asi 1 mg pro dit€ [67]. Vzhledem k nizké ulinnosti stfevni
absorpce je vSak nutné pfijimat v potravé nejméné desetkrat vét§i mnozstvi ionti Zeleza,

nez je tfeba k doplnéni jeho dennich ztrat.

2.4.1. Deficit iontu Zeleza

Nedostatek iontd Zeleza je nejbéznéj§i pfi¢inou mikrocytarni hypochromni anemie.
V Casnych stadiich je onemocnéni obvykle bez pfiznaki, pozdéji se za¢nou u nemocnych
obecné projevy anemii. Pravdépodobna souvislost je sledovana mezi inhibici enzymu
obsahujicich ionty Zeleza a pfi¢inami epitelialnich projevi anemii.

Mezi nejastéjsi pri¢iny nedostatku iontt Zeleza patfi chronicka krvaceni, fyziologicky
zvySené pozadavky, nedostateCna absorpce, nedostate¢na ¢i nekvalitni vyziva (je spiSe
pfispivajicim faktorem nez jedinou pfi¢inou deficitu Zeleza).

Aceruloplasminemie, nedostatek ceruloplasminu, je onemocnéni spojené s porusenou
rovnovahou iontd Zeleza v organizmu, charakterizované neurodegeneraci, jaterni fibr6zou
a diabetem [68]. Funkci ceruloplasminu je oxidace ionti Zeleza po jejich transportu
z bun€k. Mutace snizuje hladinu ceruloplasminu nebo jeho aktivitu. Relativn€ je omezena

produkce Cervenych krvinek. Presto je absorpce iontl Zeleza z intestinalniho traktu
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normalni nebo pouze mirn€ snizena a to diky hefestinu, coz je membranovy homolog
ceruloplasminu.

Atransferinemie je charakterizovana casteCnou deficienci v plazmatickém transferinu
[69]. Zpusobuje ji mutace v genu pro transferin [70]. Pro erytropoézu je dostupné jen
velmi malé mnozstvi iontl Zeleza, jako dusledek stimulace absorpce intestinalnich ionta
Zeleza a masivniho ukladani iontd Zeleza v nehematopoetickych tkanich. Dusledkem je
tezka anemie z nedostatku iontd Zeleza v kontrastu k totalnimu pfetiZeni organizmu ionty

zeleza (hypotransferinemie) [71].

2.4.2. Pretizeni ionty Zeleza

Pretizeni ionty zeleza nejvice postihuje jatra (fibroza a cirrhdza), myokard a zlazy
s vnitini sekreci. V poskozeni téchto organt hraje roli vliv ionti Zeleza na vznik volnych
radikald a nasledna peroxidace lipidu, ktera kvalitativné postihuje buné€né membrany.
Patologicka pretiZeni l1ze rozdélit podle pfi€in na primarni a sekundarni.

Hereditarni hemochromat6za (HHC) 1. typu je onemocnéni charakterizované zvySenim
intestinalni absorpce iontd Zeleza a jejich ukladanim v jatrech, srdci, slinivce a pokozce
[72]. Po urcité dobé vede nadbytek ionti Zeleza ve tkanich k jaterni fibroze a cirrhéze, k
poskozeni srde¢ni svaloviny a k diabetu. Toto autosomalni recesivni onemocnéni vSak neni
zpusobeno defektem v proteinu transportujicim ionty Zeleza, ale spiSe v regulaci tohoto
transportu [71]. Vroce 1996 byl identifikovan gen, jehoz mutace je pfi€inou tohoto
onemocnéni. Produktem tohoto genu je protein oznafovany jako HFE, ktery nekovalentné
asociuje s transferinovym receptorem. VétSina (80 — 90%) pacientt s HHC jsou
homozygoti pro mutaci, kde tyrozin nahrazuje cystein v pozici 282 (C282Y) v genu pro
HFE [23], [72], [73]. Pfesny mechanizmus, kterym HFE reguluje intestinalni absorpci
iontd Zeleza neni znam, ale dosavadni zjiSténi nasv&€dCuji tomu, Ze v ptipadé HHC se
duodenalni enterocyty chovaji stejné jako pfi nedostatku iontd Zeleza. Toto tvrzeni je
podporovano studiemi, které ukazuji, Zze u pacienti s HHC je relativné nizka hladina
mRNA i samotného proteinu ferritin, zatimco hladina genu pro transferinovy receptor a
exprese proteinu je relativné vysoka.

Hemochromatéza 2. typu (juvenilni hemochromat6za) je vzacné autosomalni recesivni
onemocnéni zpusobené pretiZenim ionty Zeleza [74]. Juvenilni hemochromatéza je spojena

s mutaci v genu pro hepcidin. DuleZitym regulatorem absorpce iontd Zeleza je zde protein
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nazvany hemojuvelin, jez miZe byt souCasti hepcidinem regulované metabolické drahy
nebo klicovou molekulou v paralelnim regula¢nim mechanizmu [75].

Hemochromat6za 3. typu je dédi¢né autosomalné recesivni onemocnéni zpusobené
mutaci v genu kodujici transferinovy receptor 2. Je to pomalé progresivni onemocnéni
projevujici se u dospélych pretizenim organizmu ionty zeleza [76].

Hemochromato6za 4. typu se projevuje pfetizenim organizmu ionty zZeleza, které vSak
neni spojeno s mutaci vHFE genu [77]. Je to dédi¢né autosomalné dominantni
onemocnéni zpisobené mutaci v genu kodujici ferroportin 1 [78], [79].

Hemochromat6za 5. typu je autosomalné dominantni mutace v genu kodujici
H-podjednotku ferritinu a projevuje se zvySenim hladiny ionti Zeleza v séru spolecné
s nadmérnym ukladanim iontd Zeleza v hepatocytech a Kupfferovych burikach [80].

Aceruloplasminemie (viz kap. 3.4.1.1.). V dusledku nedostatku ceruloplasminu se
neoxidované ionty zeleza akumuluji v jaternich buiikach a makrofazich. Je zajimavé, ze
absence ceruloplasminu vede i k akumulaci iontl Zeleza v centralnim nervovém systému.
Duivody této akumulace nejsou doposud znamy [81].

Hypotransferinemie (viz atransferinemie, kap. 3.4.1.1.).

Zvyseni jaternich zasob ionti Zeleza bylo zji§t€no 1 v asociaci s chronickymi
jaternimi onemocnénimi. Nejcastéji se jedna o alkoholicka jaterni onemocnéni, chronické
virové hepatitidy a nealkoholické steatohepatitidy [82]. Mechanizmus akumulace iontt
Zeleza v jatrech za té&chto podminek neni dosud dobfe znam.

Friedrichova ataxie je letalni dédi¢né onemocnéni charakterizované spinocerebralni
degeneraci, kardiomyopatii a diabetem mellitus. Onemocnéni vznika v disledku mutace
v genu pro frataxin. Pfesna uloha frataxinu zistava neznama. Pfesto se pfedpoklada jeho
role v metabolizmu Fe-S klastri ¢i v regulaci intramitochondrialniho transportu iontl
Zeleza [83].
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3. Cil prace

Cilem této diplomové prace bylo stanovit:

1.  Vliv deprivace ionti Zeleza na expresi molekul, které se ucastni transportu
netransferinovych ionti Zeleza (DMT1, Dcytb, ferroportin 1, hefestin
a ceruloplasmin), u buné€k lidské linie K562 (erytroleukemie) a buné€k lidské linie
Caco-2 (kolorektalni karcinom) in vitro. Vliv na expresi jsme stanovovali na Grovni

mRNA pomoci ,Real-Time“ PCR.

2. Vliv zvySené hladiny ionti Zeleza na expresi molekul, které se ucastni transportu
netransferinovych ionti Zeleza (DMTI1, Dcytb, ferroportin 1, hefestin
a ceruloplasmin), u bunék lidské linie K562 (erytroleukemie) a bunék lidské linie
Caco-2 (kolorektalni karcinom) in vitro. Vliv na expresi jsme stanovovali na Grovni

mRNA pomoci ,,Real-Time*“ PCR.

3. Vliv ethanolu na expresi molekul, které se u€astni transportu netransferinovych iont
zeleza (DMT1, Dcytb, ferroportin 1, hefestin a ceruloplasmin), u buné€k lidské linie
Caco-2 (kolorektalni karcinom) in vitro. Vliv na expresi jsme stanovovali na Grovni

mRNA pomoci ,,Real-Time“ PCR.
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4. Material a metody

4.1. Pouzity material a chemikalie

4.1.1. Bunécné linie
Bunécné linie K562 (lidska erytroleukemie) a Caco-2 (lidsky kolorektalni karcinom) byly

poskytnuty laboratofi Doc. RNDr. Jana Kovafe, DrSc. z Ustavu molekularni genetiky
Akademie véd Ceské republiky, Praha.

4.1.2. Pouzité sondy

DMT1-sonda: 6FAM-TGT TCT ACT TGG GTT GGC AAT GTT TGA TTGC
ferroportin 1-sonda: 6FAM-CAC AAC CGC CAG AGA GGATGC TGT G

4.1.3. Pouzité primery

DMT1, (,,forward* primer): 5'- GTG GTC AGC GTG GCT TAT CTG
DMT1, (,reverse primer): 5'- GAT GCT TAC CGT ATG CCC ACA GT

Dcytb; (,,forward“ primer): 5'- GTC ACC GGC TTC GTC TTCA
Dcytb; (,,reverse primer): 5'- CAG GTC CAC GGC AGT CTG TA

ferroportin 1; (,,forward* primer): 5'- TGA CCA GGG CGG GAG A
ferroportin 1, (,,reverse” primer). 5- GAG GTC AGG TAG TCG GCC AA

hefestin, (,,forward“ primer): 5'- GGG AAT GGC ACA ACC AGT CT
hefestin, (,,reverse” primer): 5'- CCA GGA GCC CAT CCT TGT T

ceruloplasmin; (forward primer): 5'- AAC CCT GGA GAA TGG ATG CTC
ceruloplasmin, (reverse primer): 5'- TTG CAA ACC GGC TTT CAG A
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kontrolni gen GAPDH; (,,forward“ primer): 5'- GTC GGA GTC AAC GGA TTT GG
kontrolni gen GAPDH; (,,reverse” primer): 5'- AAA AGC AGC CCT GGT GACC

4.1.4. Pouzité soupravy

Rneasy Mini Kit (Qiagen, Némecko), Rnase-Free Dnase Set (Qiagen, Némecko), Taq Man
Reverse transcription Reagents (Applied Biosystems, USA), Taqg Man Universal PCR Master
Mix (Applied Biosystems, USA), SybrGreen PCR Master Mix (Applied Biosystems, USA)

4.1.5. DalsSi chemikailie a material

2-merkaptoethanol, L-glutamin (GIBCO, Velka Britanie)

apotransferin, CdSO4.8/3H,0, citrat zelezity, CoCl,.6H,0, CuS0,.5 H,0, ethanolamin, FeCls,
HEPES, hydrokortizon, kyselina askorbova, kyselina citronova, kyselina listova, L-glutamin,
MnCl,.4H,0, Na,SeO;, Na;Si03.5H,0, NH4VO;, (NH4)sM07024.4H,0, NiSO4.6H,0,
penicilin, pyruvat sodny, RPMI-1640 medium, SnCl;.2H,0, streptomycin, trypsin,
ZnS04.7H,0 (Sigma Aldrich, Némecko)

agar6za (Biotechnology Grade, USA)

dialyzacni stfevo Spectra/Por 3 Membrane (Spectrum Laboratories, USA)

EDTA (lékarna FNKV)

fetalni bovinni sérum (Biochrom AG, Némecko)

kyselina boritd (Amnesco, USA)

»optical adhesive covers®, , optical reaction plate” (Applied Biosystems)

PCR ultra H,O (TOP-Bio, Ceska republika)

NaCl, Na;HPO,.12 H,0, KCl, KH,PO,(Lachema, Ceska republika)
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NaHCO; 7,5 % (Sevapharma, Cesk4 republika)

Tris (ROTH, Némecko)

4.1.6. Tkanova voda, roztoky a media

4.1.6.1. Tkariova voda

Pii ptipravé roztoki a medii pro tkanové kultury jsme pouzivali vodu vysoké kvality, tzn.
s minimalnim obsahem anorganickych a organickych latek, oznaovanou jako tkanova voda.
Tkatovou vodu jsme ziskali redestilaci a naslednou sterilizaci autoklavovanim (30 min. pfi
120°C a tlaku 1 atm)

4.1.6.2. Roztoky

Pomocné roztoky jsme pouzivali k oplachovani nebo promyvani bun€k, k uvoliiovani
bunék od substratu, piipadné jednotlivych bunék od sebe.
PBS (,,phosphate buffered saline“): Slouzi k oplachovani bunécnych kultur pfed vyménou

media, pfed trypsinizaci nebo k promyvani bunék pied jejich pfipadnym lyzovanim. Pfiprava

roztoku:

NaCl 8,00 g
KCl 0,20 g
Na,HPO4.12H,0 | 2,89¢g
KH,PO, 0,20 g
Celkovy objem 11

Jednotlivé navazky jsme rozpustili v 1 1 tkatiové vody. Po rozpusténi jsme pro kontrolu
zméfili pH. To by se mélo pohybovat v rozmezi 7,3 — 7,5 (kone¢né pH se autoklavovanim
0 0,1 — 0,2 jednotky pH snizi). V pfipadé potfeby jsme upravili pH pomoci 1M HCI nebo 1M
NaOH. Hotovy roztok jsme sterilizovali v autoklavu po dobu 30 minut pfi 120°C a tlaku
1 atm.

Roztok trypsinu: Pouzivali jsme jej pfi tzv. trypsinizaci, ktera je soucasti pasazovani
bunék. Plisobeni trypsinu ma za nasledek naruSeni adheznich molekul plazmatické

membrany, ¢imz dochazi k oddéleni bunék od pevného podkladu i vzajemn€ mezi sebou.
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Priprava roztoku: V 200 ml PBS jsme rozpustili 0,4 g trypsinu a 0,04 g EDTY. Takto
pfipraveny roztok jsme prefiltrovali pfes papirovy filtr. V laminarnim boxu jsme roztok znovu

prefiltrovali pfes miliporovy filtr, tim jsme ziskali sterilni zasobni roztok o pH 7,4.

4.1.6.3. Media

Zakladni medium (RO):
H;O0 (,,cell culture quality) 82,2 ml
10x koncentrované RPMI-1640 medium 10,0 ml
L-glutamin (30 mg/ml = 200 mM) 2,0 ml
Pyruvat sodny (1,1% = 100 mM) 1,0 ml
Kyselina listova (1 mg/ml = 2,3 mM) 0,1 ml
Antibiotika (10° U penicilinu a 10 mg streptomycinu/ml) | 1,0 ml
NaHCO3 (7,5%) 2,6 ml
HEPES (1,5 M; pH 7,2) 1,0 ml
merkaptoethanol 0,1 ml
Celkovy objem 100,0 ml

Definovana media (Tf, FeC, -Fe médium):

Definované medium Tf medium | FeC medium | -Fe medium
10x Tf (zasobni koncentrat) 10 ml

10x FeC (zasobni koncentrat) 10 ml

10x —Fe (zasobni koncentrat) 10 ml
Zakladni medium(RO) 90 ml 90 ml 90 ml
Celkovy objem 100 ml 100 ml 100 ml
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Ptiprava koncentratd (10x Tf, 10x FeC, 10x —Fe):

Koncentrat 10x Tf | 10x FeC | 10x -Fe
5 mg/ml Zelezem saturovany transferin 1,0 ml

100 mM citrat Zelezity 5,0 ml

20 mM ethanolamin 1,0 ml 1,0 ml 1,0 ml
5 uM hydrokortizon 1,0 ml 1,0 ml 1,0 ml
20 mM kyselina askorbova 1,0 ml 1,0 ml 1,0 ml
5x10™ M CdS0..8/3 H,0O 0,iml | 0,lml | 0,1ml
1x10™ M CoCl,.6 H,0 0,im | 0,1lml | 0,1ml
1x10™ M CuS04.5 H,0 01ml | O,lml | 0,1 ml
5x10° M (NH4)6M070,4.4 H,0O 0,iml | O0,lml | 0,1ml
5x10° M MnCl,.4 H,0 00ml | 0,1ml | 0,1ml
2,5%10° M NiSO4.6 H,0 0,iml | 0,lml | 0,1ml
5x10™ M Na,SeO; 0,iml | 0,iml | 0,1ml
2x10” M Na,Si0;.5 H;0 0,1ml | O,1ml | 0,1 ml
2,5x10° M SnCl,.2 H,0 0,lml | 0,Iml | 0,1 ml
2,5x10° M NH,VOs 01ml | 0,lml | 0,1 ml
1x10“ M ZnS0,4.7 H,O 0,lml | 0,1ml | 0,1ml
Zakladni medium (RO) 949ml | 90,9 ml | 959 ml
Celkovy objem 100,0 ml | 100,0 ml | 100,0 ml

Pfiprava 5 mg/ml saturovaného transferinu:

1. Navazili jsme 40 mg apotransferinu.

2. Pridali jsme 5,4 ml tkariové H,O a nechali jsme transferin zcela rozpustit.
3. Pridali jsme 2,0 ml mixu (1,0 ml 500 uM FeCl;.6 H,O + 1,0 ml 8 mM kyseliny citronové)

a promichali.

4. Prdali jsme 0,3 ml 10% NaHCO; (0,05 g NaHCO; jsme rozpustili v 0,45 ml tkafiové

H;0), promichali a zméfili pH = 7 (pH papirek). V pfipadé potfeby jsme pfidali dalsi 10%

NaHCO3 .

5. Pridali jsme 0,3 ml tkanové H,O, promichali a nechat stat pfi pokojové teploté minimélné

15 minut.

6. 15— 20 cm dialyza¢niho stfeva jsme namocili do tkafiové H,O minimalné€ na 5 minut.
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7. Jeden konec stfeva jsme poskladali a uzavieli do 1,5 ml zkumavky, druhy konec jsme
prsty rozvolnili a opatrné do stfeva vpravili roztok transferinu. Volny konec dialyza¢niho
stfeva jsme opét uzavieli do 1,5 ml zkumavky.

8. Naplnéné stfevo jme vlozit do velké kadiny s PBS a michadlem a nechali jej michat
v chladové mistnosti (lednici) do druhého dne. Alespoii 1x jsme vyménili roztok PBS.

9. Vynali jsme stfevo z kadiny, pipetou jsme prenesli obsah do malé (50 ml) kadiny. Stfevo
jsme 2x proplachli 10 ml RO a prtidali k roztoku.

10. Roztok jsme prefiltrovali do 50 ml centifuga¢ni zkumavky, kadinu vyplachli 10 ml RO a
také prefiltrovali (celkem jsme pfidali 30 ml RO).

11. Pfidali jsme 729,2 ml RO a dané stopové prvky a roztoky v osmindsobném mnozstvi, coz

odpovida nasemu rozpisu na piipravu 8 ml saturovaného transferinu.

4.2. Pouzité pristroje

Centrifugy: Jouan B4i (Francie), Jouan BR4i (Francie), Minispin plus (Eppendorf), Micro —
centrifuge II GMC-260 (LABTECH), Minicentrifuge C-1200 (Labnet)

Cyclery: Thermocycler T-gradient (Biometra), T1 thermocycler (Biometra), UNO

thermocycler (Biometra)

Inkubatory: Jouan IGO 150G (Francie), Jouan IGO 150 cell life (Francie)

Laminarni boxy: Jouan MSC 12 (Francie), Microbiological safety cabinet Holten Jouan
S 2010 (Francie)

pH metr: InoLab pH Level 1, pH-elektroda Hamilton (Némecko)

Pipety: Biohit proline PIPETTOR (Finsko), Biohit mLINE PIPETTOR (Finsko), SWIFTPET
(High Tech Lab)

Spektrofotometr: GeneQuant pro RNA/DNA Calculator (Biochrom)

Systém na ELFO: Sigma Aldrich (Némecko)
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Systém Real-Time: 7000 SDS ABI Prism (Applied Biosystems)
UV kamera: SynGene (SynGene)
Véhy: analytické vahy KERN 770 ALJ 120-4 (Némecko), pfedvazky EK-1200g

Vodni lazei: Memmert WB 22 (Némecko)

4.3. Metody

4.3.1. Kultivace bunék

Bunky jsme kultivovali mediu, zalozeném na RPMI-1640 mediu (zakladni medium RO)
obsahujicim 10 % fetalniho bovinniho séra [84].

V experimentech jsme pouzivali definovana media. Medium bez pfitomnosti iontd Zeleza
(-Fe medium) je definované medium bez pfitomnosti séra, zaloZzené na RPMI-1640 mediu a
obsahujici doplnék nahrazujici sérum, bez pfidavku jakéhokoli zdroje ionti Zeleza.
Transferinové medium (Tf medium) obsahuje 5 pg/ml lidského transferinu saturovaného
Zelezem jako zdroj iontd Zeleza [85]. Medium obsahujici vysokou hladinu iontu Zeleza (FeC
medium) zahrnuje v dopliiku 500 pM citrat Zelezity [85].

Buriky jsme kultivovali jednotné vtermostatu pfi 37°C ve vlhCené atmosféfe s 5%
obsahem CO,.

4.3.1.1. Kultivace adherentnich bunék

Adherentni buiiky rostou na pevném podkladu, na ktery se pfichycuji. Podkladem muze
byt sklo nebo umélohmotny material. Jakmile bunééna kultura rovnomémeé vyplnila celou
kultivacni plochu, bylo tfeba provést pasaZovani. PasaZovani jsme provadéli ve sterilnim
prostiedi v laminarnim boxu tak, Ze jsme zbuné€k pomoci pipety odsali staré kutivacni
médium, bunky oplachli roztokem PBS a poté k nim pfidali roztok trypsinu (asi 150 ul
roztoku na zhruba 20 cm? plochy). Takto osetfené buiiky jsme ulozili p¥iblizné na 5 minut do

termostatu. Po této dobé dojde kuvolnéni bun€k od podkladu i mezi sebou. K takto
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uvolnénym buiikdm jsme pfidali takové mnozstvi Cerstvého média, jaké méli k dispozici pred
pasazovanim, a fadné€ je rozsuspendovali. Tuto suspenzi jsme pak podle potieby nafedili a

rozdélili do pozadovaného mnozZstvi kultiva¢nich nadob, které jsme ulozili do termostatu.

4.3.1.2. Kultivace suspenznich bunék

Bunécné suspenze umoziuji rist buné€k v prostoru v objemu média. Buiiky mohou rist
samostatn€ nebo tvoii mensi shluky. PasaZovani suspenznich kultur jsme provadéli jejich
pravidelnym fedénim.

Pasazovani pouhym fedénim je vSak mozné i u nékterych typl bun€k rostoucich na
substratu, tzv. adherentni buné¢né linie. To je mozné v pfipad€, Ze buiky jsou k substratu
pfichyceny jen velmi slabé a i pouhy pruds$i pohyb média pii promichavani zpusobi jejich

odpoutani od substratu aniz by byla nutna jejich trypsinizace.

4.3.1.3. Detekce mykoplazmy

Kontaminace bunéfnych kultur mykoplazmou je jednim z nejCastéjSich problému pfi
jejich kultivaci, proto jsme pouzivané kultury na pfitomnost mykoplazmy ,,otestovali.

Postup na detekci mykoplazmy v bunéénych kulturach sestavila T. Kopska:

Buriky jsme tyden pfed znaCenim kultivovali v médiu bez antibiotik.

Buriky rostouci v suspenzi: Do media s buiikami jsme pfidali formaldehyd o vysledné
koncentraci 3,7%. Burky jsme takto fixovali 3 minuty a poté stoCili pti 200 g. Supernatant
jsme odstranili, buriky poté rozsuspendovali v PBS a stocili pfi 200 g. Supernatant jsme znovu
odstranili a jeho zbytky osusili od hrdla centrifuga¢ni zkumavky. Ze sedimentu jsme odsali
10 pl a nanesli na podlozni sklo. Na to jsme poté nakapali zalévaci roztok s DAPI
(4,6-diamidin-2-fenylindol) a pfikryli krycim sklem.

Buiiky rostouci na substratu: Pokud byly buiiky v kapkach na krycich sklech, zalili jsme je
3,7% roztokem formaldehydu, pokud byla kryci skla v médiu pfidali jsme k nim formaldehyd
o vysledné koncentraci 3,7%. Burky na sklech jsme fixovali 5 minut a poté promyli 3krat S
minut v PBS. Na podlozni skla jsme nanesli 10 pl zalévaciho media s DAPI, kryci sklo jsme

vytiali z PBS a preklopili na kapku.
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Detekce mykoplazmy pomoci mikroskopu: Pokud jsme vidéli pouze bunéfna jadra, byla
detekce mykoplazmy negativni. Pokud jsme kromé jader vidéli i drobné body v okoli bungk,

detekce byla pozitivni.

4.3.2. Experimentalni podminky

Buriky, které jsme pouzivali k experimentim se nachazely v obdobi ristové faze nebo na
jejim vrcholu, pti¢emz jich bylo jiz dostateéné mnozZstvi pro nasazeni na dany experiment (viz

kap. 43.2.2)

4.3.2.1. Pocitani bunék

Buikky K562 jsme fadné€ rozsuspendovali a asi 50 pl jsme odebrali pro zjisté€ni
koncentrace bun€k v dané suspenzi. Uvedené mnoZstvi suspenze jsme promichali se stejnym
objemem barviciho roztoku trypanové modii (0,4% roztok v PBS) a pomoci Birkerovy
komurky jsme bunky spocitali. Bunétna linie Caco-2 je adherentni a buriky jsme proto
musely nejdfive pfevést do suspenze pomoci trypsinu. Dale jsme s nimi pracovali jako
s K562.

4.3.2.2 Vyseti bunék

Pfi kazdém experimentu jsme na jednu Petriho misku o pruméru 5 cm vyseli takové
mnozstvi bunék, aby vysledna koncentrace v celkovém mnoZstvi 5 ml suspenze byla 400 tisic
bunék/ml.

Spocitané buriky jsme nékolikrat promyli roztokem PBS a centrifugovali
(200 g/10 minut). Promyvaci roztok jsme odsali a butiky rozsuspendovali v zakladnim mediu
(RO) o stejném objemu z jakého byly buriky odebrany k pocitani. Objem suspenze obsahujici
2 miliony bunék jsme doplnili do 2,5 ml rovnéz zakladnim mediem (RO). Zbyvajici objem
2,5 ml jsme doplnili pfisluSnym mediem vzhledem k experimentu (viz kap 4.3.1.).
Koncentraty pfidavajici se k zakladnimu médiu (viz kap. 4.1.1.3.) jsme pfidali dvojnasobné&
koncentrované, nebot po smichani média s bunéCnou suspenzi doslo k jejich nafedéni na
poloviéni koncentraci. Po fadném promichani jsme tedy ziskali suspenzi 5 ml o koncentraci
400 tis. bun€k/ml.
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Kazdy experiment se sestaval vzdy z kontrolnich, tedy z naseho pohledu neovlivnénych, a
experimentalnich podminek, pfi¢emz jedna experimentdlni dvojice obsahovala burky

pochazejici z téZze Petriho misky.

4.3.3. Izolace RNA

Po uplynuti inkubaéni doby jsme burky sklidili, promyli omyvacim roztokem (PBS) a
centrifugovali (200 g/10 minut). Po odsati supernatantu jsme bunény sediment lyzovali a
izolovali celkovou RNA dle standardniho navodu pomoci RNeasy mini kitu (QIAGEN

RNeasy mini kit) s ipravami na nase podminky:

1. Kbuné&nému lyzatu jsme pfidali 350 ul RLT pufru (do 1 ml RLT pufru jsme pfidali
100 pul B-merkaptoethanolu) a rozmichali pipetou do rozpusténi.

2. Suspenzi jsme piepipetovali do 1,5 ml zkumavky a promichali nasatim a vystfiknutim

injekéni stiikackou s jehlou (@ 0,8 mm) minimalné 5x.

Pridali jsme 350 pl 70% ledového ethanolu a dobie rozmichali pipetou.

Suspenzi jsme pienesli do kolonky a centrifugovali 15 s pfi 8 000 g.

Pridali jsme 350 pl RW1 pufru a centrifugovali 15 s pfi 8 000 g.

Do 100 ml zkumavky jsme napipetovali 70ul RDD pufru, pfidali 10 ul DNasy I a opatrné

A

promichali.

7. Tento mix jsme napipetovali do kolonky a inkubovali 15 minut pfi laboratorni teploté
(20 - 30°C).

8. Do kolonky jsme pfidali 350 ul RW1 pufru a centrifugovali 15 s pfi 8 000 g.

9. Vyménili jsme sbémou zkumavku, napipetovali 500 pl RPE pufru na kolonku a
centrifugovali 15 s pfi 8 000 g.

10. Pidali jsme dalSich 500 pul RPE pufru a centrifugovali 2 min. pfi 8 000 g.

11. Pro rozpusténi RNA jsme kolonku pfendali do 1,5 ml zkumavky, pfidali 15 pl H;O
(,,RNase free“ kvality) a centrifugovali 1 min pfi 10 000 g

12. Znovu jsme pfidali 15 pul H;O (,,RNase free“ kvality) a centrifugovali 1 min. pfi 10 000 g.

Kvalitu RNA jsme ovéfili pomoci gelové elektroforézy (ELFO) na 2% agardze

s vizualizaci ethidiumbromidem. Gely jsme vyhodnocovali pomoci UV kamery.

Koncentrace RNA jsme zméfili na spektrofotometru.
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Obr. 1. Celkova RNA v 2 % agar6zovém gelu. Jednotlivé prouzky odpovidaji ribozomalni

RNA nalezici velké a malé podjednotce, smir (,,§mouhy*) jsou fragmenty mRNA.
4.3.4. Reverzni transkripce (RT)
Izolovanou RNA (100pg/ml) jsme prevedli na cDNA reverzni transkripci (TagMan —
Reverse Transcription Reagens, Applied Biosystems). Reak¢éni podminky: 10 min pii 25°C,

30 min pfi 48°C, 5 min pfi 95°C.

Slozeni reakéni smési na jednu reakci:

10x RT pufr 1,0
25 mM MgCl, 22l
dNTP mix 2,0 ul
Hexamery 0,25 ul
H,0 (PCR kvality) 3,1ul
RNase inhibitor 0,2 u
Reverzni transkriptaza | 0,25 pl
RNA (100ug/ml) 1,0 ul
Celkovy objem 10,0 pl

4.3.5. ,,Real-Time*“ PCR (PCR - polymerazova retézova reakce)

Ziskanou cDNA jsme pouzili pro ,Real-Time*“ PCR (ABI Prism — 7000 Sequence
Detection System).
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43.5.1. PCR

Hlavnim pfinosem metody PCR (polymerazova fetézova reakce) je rychlé ,namnozeni
(amplifikace) zvoleného fragmentu nukleové kyseliny.

Pomoci PCR lze v§ak namnozit jen takové fragmenty, které jsou ohranieny useky o
znamé sekvenci, pokud neni jejich sekvence znama celd. Podle téchto sekvenci jsou poté
navrhovany tzv. primery, tj. jednofetézcové molekuly DNA komplementarni vzdy k jednomu
z fetézcl cilové DNA urcené k amplifikaci. Tyto oligonukleotidy jsou syntetizovany uméle a
jsou nutnou soucasti reakCni smési, ktera dale obsahuje deoxynukleotidtrifosfaty (dATP,
dTTP, dGTP, dCTP), reak¢ni pufr a termostabilni enzym (Taq polymeraza).

V prvnim reak¢énim kroku, kdy dochazi pii teplot€ nad 92°C k denaturaci templatové

DNA, je molekula DNA rozbalena, takZe je pfitomna jako jednofetézcova molekula. Diky
tomu je molekula DNA pfistupna reakcim probihajicim v dalSich krocich.
Ve druhém kroku je teplota sniZzena a primery mohou nasednout na komplementarni useky
cilové DNA. Tato ¢ast byva oznafovana jako ,annealing“ nebo hybridizace primerd.
Teoreticky je teplotu mozné vypodlitat na zaklad€ znalosti sekvence primeru, nicméné
optimalni teplotu je nutné stanovit experimentalné. Pfedpokladem pro Cinnost enzymu je
ptitomnost kratkych dvoutetézcovych usekd s volnym 5° koncem. Enzym nasedne na volny
konec primeru a zaéne dosyntetizovavat komplementarni vlakno dvousroubovice. To se déje
ve tietim kroku reakce pfi teplot€ 72°C, ktery je oznaCovan jako extenze.

Podle typu pristroje a délky amplifikovanych fragmenti trvaji jednotlivé kroky desitky
sekund az minuty. Reaké¢ni kroky jsou automaticky opakovany 20 — 40x. Béhem této doby
dojde k exponencialnimu ,,namnozeni“ daného fragmentu DNA.

Vyhoda reakce spociva v potfebé minimalniho mnozZstvi vychozi DNA, rychlosti a vysoké

specifité. Nevyhodou je predevsim nachylnost ke kontaminaci cizorodou DNA.

4.3.5.2. ,Real-Time“ PCR

Rozdil této metody od ,klasické“ PCR je vtom, ze kromé& zakladni cyklické faze je
soucasti reak¢nich podminek dalsi, tzv. preinkubani faze. Dalsi rozdil a zaroven velka
vyhoda tohoto typu PCR reakce je moznost sledovat prub&éh reakce. Zname tedy vysledné
hodnoty v kazdém dil¢im cyklu reakce a ne pouze konetny, celkovy vysledek. Proto se tato

metoda také nékdy oznaluje jako kvantitativni PCR, nebot’ na rozdil od ,klasické®, tedy
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kvalitativni PCR, kde zji§tujeme pouze pfitomnost produktu, Real-Time PCR ndm umoziiuje
zjistit 1 jeho relativni mnozstvi [86], [87], [88].

Expresi mizeme pomoci ,,Real-Time“ PCR méfit bud’ absolutné, kdy jednotlivé hodnoty
exprese vztahujeme ke kalibra¢ni kfivce, nebo jako v naSem piipad€ relativné, kdy sledujeme
pouze relativni zménu exprese vzorku wvii¢i kontrole.

Ke zviditelnéni ziskané DNA se pouziva bud’ fluorescencné znafena sonda (obr.2, str. 40)
nebo fluorescentni barva nespecificky se vazici na dsDNA (obr.3, str. 40).

Béhem PCR je svétlo z halogenové lampy prabé&zné vyzafovano do kazdé jamky na
96-jamkové optické mikrotitra¢ni desti¢ce. Svétlo prochazi otvorem do jamky a zpdsobuje
excitaci fluorescenCni barvy pfitomné ve vzorku. Vysledné emitované fluorescenéni zareni
mezi 500 nm a 660 nm je snimano v kazdé jamce béhem extencni faze PCR reakce (obr. 4,
str.41)

Reak¢ni podminky: 2 min pti 50°C, 10 min pti 95°C, cyklicka faze sestavala ze 40 cykll,
pfi nichz se opakuje 15 s 95°C a 1 min 60°C.

SloZeni reak¢&ni smési na jednu reakci:

Master Mix (viz kap. 4.1.4.) 12,5 pl
H,O (PCR kvality) 7,5 ul
Primer- reverse (400nM) 2,0l
Primer — forward (400nM) 20 u
cDNA (viz kap. 4.3.4.) 1,0 pl
Celkovy objem 25,0 ul
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Obr. 2. Princip znaceni sondou. (pfevzato z ,,7000 SDS User Guide*)

SYBR Green 1 During a Single Cycle of a PCR
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When added to the reaction, the SYBR Green 1 Dye binds non-specifically to the
hybridized dsDNA and fluoresces.

Dissociation

Denaturation complete, the SYBR Green 1 Dye dissociates from the strand. resulting
in decreased fluorescence.

Polymerization
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During the extension phase, the SYBR Green 1 Dye begins binding to the PCR
product.
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Polymerization is complete and SYBR Green 1 Dye is completely bound, resulting in a
net increase in fluorescence.

Obr. 3. Princip znaeni SybrGreenem (pfevzato z ,,7000 SDS User Guide®).
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Halogen Lamp
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Obr. 4. Princip snimani fluorescence (pfevzato z ,,7000 SDS User Guide®)

Z literatury jsme prevzali sekvence primeri pro DMTI1 a feroportinl [89]. Primery pro
ostatni transportéry, u kterych jsme pouzivali vizualizaci SybrGreenem, navrhovala MUDr.
Markéta Cimburova, PhD. Jako kontrolni gen jsme dle literatury pouZili GAPDH, rovnéz
vizualizovany SybrGreenem [89].

Priklad prubéhu PCR reakce jednotlivych transportéra (v tomto pfipad€ feroportinu 1 a
hefestinu) a kontrolniho genu (GAPDH) pii vizualizaci DNA sondou a SybrGreenem ukazuji
obr. 5 (str. 42) a 6 (str. 42).
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nomalizovana fluorescence*
(A500-360nm)

Obr. 5.

normalizovana fluorescence*
(As00-660nm )

Obr. 6.

—0—Fp: kontroia

_____________ =.=, ——Fp: vzorek

——f— GAPDH: kontrola
1 4 —a&— GAPDH: vzorek

0 T T T T T T T T T
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39
pocet cyklu

Fluorescence vzorku sledujici expresi ferroportinu 1 (Fp) znaenych DNA sondou a
kontrolniho genu (GAPDH) v zavislosti na po¢tu cykld PCR reakce. *fluorescence
vzorku normalizovand na pasivni referenci (referen¢ni barva minimalizujici

fluktuaci signalu zpisobenou jinymi nez PCR faktory).

54
45
4 |
3,5 1
34
2,5
24
—0O—Hp: lontrola
1,5 1
—8— Hp: \zorek
11 —a&— GAPDH: lontrola
0,5 ________________ —t— GAPDH: vzorek
0+ T T T T T T T T v
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39
pocet cykl

Fluorescence vzorka sledujici expresi hefestinu (Hp) a kontrolniho genu (GAPDH)

znaCenych pomoci SybrGreenu v zavislosti na poctu cykli PCR reakce.
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*fluorescence vzorku normalizovana na pasivni referenci (referenni barva

minimalizujici fluktuaci signalu zptisobenou jinymi nez PCR faktory).

Pro ovéreni nulové kontaminace cizorodou DNA jsme po skonCeni PCR reakce provedli
disociaci vzorkd. Nasledné vyhodnoceni disociaéni kfivky (teploty tani produktu) ukazalo,
zda se béhem reakce amplifikoval pouze nami pozadovany fragment DNA — disocia¢ni kiivka
ma pouze jeden vrchol o odpovidajici teploté tani. Teploty tani produktd PCR reakce: DMT1
— znaCeni sondou neumoziuje vytvofit disociacni kiivku, Dcytb — 80°C, ferroportin — znaceni
sondou neumoziiuje vytvofit disocia¢ni kfivku, hephaestin — 77°C, ceruloplasmin — 75°C,
GAPDH - 79°C.

Vyhodnoceni vysledkii jsme provedli metodou 2°%“* [90]. Jednotlivé vysledky jsme poté
testovali na odlehlost pomoci Q testu [91] a odlehlé hodnoty jsme vyloucili. Kone¢né

statistické zpracovani jsme provedli pomoci parového T testu.
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5. Vysledky

5.1. Vliv deprivace ionti Zeleza na expresi molekul zac¢astnénych

v transportu ionti Zeleza

5.1.1. Vliv deprivace iontu Zeleza na expresi molekul zia¢astnénych v transportu ionta

zeleza u bunék lidské erytroleukemické linie K562

Buiiky linie K562 jsme kultivovali po dobu 24 hodin v chemicky definovaném mediu bez
pfidaného zdroje ionti Zeleza. Jako kontrolu jsme pouzili buiky kultivované v mediu
s lidskym transferinem (5 pg/ml) jako zdrojem Zeleza. Kultivace probihala v inkubatoru pfi
37°C ve vlh€ené atmosfére obsahujici 5 % CO,. Z bun€k jsme nasledn€ izolovali RNA a
pomoci metody ,Real-Time“ PCR jsme zjiStovali vliv deprivace ionti Zeleza na expresi
sledovanych molekul transportu iontt zeleza: DMT1 (,,divalent metal transporter 1), Dcytb
(,,duodenal cytochrom b-like®), ferroportin 1, hefestin, ceruloplasmin, na urovni mRNA.

Vysledky byly vyhodnoceny metodou 24",

Tab. 1. Vliv deprivace ionti Zeleza na expresi molekul transportu ionti Zeleza na urovni

mRNA u bunék K562 po 24 h kultivace v mediu bez ptidaného zdroje iontl Zeleza.

experiment Relativni mnozstvi mRNA*
DMT1 Dcytb Ferroportin Hefestin
1 0,73 1,18 0,56 1,16
2 0,70 0,72 0,58 0,69
3 0,81 0,76 1,08 0,98
4 0,88 0,86 0,68 1,18
pramér + SEM | 0,78 +0,04 | 0,88+0,10 | 0,61 0,04 | 1,00+0,11

*Jednotlivé hodnoty jsou vztaZeny ke kontrolnimu vzorku (kalibratoru), ktery byl nastaven na
hodnotu 1,00.

*Hodnoty podezielé jako odlehlé a na zaklad& Q testu vylougené
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Souhrnné vysledky jsou uvedeny v Tab. 1. V ptipadé transportéru DMT1 byla v dusledku
deprivace iontd Zeleza v médiu exprese niz8i o 22% (obr. 1). U ferrireduktasy Dcytb doslo ke
snizeni o 12% (obr. 2, str. 46). Exprese ferroportinu se rovnéz snizila a to o 39% (obr. 3,
str. 46). U ferroxidasy hefestinu ke zméné exprese vlivem deprivace ionti Zeleza nedoslo
(obr. 4, str. 47). Hladina mRNA pro ceruloplasmin je u bun€ék K562 tak nizka, Ze neni

metodou ,,Real-Time*“ PCR detekovatelna.

1,2 -

0,6 -

0,4 -

relativni mnozstvi mRNA

kontrola -Fe

Obr. 1. Vliv deprivace ionti Zeleza na expresi DMT1 u bunék K562. Buiiky byly
kultivovany 24 h v mediu bez dodaného zdroje iontt Zeleza (-Fe) a buiiky kontroly
v mediu s transferinem (5 pg/ml) jako zdrojem iontd Zeleza. * statisticky

signifikantni sniZzeni exprese, P < 0,05.
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Obr. 2. Vliv deprivace iontd Zzeleza na expresi Dcytb u bunék K562. Buiky byly
kultivovany 24 h v mediu bez dodaného zdroje iontl Zeleza (-Fe) a buriky kontroly

v mediu s transferinem (5 pg/ml) jako zdrojem iontt Zeleza.
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Obr. 3. Vliv deprivace ionti Zeleza na expresi ferroportinu u bunék K562. Buiiky byly
kultivovany 24 h v mediu bez dodaného zdroje iontd Zeleza (-Fe) a buriky kontroly
v mediu s transferinem (5 pg/ml) jako zdrojem iontd Zeleza. * statisticky

signifikantni sniZzeni exprese, P < 0,05.
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Obr. 4. Vliv deprivace iontu Zeleza na expresi hefestinu u bunék K562. Buiky byly
kultivovany 24 h v mediu bez dodaného zdroje iontl Zeleza (-Fe) a buriky kontroly

v mediu s transferinem (5 pg/ml) jako zdrojem iontl Zeleza.

5.1.2. Vliv deprivace iontu Zeleza na expresi molekul zicastnénych v transportu ionti

Zeleza u bunék lidské linie kolorektilniho karcinomu Caco-2

Buiiky linie Caco-2 jsme kultivovali po dobu 24 hodin v definovaném mediu bez
pfidaného zdroje iontd Zeleza. Jako kontrolu jsme pouzili buiky kultivované v mediu
obsahujici transferin z FBS jako zdroj iontt zeleza. Kultivace probihala v inkubatoru pii 37°C
a vlhéené atmosféie obsahujici 5 % CO,. Z bunék jsme nasledn€ izolovali mRNA a pomoci
metody ,,Real-Time*“ PCR jsme zji§tovali vliv deprivace ioni Zeleza na expresi molekul
transportu iontu Zeleza: DMT1 (,,divalent metal transporter 1“), Dcytb (,,duodenal cytochrom
b-like), ferroportin 1, hefestin, ceruloplasmin; na urovni mRNA. Vysledky byly

vyhodnoceny metodou 24,
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Tab. 2. Vliv deprivace iontl Zeleza na expresi molekul transportu ionti Zeleza na Grovni

mRNA u bunék CaCo2 po 24 h kultivace v mediu bez pfidaného zdroje ionti Zeleza.

experiment Relativni mnozstvi mRNA*
DMT1 Dcytb Ferroportin | Hefestin Ceruloplasmin
1 1,26 1,58 1,69 1,44 0,82
2 1,66 1,64 1,41 1,57 0,74
3 1,66 0,77 1,15 1,44 1,33
4 0,85 2,07 1,19 1,23 1,32
prumér + SEM | 1,36 £0,19 | 1,52+ 0,27 | 1,36 £0,12 | 1,42 + 0,07 1,05+0,16

*Jednotlivé hodnoty jsou vztazeny ke kontrolnimu vzorku (kalibratoru), ktery byl nastaven na

hodnotu 1,00.

Souhrnné vysledky jsou uvedeny v Tab. 2. V piipadé bun€k Caco-2 se u molekuly DMT1
po 24 hodinach bez iontt Zeleza exprese zvySila 0 36% (obr. 5, str. 49). Ke zvySeni doSlo i u
Dcytb. Exprese byla zvySena o 52% (obr. 6, str. 49). Exprese ferroportinu byla rovnéz
zvySena. Zvyseni bylo 36% (obr. 7, str. 50). U hefestinu jsme zaznamenali zvySeni exprese,
které ¢ini 42% (obr. 8, str. 50). Co se tyCe ceruloplasminu se exprese zvysila pouze o 5%

(obr. 9, str. 51).
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Obr. 5. Vliv deprivace iontd Zeleza na expresi DMT1 u buné€k Caco-2. Buiiky byly
kultivovany 24 h v mediu bez dodaného zdroje iontu Zeleza (-Fe) a butiky kontroly

v mediu s transferinem obsaZzenym ve FBS jako zdrojem ionti Zeleza.
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Obr. 6. Vliv deprivace ionti Zeleza na expresi Dcytb u bun€k Caco-2. Buiky byly
kultivovany 24 h v mediu bez dodaného zdroje iontt Zeleza (-Fe) a buiriky kontroly

v mediu s transferinem obsaZenym ve FBS jako zdrojem iontd Zeleza.
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relativni mnozstvi mRNA

Obr.

relativni mnozstvi mRNA

Obr.
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7. Vliv deprivace iontd Zeleza na expresi ferroportinu u bunék Caco-2. Buiiky byly
kultivovany 24 h v mediu bez dodaného zdroje iontt Zeleza (-Fe) a buiiky kontroly

v mediu s transferinem obsaZzenym ve FBS jako zdrojem ionti Zeleza.
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8. Vliv deprivace iontd Zeleza na expresi hephaestinu u bun€k Caco-2. Buriky byly
kultivovany 24 h v mediu bez dodaného zdroje iontu Zeleza (-Fe) a buriky kontroly

v mediu s transferinem obsazenym ve FBS jako zdrojem iontt Zeleza.
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Obr. 9. Vliv deprivace iontu Zeleza na expresi ceruloplasminu u bun€k Caco-2. Buiky byly
kultivovany 24 h v mediu bez dodaného zdroje iontl Zeleza (-Fe) a buiiky kontroly

v mediu s transferinem obsazenym ve FBS jako zdrojem ionti Zeleza.

Podobné jsme stanovili expresi sledovanych molekul u bun€k Caco-2 i po 72 hodinach
kultivace v definovaném mediu bez ptidaného zdroje iontu Zeleza. Jako kontrolu jsme pouzili
buriky kultivované v mediu obsahujici transferin z FBS jako zdroj iontu Zeleza. Kultivace
probihala v inkubatoru pfi 37°C a vlhCené atmosféfe obsahujici 5% CO,. Z bunék jsme
nasledné izolovali mRNA a pomoci metody ,,Real-Time*“ PCR jsme zjiStovali vliv deprivace
iontl Zeleza na expresi molekul transportu iontd Zeleza: DMT1 (,,divalent metal transporter
1), Dcytb (,,duodenal cytochrome b-like“), ferroportin 1, hefestin, ceruloplasmin; na Grovni

mRNA . Vysledky byly vyhodnoceny metodou 2.

51



Vysledky

Tab. 3. Vliv deprivace ionti Zeleza na expresi molekul transportu iontd Zeleza na Grovni

mRNA u bunék CaCo2 po 72 h kultivace v mediu bez pfidaného zdroje iontd Zeleza.

experiment Relativni mnozstvi mRNA*
DMT1 Dcytb Ferroportin | Hefestin Ceruloplasmin
1 0,20 0,85 0,38 1,61 1,58
2 0,61 1,04 1,52 1,59 0,98
3 0,87 1,38 1,74 1,61 0,71
4 1,36 1,52 1,89 1,68 1,32
prumér = SEM | 0,76 +£,24 | 1,20+0,15 | 1,38+0,34 | 1,62+0,02 1,15+0,19

*Jednotlivé hodnoty jsou vztazeny ke kontrolnimu vzorku (kalibratoru), ktery byl nastaven na
hodnotu 1,00.

Souhrnné vysledky jsou uvedeny v Tab. 3. Po kultivaci 72 hodin v médiu bez ptidaného
zdroje iontl Zeleza se u bunék Caco-2 snizila exprese DMT1 o 24% (obr. 10, str. 53). Ke
zvySeni exprese doslo u molekuly Dcytb o 20% (obr. 11, str.53) a u ferroportinu 1 o 38%
(obr. 11, str.54). U hefestinu jsme rovnéz zaznamenali zvySeni, které ini 62% (obr. 13,

str. 54). Stejné tak u ceruloplasminu se exprese o 15% zvysila (obr.14, str. 55).

52



Vysledky
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Obr. 10. Vliv deprivace iontli zeleza na expresi DMT1 u bun¢k Caco-2. Buiiky byly
kultivovany 72 h v mediu bez dodaného zdroje iontt Zeleza (-Fe) a buiiky kontroly

v mediu s transferinem obsazenym ve FBS jako zdrojem ionti Zeleza.

16
14

12

1 4
08 -
06 -
04
02 -

0- :

kontrola Fe

Obr. 11.  Vliv deprivace iontd Zeleza na expresi Dcytb u bun€k Caco-2. Buiky byly

relativni mnozstvi mRNA

kultivovany 72 h v mediu bez dodaného zdroje iontt Zeleza (-Fe) a buiiky kontroly

v mediu s transferinem obsaZenym ve FBS jako zdrojem iontt Zeleza.
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Obr. 12.  Vliv deprivace iontli Zeleza na expresi ferroportinu u bunék Caco-2. Buiiky byly
kultivovany 72 h v mediu bez dodaného zdroje iontd Zeleza (-Fe) a buiiky kontroly

v mediu s transferinem obsaZenym ve FBS jako zdrojem iontu Zeleza.
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Obr. 13.  Vliv deprivace iontd Zeleza na expresi hephaestinu u bun€k Caco-2. Buiiky byly

kultivovany 72 h v mediu bez dodaného zdroje ionti Zeleza (-Fe) a buiiky kontroly
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mediu s transferinem obsazenym ve FBS jako zdrojem iontu Zeleza. * statisticky

signifikantni zvySeni exprese, P <0,05.
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Obr. 14.  Vliv deprivace iontl Zeleza na expresi ceruloplasminu u bunék Caco-2. Buiky
byly kultivovany 72 h v mediu bez dodaného zdroje iontd Zeleza (-Fe) a buriky

kontroly v mediu s transferinem obsazenym ve FBS jako zdrojem ionti Zeleza.

5.2. Vliv vysokych hladin netransferinovych iontu Zeleza na expresi

molekul zacastnénych v transportu ionti Zeleza

5.2.1. Vliv vysokych hladin netransferinovych iontu Zeleza na expresi molekul
zicastnénych v transportu iontu Zeleza u bunék lidské erytroleukemické
linie K562

Buriky linie K562 jsme kultivovali po dobu 24 hodin v chemicky definovaném médiu
s citratem Zzelezitym (500 puM) jako zdrojem ionti Zeleza. Jako kontrolu jsme opét pouzili
burtiky kultivované v médiu s lidskym transferinem (5 pg/ml) jako zdrojem iontd Zeleza.
Kultivace probihala v inkubatoru pii 37°C a vlh¢ené atmosféie obsahujici 5 % CO,. Z bunék

jsme izolovali RNA a pomoci metody ,Real-Time“ PCR jsme zjiS§tovali vliv na expresi
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sledovanych molekul transportu ionti Zeleza: DMT1 (,,divalent metal transporter1*), Dcytb
(,,duodenal cytochrome b-like®), ferroportin, hefestin, ceruloplasmin; na Grovni mRNA.

Vysledky byly vyhodnoceny metodou 244",

Tab. 4. Vliv vysoké hladiny ionti Zeleza na expresi molekul transportu iontd Zeleza na
urovni mRNA u bunék K562 po 24 h kultivace v mediu s pfidanym zdrojem iontd
Zeleza (citrat Zelezity 500 uM).

experiment Relativni mnozstvi mRNA*
DMT1 Dcytb Ferroportin Hefestin
1 1,04 1,04 1,33 1,04
2 1,65 1,43 2,06 1,01
3 1,51 1,59 1,73 1,26
4 1,41 0,97 1,68 1,03
prumér + SEM | 1,40+0,13 | 1,26+0,15 | 1,70+£0,15 | 1,09+0,06

*Jednotlivé hodnoty jsou vztazeny ke kontrolnimu vzorku (kalibratoru), ktery byl nastaven na

hodnotu 1,00.

Souhrnné vysledky jsou uvedeny v Tab. 4. Hladina mRNA pro ceruloplasmin byla opét
tak nizka, Ze nebyla u bunék K562 metodou Real-Time PCR detekovatelna. U transportéru
DMT1 se exprese po vlivu zvySené hladiny iontd Zeleza zvysila o 40% (obr. 15, str. 57).
Stejné tak doslo ke zvySeni exprese u molekuly Dcytb a to 0 26% (obr. 16, str. 57). Exprese
ferroportinu se rovnéz vyraznéji zvysila, byla vyssi o 70% (obr. 17, str. 58). U hefestinu ke

zméné exprese vlivem zvysené hladiny iontd Zeleza téméf nedoslo (obr. 18, str. 58).
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Obr. 15.  Vliv zvySené hladiny iontd Zeleza na expresi DMT1 u bun€k K562. Buiiky byly
kultivovany 24 h v mediu s citratem zelezitym (FeC) jako zdrojem zvySené
hladiny iontd Zeleza (500 uM) a buriky kontroly v mediu s transferinem (5 pg/ml)

jako zdrojem iontu Zeleza.
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Obr. 16. Vliv zvySené hladiny iontd Zeleza na expresi Dcytb u bun€k K562. Buiky byly
kultivovany 24 h v mediu s citratem Zelezitym (FeC) jako zdrojem zvySené
hladiny iontd Zeleza (500 uM) a buriky kontroly v mediu s transferinem (5 pg/ml)

jako zdrojem iontu Zeleza.
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Vliv zvySené hladiny iont( Zeleza na expresi ferroportinu 1 u bun¢k K562. Burky
byly kultivovany 24 h v mediu s citratem Zelezitym (FeC) jako zdrojem zvySené
hladiny iontd zeleza (500 uM) a buiiky kontroly v mediu s transferinem (5 pg/ml)

jako zdrojem iontu Zeleza. * statisticky signifikantni zvySeni exprese, P < 0,05.

HH

Obr. 18.

kontrola FeC

Vliv zvy$ené hladiny iontt Zeleza na expresi hefestinu u bunék K562. Buriky byly
kultivovany 24 hod. v médiu s citratem Zzelezitym (FeC) jako zdrojem zvySené
hladiny iontt Zeleza (500 uM) a buriky kontroly v médiu s transferinem (5 pg/ml)

jako zdrojem iontu Zeleza.
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5.2.2. Vliv vysokych hladin netransferinovych ionti Zeleza na expresi molekul
zucastnénych v transportu ionti Zeleza u bunék lidské linie kolorektilniho

karcinomu Caco-2

Buiiky linie Caco-2 jsme kultivovali po dobu 24 hodin v chemicky definovaném mediu
s citratem Zelezitym (500 uM) jako zdrojem iontu Zeleza. Jako kontrolu jsme pouzili burky
kultivované v mediu obsahujici transferin z FBS jako zdroj iontd Zeleza. Kultivace probihala
v inkubatoru pii 37°C a vlh¢ené atmosfére obsahujici S % CO;. Z bunék jsme izolovali RNA
a pomoci metody ,Real-Time“ PCR jsme zji§tovali vliv na expresi sledovanych molekul
transportu iontd Zeleza: DMT]1 (,,divalent metal transporter 1“), Dcytb (,,duodenal cytochrome
b-like*), ferroportin, hefestin, ceruloplasmin; na irovni mRNA. Vysledky byly vyhodnoceny

metodou 274",

Tab. 5. Vliv zvySené hladiny ionti Zeleza na expresi molekul transportu ionti Zeleza na
urovni mRNA u bunék Caco-2 po 24 h kultivace v mediu s pfidanym zdrojem iontd

Zeleza (citrat Zelezity 500 uM).

experiment Relativni mnoZzstvi mRNA*
DMT1 Dcytb Ferroportin | Hefestin Ceruloplasmin
1 0,97 1,67 1,44 1,45 1,17
2 0,30 1,63 0,70" 1,35 1,07
3 0,43 1,74 1,46 1,39 1,23
4 0,81 1,35 1,37 1,49 1,79
promér = SEM | 0,63 0,16 | 1,60 £0,09 | 1,42+0,03 | 1,42+0,03 | 1,16 =0,07

*Jednotlivé hodnoty jsou vztazeny ke kontrolnimu vzorku, ktery byl nastaven na hodnotu
1,00.

*Hodnoty podezielé jako odlehlé a na zaklad& Q testu vylougené.

Souhrnné vysledky jsou uvedeny v Tab. 5. U molekuly DMT1 jsme jako u jediné ze
sledovanych molekul transportu iontl Zeleza zjistili snizeni exprese o 37% (obr. 19, str. 60).
Ke zvySeni exprese doslo u Dcytb a to vice jak o polovinu, o 60% (obr. 20, str. 60). Exprese

ferroportinu se rovnéz zvysila, a to o 42% (obr. 21, str. 61). Ke stejnému zvySeni exprese

59



Vysledky

doslo u hefestinu (obr. 22, str. 61). U ceruloplasminu se ukazalo pouze mirné zvySeni exprese
a to o 16% (obr. 23, str. 62).
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Obr. 19. Vliv zvySené hladiny ionti Zeleza na expresi DMT1 u bunék Caco-2. Buiiky byly
kultivovany 24 h v mediu s citratem Zzelezitym (FeC) jako zdrojem zvySené
hladiny iontd Zeleza (500 uM) a buriky kontroly v mediu s transferinem (5 pg/ml)

jako zdrojem iontt Zeleza.
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Obr. 20.  Vliv zvySené hladiny ionti Zeleza na expresi Dcytb u bunék Caco-2. Buiky byly

kultivovany 24 hod. v médiu s citratem Zzelezitym (FeC) jako zdrojem zvySené
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hladiny iontd zeleza (500 uM) a buiiky kontroly v médiu s transferinem (5 pg/ml)

jako zdrojem iontd Zeleza. * statisticky signifikantni zvySeni exprese, P < 0,05.

14

i mnozstvi mRNA

tivn

04

rela

02 4

Obr. 21.  Vliv zvySené hladiny iontd Zeleza na expresi ferroportinu u bunék Caco-2. Buiiky
byly kultivovany 24 h v mediu s citratem zelezitym (FeC) jako zdrojem zvySené
hladiny iontd Zeleza (500 uM) a buiiky kontroly v mediu s transferinem (5 pug/ml)

jako zdrojem ionth Zeleza. * statisticky signifikantni zvySeni exprese, P < 0,05.
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Obr. 22.  Vliv zvySené hladiny iontl Zeleza na expresi hephaestinu u bunék Caco-2. Buiiky

byly kultivovany 24 h v mediu s citratem Zelezitym (FeC) jako zdrojem zvySené
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hladiny iontd zeleza (500 uM) a buiiky kontroly v mediu s transferinem (5 pg/ml)

jako zdrojem iontu Zeleza. * signifikantni zvySeni exprese, P <0,05.
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Obr. 23. Vliv zvySené hladiny ionti Zeleza na expresi ceruloplasminu u bun€k Caco-2.
Buiiky byly kultivovany 24 hod. v mediu s citratem Zelezitym (FeC) jako zdrojem
zvySené hladiny iontu Zeleza (500 uM) a buiiky kontroly v mediu s transferinem
(5 pg/ml) jako zdrojem iontd Zeleza.

Buiiky linie Caco-2 jsme kultivovali v chemicky definovaném mediu s citratem
zelezitym (500 uM) jako zdrojem iontl Zeleza i po dobu 72 hodin. Jako kontrolu jsme pouzili
buriky kultivované v mediu obsahujici transferin z FBS jako zdroj iontt zeleza. Kultivace
probihala v inkubatoru pii 37°C a vlh¢ené atmosféfe obsahujici 5 % CO,. Z bun€k jsme
izolovali RNA a pomoci metody ,,Real-Time*“ PCR jsme zji§tovali vliv exprese na urovni
mRNA u nami sledovanych molekul transportu ionti Zeleza. Vysledky byly vyhodnoceny

metodou 279,
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Tab. 6. Vliv zvySené hladiny ionti Zeleza na expresi molekul transportu ionti Zeleza na
urovni mRNA u bun€k Caco-2 po 72 h kultivace v mediu s pfidanym zdrojem iontd

Zeleza (citrat zelezity 500 uM).

experiment Relativni mnozstvi RNA*
DMT1 Dcytb Ferroportin | Hefestin Ceruloplasmin
1 0,59 1,89 1,697 2,00 0,85
2 0,60 1,57 1,14 1,57 1,12
3 0,63 2,19 1,03 2,06 1,34
4 0,71 1,83 1,03 1,91 0,73
pramér + SEM | 0,63 £0,03 | 1,87 +0,13 | 1,07+0,04 | 1,89 +0,11 1,01 £0,14

*Jednotlivé hodnoty jsou vztaZeny ke kontrolnimu vzorku (kalibratoru), ktery byl nastaven na
hodnotu 1,00

*Hodnoty podezielé jako odlehlé a na zakladé Q testu vyloucené

Souhrnné vysledky jsou uvedeny v Tab. 6. Exprese mRNA kodujici DMT1 se snizila o
27% (obr. 24, str. 64) Exprese ferrireduktazy Dcytb se pomémé zna¢né zvysila, navySeni bylo
0 87% (obr. 25, str. 64). Exprese mRNA kodujici ferroportin se téméf nezmeénila, o pouhych
7% se zvysila (obr. 26, str. 65). U hephaestinu, stejné jako u Dcytb, doslo k navySeni o 87%

(obr. 27, str. 66). Exprese ceruloplasminu se prakticky nezmeénila (obr. 28, str. 67).
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Obr. 24.  Vliv zvySené hladiny iontu Zeleza na expresi DMT1 u bunék Caco-2. Buriky byly
kultivovany 72 h v mediu s citratem Zzelezitym (FeC) jako zdrojem zvySené
hladiny iontd zeleza (500 uM) a buitiky kontroly v mediu s transferinem (5 pg/ml)

jako zdrojem iontu Zeleza. *statisticky signifikantni snizeni exprese, P <0,05.
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Obr. 25.  Vliv zvySené hladiny iontu Zeleza na expresi Dcytb u bunék Caco-2. Butiky byly
kultivovany 72 h v mediu s citratem zelezitym (FeC) jako zdrojem zvySené
hladiny ionta Zeleza (500 uM) a buriky kontroly v mediu s transferinem (5 pg/ml)

jako zdrojem iontu Zeleza. * statisticky signifikantni zvySeni exprese, P < 0,05.
J ] y sig vy p
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Vliv zvy$ené hladiny iontd Zeleza na expresi ferroportinu u bunék Caco-2. Burky
byly kultivovany 72 h v mediu s citratem Zzelezitym (FeC) jako zdrojem zvySené
hladiny iontd Zeleza (500 uM) a buriky kontroly v mediu s transferinem (5 pg/ml)

jako zdrojem ionti Zeleza.

=

kontrola FeC
Vliv zvySené hladiny iontd Zeleza na expresi hefestinu u bunék Caco-2. Burky
byly kultivovany 72 h v mediu s citratem zelezitym (FeC ) jako zdrojem zvySené
hladiny iontd Zeleza (500 uM) a buriky kontroly v mediu s transferinem (5 pg/ml)

jako zdrojem iontu Zeleza. * statisticky signifikantni zvySeni exprese, P < 0,05.
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Obr. 28. Vliv zvySené hladiny ionti Zeleza na expresi ceruloplasminu u bun€k Caco-2.
Buriky byly kultivovany 72 h v mediu s citratem zelezitym (FeC) jako zdrojem
zvySené hladiny iontd Zeleza (500 uM) a buiiky kontroly v mediu s transferinem
(5 pg/ml) jako zdrojem iontd Zeleza.

5.3. Vliv ethanolu na expresi molekul zia¢astnénych v transportu

netransferinovych iontu Zeleza

5.3.1. Vliv ethanolu na expresi molekul zii¢astnénych v transportu netransferinovych

iontd Zeleza u bunék lidské linie kolorektalniho karcinomu Caco-2

Na zakladé klinickych zjisténi, kdy byl prokazan vztah ethanolu a poruch metabolismu
iontd Zeleza se mize predpokladat, Ze ethanol ovliviiuje transport iontd Zeleza. Expresi
transportnich molekul jsme se snazili ovlivnit pfitomnosti ethanolu v kultivatnim mediu.
V tomto experimentu byly v mediu s alkoholem kultivovany burky, které nikdy dfive
s alkoholem do styku nepfisly. Pozorovali jsme, jaka bude odpovéd po prvnich 48 hodinach
kultivace. Cilem bylo zjistit zda nedochézi k ovlivnéni exprese molekul transportu: DMT]1
(,divalent metal trnsporter 1°), Dcytb (,,duodenal cytochrom b-like), ferroportin 1, hefestin,
ceruoplasmin; na irovni mRNA plisobenim ethanolu.

Buiiky linie Caco-2 jsme kultivovali po dobu 48 hodin v mediu obsahujici 2 % ethanolu.

Jako kontrolu jsme pouzili butiky kultivované v mediu bez ethanolu. Kultivace probihala v
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inkubatoru pii 37°C a vlh¢ené atmosféte obsahujici 5 % CO,. Z bunék jsme izolovali RNA a
pomoci metody ,Real-Time*“ PCR jsme zjistovali vliv exprese na urovni mRNA u ndmi

sledovanych molekul transportu iontd Zeleza. Vysledky byly vyhodnoceny metodou 24"

Tab. 7. Vliv ethanolu na expresi molekul transportu iontd Zeleza na irovni mRNA u bun¢k

Caco-2 po 48 hod kultivace v mediu obsahujicim 2 % ethanolu.

experiment Relativni mnoZzstvi mRNA*
DMT1 Dcytb Ferroportin | Hefestin Ceruloplasmin
1 1,16 1,13 1,51 1,05 1,06
2 0,64 1,06 0,70” 1,06 0,49"
3 1,50 1,20 1,40 1,24 1,03
4 1,58 1,21 1,35 1,00 1,02
pramér = SEM | 1,22 +0,21 | 1,15+0,04 | 1,42 0,05 | 1,09+0,05 | 1,04 0,01

*Jednotlivé hodnoty jsou vztazeny ke kontrolnimu vzorku (kalibratoru), ktery byl nastaven na
hodnotu 1,00

*Hodnoty podezielé jako odlehlé a na zakladé Q testu vyloucené

Souhrnné vysledky jsou uvedeny v Tab.7. Vysledky ovlivnéni bun€k Caco-2 ethanolem,
jsou u molekul transportu ionti Zeleza na trovni mRNA nasledujici. Exprese DMT1 se
zvySila 0 22% (obr. 29, str. 68). U Dcytb byla exprese vyssi o 15% (obr. 30, str. 68). Jediné
vyznamnéj§i ovlivnéni jsme zaznamenali u ferroportinu. Exprese ferroportinu se o 42%
zvysila (obr. 31, str. 69). Exprese hefestinu a ceruloplasminu nedoznala téméf zadnych zmeén.
U hefestinu byla exprese zvySena o 9% (obr. 32, str. 69) a u ceruloplasminu o pouhé 4%
(obr. 33, str. 70).
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Obr. 29.  Vliv ethanolu na expresi DMT1 u bunék Caco-2. Buiiky byly kultivovany 48 h

relativni mnoZstvi mRNA

v mediu s 2 % ethanolu (EtOH) a buriky kontroly v mediu bez ethanolu.
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Obr. 30.  Vliv ethanolu na expresi Dcytb u buné€k Caco-2. Buiiky byly kultivovany 48 h
v mediu s 2 % ethanolu (EtOH) a buriky kontroly v mediu bez ethanolu.
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Obr. 31.  Vliv ethanolu na expresi ferroportinu 1 u bunék Caco-2. Buiiky byly kultivovany
48 h vmediu s 2 % ethanolu (EtOH) a buiky kontroly v mediu bez ethanolu.

* statisticky signifikantni zvySeni exprese, P < 0,05.
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Obr. 32.  Vliv ethanolu na expresi hefestinu u bunék Caco-2. Buriky byly kultivovany 48 h
v mediu s 2 % ethanolu (EtOH) a butiky kontroly v mediu bez ethanolu.
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Obr. 33.  Vliv ethanolu na expresi ceruloplasminu u bun€k Caco-2. Buiiky byly kultivovany
48 h v mediu s 2 % ethanolu (EtOH) a buriky kontroly v mediu bez ethanolu.
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6. Diskuse

Diky velkému zajmu o problematiku metabolizmu a transportu iontu Zzeleza doslo
v poslednich letech ke znaénému pokroku v poznani nékterych mechanizmi transportu
iontd Zeleza pfes plazmatickou membranu.

Zasadni roli pfi absorpci a transportu netransferinovych ionti Zeleza pres apikalni a
bazalni membranu enterocyti hraji membranové transportéry DMT1 (,divalent metal
transporter 1) a ferroportin 1. Tyto transportéry byly detekovany i u neenterocytarnich
bunék. Vzhledem ktomu, Ze oba uvedené transportéry jsou schopny pfenaSet pouze
dvojmocné ionty Zeleza, maji svou nezastupitelnou roli v transportu iontd Zeleza také
membranova ferrireduktasa Dcytb (,,duodenal cytochrom b-like*) pfitomnd na apikalni
strané enterocytd, kterd redukuje ionty Zelezité na Zeleznaté, a membranova ferroxidasa
hefestin pfipadné cytoplazmaticky ceruloplasmin, které na bazalni strané enterocytd
zajistuji zpétnou oxidaci ionti Zeleznatych na Zelezité. Dalsi dilezitou funkci DMT1 v
transportu iontdi eleza je jejich pienos z endosomi do cytoplazmy. Zeleznaté ionty,
transportované pres cytoplazmatickou membranu, jsou po oxidaci na ionty Zzelezité
pfenaseny v organizmu pomoci molekuly transferinu.

Studovali jsme vliv deprivace netransferinovych ionti Zeleza, vliv vysokych hladin
netransferinovych ionti Zzeleza a vliv ethanolu na expresi molekul transportu
netransferinového Zeleza pres plazmatickou membranu in vitro. Jedna se o molekuly
DMT1, Dcytb, ferroportin 1, hefestin a ceruloplasmin. Vliv na jejich expresi jsme
zjiStovali na urovni mRNA pomoci metody ,Real-Time“ PCR. Dvé zakladni nastaveni
experimentd méla simulovat jednak nedostatek ionti Zeleza v organismu — buiiky byly
kultivovany v mediu bez pfidavku iontd Zeleza, jednak pfesyceni organizmu ionty zeleza —
buriky byly kultivovany v mediu s vysokou hladinou volnych iontl Zeleza v podobé citratu

zelezitého.

6.1. Experimentalni model

Jako model stfevnich enterocytl, sodliSnou apikalni a bazalni membranou, jsme
pouzili bun&nou linii Caco-2 (lidsky kolorektalni karcinom), jez reprezentuje buriky

zajitujici absorpci ionti Zeleza do organizmu. Jako model neenterocytarnich bunék jsme
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pouzili linii K562 (lidska erytroleukemie), ktera reprezentuje buiikky vyznamnym
zpusobem utilizujici ionty Zeleza. Vzhledem k pomalej$imu ristu bunék Caco-2, a tomu,
ze k ovlivnéni exprese transportnich proteini u nich mize dochazet v del§im Casovém
horizontu, jsme sledovali vliv na expresi transportnich molekul jak po 24 hodinach tak i po
72 hodinach.

V na$i laboratofi jsme pro studium pouzili vlastni chemicky definovana kultivacni
media. Kultivani medium pro buriky K562 bylo chemicky definované medium obsahujici
lidsky transferin (5 pg/ml) jako zdroj ionti Zeleza. Medium pro butiky Caco-2 obsahuje
jako zdroj iontd Zeleza transferin z fetalniho bovinniho séra (FBS). Medium navozujici
stav deprivace iontu Zeleza bylo chemicky definované medium bez jakychkoli pfidavka
iontd Zeleza. Pro navozeni vysokych hladin ionti Zeleza jsme buriky inkubovali
v chemicky definovaném mediu obsahujici citrat Zelezity o vysledné koncentraci 500 uM,
jako zdroj netransferinovych ionti Zeleza. PouzZitim tohoto modelu muzeme zajistit, Ze
pfipadné zmény exprese sledovanych molekul jsou skute¢né disledkem rizné koncentrace

iontl Zeleza v mediu.

6.2. Vliv deprivace ionti Zeleza na expresi molekul ucastnicich se

transportu iontu Zeleza

6.2.1. Vliv deprivace iontu Zeleza na expresi molekul aéastnicich se transportu ionti

Zeleza u bunék linie K562

Pfi sledovani vlivu nedostatku netransferinovycho iontd Zeleza na molekuly transportu
té&chto iontl u bunééné linie K562 jsme zjistili, Ze tyto buiiky neexprimuji detekovatelnou
hladinu mRNA pro ceruloplasmin.

Attieh a kol. [92] v8ak pomoci radioaktivniho Zeleza stanovili, Ze ferroxidasova
aktivita ceruloplasminu stimuluje absorpci ionti Zeleza. Ceruloplasminem stimulovani
absorpce byla 2-3krat vyssi u bunék s nedostate¢nym pfisunem ionti Zeleza. V pfipadé
nadbytku iontd Zeleza nebyla Zadna zména zjisténa.

U feroxidasy hefestinu jsme Zadny vliv na expresi nezaznamenali. Nesignifikantni
snizeni jsme zjistili u ferrireduktasy Dcytb (12%). Exprese mRNA se také sniZila u
molekuly DMT1 (pfibliZzné o 20%) a molekuly ferroportinu (pfiblizn€ o 40%).
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Z téchto vysledkG vyplyva, Ze exprese molekul u€astnicich se transportu iontd
netransferinového Zeleza pies plazmatickou membranu u K562 bunék se vyraznéji neméni,

a nebo se snizuje (ferroportinl a DMT1) pii deprivaci iontd Zeleza.

6.2.2. Vliv deprivace iontu Zeleza na expresi molekul icastnicich se transportu ionti

zeleza u bunék linie Caco-2

V soucasnosti je znamo nékolik studii zabyvajici se sledovanim vlivi iontd Zeleza
na expresi transportéru DMT1 a ferroportinu u Caco-2 bunécné linie [10], [93]. V téchto
studiich bylo prokazano, Ze se exprese mRNA obou proteini s nedostatkem iontu Zeleza
zvySuje. Vzhledem ktomu, Ze nastaveni jednotlivych experimentd bylo odlisné, je
srovnani vysledku velice obtizné. Ukazali jsme, Ze po 24 hodinach inkubace v médiu bez
pfitomnosti iontt Zeleza do$lo rovnéz ke zvySeni exprese DMT1 a ferroportinu 1 a to
shodné€ o necelych 40%. Po 72 hodinach se exprese ferroportinu 1, ve srovnani s expresi
nameéfenou po 24 hodinach, nezménila. Exprese DMT]1 byla po 72 hodinach ve srovnani
s expresi ovlivnénou inkubaci bez pfitomnosti ionti Zeleza po 24 hodin niZsi, a to dokonce
060%. Doslo tedy ke 25% sniZeni exprese molekuly DMT1 po 72 hodinach inkubace bez
iontu Zeleza.

Studie provadéné na vzorcich lidské duodenalni sliznice potvrzuji uvedené
skuteCnosti. Nedostatek iontu Zeleza, v téchto pracech sledovany u anemickych pacientd,
mél za nasledek vzrist exprese DMT1 a ferroportinu 1 [94], [89], [95], [96], [97]. U
molekuly Dcytb a hefestinu nezjistili Gleeson a kol. [96] signifikantni zménu. Oproti tomu
Zoller a kol. [95] ve své praci ukazuje u deficientnich pacientd zvySeni exprese mRNA
kodujici Dcytb i hefestin. Ferroxidasou ceruloplasminem se Zzadna ztéchto praci
nezabyvala. NaSe vysledky ukazuji jak v pfipadé¢ Dcytb, tak hefestinu zvySeni exprese
pfiblizn€ o polovinu po 24 i 72 hodinach inkubace bun€k bez zeleza. V obou piipadech

byla zména exprese u hefestinu zvysena statisticky signifikantn€.
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6.3. Vliv vysokych hladin netransferinovych ionti Zeleza na expresi

molekul transportu iontu Zeleza

6.3.1. Vliv vysokych hladin netransferinovych iontia Zeleza na expresi molekul

transportu iontu Zeleza u bunék K562

Oproti deprivaci ionti Zeleza jsme v tomto pfipadé€ zjistili zvySeni exprese u vsech
sledovanych molekul kromé ceruloplasminu (viz kap. 6.2.1.). K nevyznamnému zvySeni
exprese doSlo u hephaestinu a pomérné malé zvySeni se ukazalo i1 u molekuly Dcytb
(26%). V ptipadé molekuly DMT1 jsme zaznamenali 40% a u ferroportinu dokonce 70%
zvySeni exprese.

Tyto vysledky tedy nasvédcuji tomu, Ze snad s vyjimkou hefestinu, u né€jz nebyla
exprese téméf ovlivnéna, je v pfipadé bunécné linie K562 pozorovatelnad korelace mezi
mnozstvim iontd Zeleza v médiu a expresi molekul G€astnicich se jeho transportu na Grovni
mRNA. Vliv na expresi je vSak vyraznéjsi v pfipadé nadbytku iontl Zeleza nez pfi jejich

absenci v mediu.

6.3.2. Vliv vysokych hladin netransferinovych iontu Zeleza na expresi molekul

transportu iontu Zeleza u bunék Caco-2

Analogicky s vysledky deprivace ionty Zeleza ukazuji nékteré prace [98], [99], [93],
[100] na sniZeni exprese mRNA kodujici DMT1 a ferroportin 1. V naSem experimentu se
toto potvrdilo pouze u molekuly DMT1. V obou €asovych horizontech inkubace bun€k
s nadbytkem iontl Zeleza doSlo shodné ke snizeni pfiblizné o 40%. Vzhledem k velkému
rozptylu hodnot vSak tato zména neni po 24 hodinach signifikantni. Exprese ferroportinu 1
se v§ak v nasem pfipadé na rozdil od pfedchozich studii nezménila.

Ve studiich na duodenalnich biopsiich, bylo pfetizeni organizmu ionty Zeleza
sledovano u hemochromatickych pacienti [94], [89], [95], [96], [101] a u pacienti se
sekundarnim pfetizenim organismu ionty Zeleza. V Zollerové studii [89], [95] se exprese
DMT!1 a ferroportinu na urovni mRNA nezménila. Rolfs a kol. [94] ukazuji zvySeni a to

v pfipadé€ ferroportinu 1 signifikantni. Stuart a kol. [101] poukazuji na podobné hladiny
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exprese mMRNA v pfipadé hemochromatiki i kontrolni skupiny. U Dcytb a hefestinu v této
studii nebyla prokdzana zména. Nesignifikantni zvySeni Dcytb zaznamenali i Zoller a kol.
[95]. Co se ty€e hefestinu nezaznamenal zmény Zzadné. Stejné tak Zadné zmény v pfipadé
exprese mRNA u té€chto dvou molekul nezjistili ani Gleeson a kol. [96]. Vzhledem k témto
zjiSté€nim je velice zajimavé, Ze v naSich experimentech doSlo ke zvySeni exprese oproti
kontrole u Dcytb 1 hefestinu. Po 72 hodinach bylo toto zvySeni dokonce témér 90%. U
molekuly ceruloplasmin nedoslo k Zadné vyznamné zméné, stejné tak jako v experimentu

bez pfitomnosti iontu Zeleza v mediu.

6.4. Vliv ethanolu na expresi molekul u¢astnicich se transportu ionti

Zeleza

6.4.1. Vliv ethanolu na expresi molekul ii¢astnicich se transportu iontu Zeleza u

bunék Caco-2

Zde jsme sledovali vliv ethanolu na expresi molekul transportu iontli Zeleza. Na
zakladé€ klinickych zjisténi, kdy byl prokazan vztah mezi poruchami metabolizmu iontd
Zeleza a ethanolu, mizeme predpokladat, Ze ethanol ovliviiuje transport iontd Zeleza.
Zajimalo nas, zda kultivace bun€k v mediu s ethanolem miZze ovlivnit expresi molekul
zGCastnénych v transportu iontt netransferinového zeleza (DMT1, Dcytb, ferroportin 1,
hefestin, ceruloplasmin) na Urovni mRNA. Vychazeli jsme z dfivéjSich studii, jez
poukazuji na pfipady zvysSené absorpce ionti Zeleza u pacientl trpici jaterni cirrh6zou
[102], [103]. Dale, kromé cirrhosy, mize byt pfetizeni organizmu ionty zeleza spojeno i
s dal§imi jaternimi chorobami [103]. To znamend, Ze by mohla existovat pozitivni
korelace mezi intestinalni absorpci iontd Zeleza a vznikem jaterni hemosiderozy [102]. V
dané studii, sledujici zménu exprese molekuly DMT1 a ferroportinu u pacientu trpicich
alkoholickou cirrth6zou metodou ,Ribonuclease Protection Assay“, byla stanovena u
DMT]1 ttikrat a u ferroportinu 1,8krat zvySena exprese na irovni RNA v duodenalni biopsii
oproti kontrole [102]. Zoller a kol. [89] sledoval vramci jedné ze studii pacienty
s chronickym jaternim onemocnénim s neprokdzanym pfetizenim organismu ionty Zeleza
(nealkoholicka a alkoholicka jaterni steatosa). Sledovali zménu exprese molekuly DMT1 a

ferroportinu na trovni mRNA pomoci ,,Real-Time“ PCR v duodenalni biopsii. U molekuly
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DMT1 k zadné zmé&n€ nedoSlo, v pfipad€ ferroportinu vysledky naznafovaly zvySeni,
nicmén€ vzhledem k velké standardni odchylce nedosahoval tento rozdil statistické
signifikance. Podobné také Rolfs a kol. [94] neprokazali zvySeni regulace exprese DMT1,
ferroportinu 1 &i hefestinu u malé skupiny pacienti s alkoholickou jaterni cirrhozou.
nesouvisejici s hereditarni hemochromatézou.

V naSem in vitro experimentu jsme buiiky Caco-2 kultivovali v médiu obsahujicim
ethanol po dobu 48 hodin. Mnozstvi ethanolu v mediu jsme stanovili na 2%. Simulovali
jsme tak stav, kdy jsou buiiky organismu ovliviiovany ethanolem. Zajimalo nds zjiSténi,
zda ke zvySeni hladiny iontd Zeleza v organismu s alkoholickym jaternim onemocnénim,
muze vést zména exprese molekul ucastnicich se absorpce ionti Zeleza enterocyty po
ovlivnéni ethanolem. Ani u jedné ze sledovanych molekul transportu vSak nedoslo
k vyznamnému ovlivnéni exprese. Nejnapadnéj§i zména nastala u ferroportinu, kde se
exprese 0 42% zvysila. Z tohoto miizeme usuzovat, Ze pisobeni ethanolu na enterocytarni
buiiky nema na transport ionti Zeleza pies plazmatickou membranu téchto bunék vyrazny

vliv.

6.5. Planované experimenty

Nasledujici plany zahrnuji sledovani exprese molekul transportu ionti Zeleza u bunék
Caco-2 adaptovanych na pfitomnost alkoholu v mediu. Burlky se ndm jizZ na tyto podminky
podafilo adaptovat. Po dobu Sesti mésici jsme do kultivatniho media pfidavali 2%
ethanolu. To pfi kazdém pasazovani, ¢i vymén€ media, tedy minimaln€ 2x tydn€. Pokusili
jsme se tak navodit stav chronického alkoholizmu.

Dale bychom se chtéli zaméfit na sledovani exprese molekul za¢astnénych v transportu
iontu Zeleza i u jaternich bunéénych linii. A to jak pfi ovlivnéni ethanolem, tak stejné jako
v predchozi studii po inkubaci v mediu s nedostatkem, respektive se zvySenym mnozstvim
téchto iontd.

V neposledni fadé je naSim dal§im cilem zjistit ovlivnéni exprese molekul
transportu iontd Zeleza dostupnosti téchto ionti i na proteinové urovni a tyto udaje
porovnat s udaji v predkladané praci. Expresi molekul transportu na urovni proteind

budeme sledovat pomoci metody ,, Western blot™.
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7. Zavér

Cilem této prace bylo objasnéni vlivu dostupnosti netransferinovych iontd Zeleza na
expresi molekul zu¢astnénych v transportu téchto iontu pies plazmatickou membranu. Pro
in vitro model jsme pouzili buné¢nou linii Caco-2 jako zastupce enterocytarnich bun€k
s odliSnou apikalni a bazolateralni membranou a bunéfnou linii K 562 jako model
neenterocytarnich bunék utilizujicich ionty zZeleza.

Po 24 hodinach kultivace bun€k v mediu bez iontu Zeleza se v pfipad€ bunéné linie
K562 nezménila pouze exprese hefestinu. Exprese DMT1 se o 22% snizila, stejné tak
1 exprese Dcytb, ktera se snizila o 12%. U ferroportinu 1 doSlo ke snizeni exprese téméf
0 40 %. U DMT!1 a ferroportinu 1 se jednalo o zménu statisticky signifikantni. Exprese
ceruloplasminu byla velice nizkd a metodou ,Real-Time“ PCR nedetekovatelna.
Z vysledki je patrné, Ze v pfipadé€ bunék K562 dochazi v pfipadé nedostatku iontd Zeleza
vmediu ke sniZeni exprese proteini zilastnénych v transportu ionti Zeleza (kromeé
hefestinu) a tedy i1 ke snizenému pfijmu iontt Zeleza.

U bunécéné linie Caco-2 se po 24 hodinach kultivace v mediu bez pfitomnosti iontu
zeleza exprese DMT1 i ferroportinu 1 o 36% zvysila. Exprese Dcytb se zvysila o 52%,
hefestinu 0 42 %. Exprese ceruloplasminu nebyla téméf ovlivnéna. O signifikantni zvySeni
se jednalo pouze u molekuly hefestin. Inkubace 72 hodin v mediu bez pfidavku iontd
Zeleza méla nejvétsi vliv na expresi hefestinu. Exprese se zde o0 62% zvysila. Jde o zvySeni
statisticky signifikantni. Ke zvySeni exprese doslo rovnéz u Dcytb o 20%, u ferroportinu 1
0 38% a u ceruloplasminu o0 15%. Exprese DMT1 se 0 24 % snizila. V tomto piipad€ je
ziejmé, Ze nedostatek iontu Zeleza v mediu u enterocytarnich bunék, vede ke zvyseni
exprese transpornich molekul, pfi¢emz doba inkubace nema na tuto expresi vyrazny vliv.
Pouze v pfipadé molekuly DMT1 ma dlouhodobéjsi nedostatek iontl Zeleza v mediu za
nasledek, Ze po prvotnim vzristu exprese DMT]1 klesla.

Kultivace buné€k 24 hodin v mediu se zvySenou hladinou netransferinovych ionti
Zeleza méla za nasledek zvySeni exprese u vSech sledovanych molekul zucastnénych
v transportu netransferinovych ionti Zeleza. Exprese DMT1 se zvySila o 40%, Dcytb o
26%. U ferroportinu 1 doslo k nejvét§imu zvySeni, o 70%. Exprese hephaestinu se zvysila
o necelych 10 %. Je evidentni, Ze zvy$ena hladina netransferinovych iontu Zeleza v mediu

u bunék K562 zpusobuje zvyseni exprese viech sledovanych molekul transportu.
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Hladina mRNA u bunécné linie Caco-2 po 24 hodinach inkubace se zvysSenou
hladinou netransferinovychionti Zeleza v mediu byla ovlivnéna nasledovné. Exprese
DMT1 se o 37 % snizila. Exprese Dcytb se o 60% zvysila. Toto zvySeni je statisticky
signifikantni. U molekul ferroportinu 1 a hefestinu doslo shodné ke 42% statisticky
signifikantnimu naristu exprese. V pfipadé ceruloplasminu doslo k nardstu exprese o 16%.
Inkubace po 72 hodin znamenala pro expresi DMT1 snizeni o 37%. K miniméalnimu
zvySeni doSlo u ferroportinu 1 a u ceruloplasminu. K signifikantnimu zvySeni exprese
témef o 90% doslo v pfipadé Dcytb a hefestinu. Zde je patrné, Ze zvySend hladina
netransferinovych iontd Zeleza v mediu vede u bun€k Caco-2 u vétSiny transportnich
molekul ke zvySeni jejich exprese. Ke snizeni exprese dochazi pouze u molekuly DMT1, a
tudiz pravdépodobné dochazi i ke snizenému piijmu iontl Zeleza z media.

K vyraznéj§imu ovlivnéni exprese molekul transportu iontli Zeleza po 48 hodinach
pfitomnosti ethanolu v kultivaénim mediu, kdy byla do media pfidana 2 % ethanolu, doslo
pouze u ferroportinu 1, jehoz exprese se o 42% statisticky signifikantn€ zvysila. Exprese
DMT1 se zvysila o 22%. U Dcytb bylo zvySeni pouze 15% a u hefestinu nedosahlo ani
10%. Z té&chto vysledku lze usuzovat, Ze ethanol nema na expresi molekul zucastnénych
v transportu iontu Zeleza vyrazny vliv, pfipadné miZe indukovat mirné zvySeni exprese.

Mizeme shrnout, Ze v ptipadé bun&€k K562, jako modelu bunék utilizujicich ionty
Zeleza, dostupnost téchto iontd v mediu pozitivn€ asociuje se zménou exprese
transportnich molekul. U buriek Caco-2, jako modelu enterocytarnich bun€k, naopak
pozorujeme nepfimou uméru mezi dostupnosti netransferinovych iontd Zeleza v mediu a

zménou exprese vétsiny transportnich molekul.
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