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Seznam zkratek

Seznam zkratek

ATP
cDNA
DAPI
DCT1
Dcytb
DMT1
DNA
dsDNA
EDTA
EtOH
FBS
FeC
HCP1
HEPES
HHC
IRE
Iregl
IRP

JH
MRNA
MTP1
NRAMP
PBS
PCR
RNA
RT
SDS

Tf

TfR

Adenosintrifosfat

Komplementarni deoxyribonukleova kyselina (ygglementary DNA®)
4,6-diamidino-2-fenylindol

.Divalent cation transporter 1*

,Duodenal cytochrom b-like*

,Divalent metal transporter 1“

Deoxyribonukleovéa kyselina

Dvouvlaknova deoxyribonukleova kyselina (,t¢estrand DNA®)
Ethylendiamintetraoctova kyselina

Ethanol

Fetalni bovinni sérum

Medium obsahuijici citrat Zelezity

.Heme carrier protein 1*
N-2-hydroxyethylpiperazin-N"-2-ethansulfon&yaelina
Hereditarni hemochromato6za

»Iron responsive element*

»Iron regulated transporter 1*

»Iron regulatory protein*

Juvenilni hemochromat6za

Mediatorova ribonukleova kyselina (,messengbiA®)

.Metal transporter protein 1“

,hatural resistance-associated macrophageeipnro

Fosfatovy pufr (,phosphate buffered saline®)
Polymerazovéetézova reakce (,polymerase chain reaction®)
Ribonukleova kyselina

Reverzni transkripce

Sekvetni detekni systém
Transferin

Transferinovy receptor



Uvod

1. Uvod

Zelezo pati mezi mikroelementy neboli stopové prvky. dlet dosglého ¢loveéka je ho
piitomno necelych 5 g jako s&ast fiznych slodenin. lonty Zeleza jsou nezbytné pro
vSechny biiky naSeho organizmu. Jejich hlavni funkci jenmms kysliku (jako hemovy
kofaktor v hemoglobinu a myoglobinu) a enzymatitignsport elektroin diky schopnosti
prechazet z trojmocného stavu®Fea dvojmocny F&, a naopak (v cytochromech, jako
soudst ribonukleotid reduktasy a enzynpracujicich s oxidovymi radikaly). Stejna
vlastnost je vSakifinou i jejich toxicity. lonty Zeleza katalyzuji tz¥entonovu reakci,
béhem které je KD, preménovan na nebezpay volny radikdl OH Volné radikaly
vzniklé touto cestou poskozuji btmé membrany, proteiny a DNA [1], [2].

UdrZzovani rovnovahy ioit Zeleza je tlezité pro spravné fungovéni organizmu.
V organizmu se nevyskytuji zadné regulia mechanizmy zajifijici vylu¢ovani ionfi
Zeleza jatry nebo ledvinami. lonty Zeleza jsou wgliany gedevSim krvacenim a
odlupovanim oduielych epitelidlnich a koznich bék Proto je pisre kontrolovana
absorpce iorit Zeleza. Pouze matést ionfi Zeleza obsazenych ve sttge absorbovana.

lonty Zeleza fjimané z potravy nachazime v hemové a nehemow@cfolejich
absorpce probihargs apikalni povrch duodenalnich enteracgdliSnymi mechanizmy.
Hemové ionty Zeleza jsou absorbovany do entetiopgtimoci specifického hemového
receptoru. Nehemové ionty Zeleza se prirsaryskytuji v oxidované Fé& formg, ktera
musi byt ped transportemips epiteliaini membranu nejprve redukovana rfd feemu.
Zde pisobici ferrireduktasa je v membgamazany protein Dcytb (,duodenal cytochrom
b-like*). F€* je poté transportovan do biknmembranovym fenaséem ozn&ovanym
DMT1 (,divalent metal transporter 1), ktery dovettansportovat Fé pouze z kyselého
prostedi. Transport iofit Zeleza z boky do krevnihaecisté zaji¥'uje ferroportin 1, coz je
opét transmembranovy protein nachazejici se v bazdlaie membraé enterocyid.
Zeleznaté ionty transportované ferroportinem 1 jsoasledd zpitné oxidovany
membranovou  ferroxidasou hefestinem fippdré  plazmatickou  ferroxidasou
ceruloplasminem. Zelezité ionty se nyni mohou nav&a plazmaticky transferin, ktery

zaji¥uje jejich dalSi transport [3].
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Diky novym poznatkm v mechanizmu vBtbavani a transportu ignkeleza nizeme
alespa cast&ne poznat piciny poruch regulace hladiny ianhZeleza v organizmu.

Nedostatek ionit Zeleza v organizmu e byt zgsoben zvySenymi ztratami,
nadnérnymi pozadavky organizmu nebo neadekvatnim mnoastonti ve stra¥. Na
druhé stra#é pietizeni organizmu ionty Zeleza nastava obvykleuslaetlku genetické
poruchy a vede k chronickému zvySeni absorpceuidmleza z potravy. Typickym
piikladem genetické predispozice iefizeni organizmu ionty Zeleza je onematdrzvané
hereditarni hemochromato6za, jeZiza vést az k organové dysfunkci, jako je cirrhoza,
artritida, hypogonadizmus, diabetes mellitus a ikengopatie. ZvySené mnozZstvi i@nt
Zeleza vile miZze byt také zfisobeno intenzivni terapii, obvykle velgastymi krevnimi
transfuzemi [2].

Predmétem naSeho zajmu je transportni mechanizmus nehgioionti Zeleza
zprostedkovany molekulami DMT1, Dcytb, ferroportinem 1, eféstinem a
ceruloplasminem, ktery umbidje @ijem ionti Zeleza z potravy az po jeho navazani na
cytoplazmaticky transferin.

Zanxtili jsme se na zmiinych @t molekul (&astnicich se transportu netransferinovych
ionta Zeleza. Cilem bylo zjistit, jak fp nefyziologickych hladinach ioft Zeleza
v organizmu dochazi k regulaci jejichijmu t€mito proteiny, konkrétéi na zaklad zmgny
exprese dchto proteii. V pripac, Ze se exprese¢dhto proteid vyrazré zmeni
v zavislosti na dostupnosti ianeleza v organizmu, nabizela by se moznost vyiZitto
poznatki v diagnostice a terapii onemagrn spojenych s poruchou metabolizmu tont
zeleza.

Nas projekt byl proto za#en na sledovani vlivu dostupnosti idbriteleza na expresi
molekul z&astrénych v transportu netransferinovych ibriteleza. Expresi jsme sledovali
na urovni MRNA pomoci metody ,Real-Time* PCR (pobmazovaietzova reakce)

s reverzni transkripci wn vitro studii na lidskych busgnych liniich K562 a Caco-2. K562
jsou buiky lidské erytroleukemie. Jsou modelem neenteronidh burk a pedstavuiji
vyznamneé utilizatory ioriit Zeleza. Caco-2 jsou bky lidskeho kolorektalniho karcinomu.
Predstavuji model enterocytarnich Blkins odliSnou apikalni a bazalni membranou.
Hladinu exprimované mRNA jsme owvifievali mnoZstvim iont Zeleza pitomnych

v mediu, coZz o alesp@ c¢asténé simulovat zvySenti snizeni hladiny &hto ionfi

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

2.1. Metabolizmus a transport ioni Zeleza v lidském organizmu a jeho
bunkach

2.1.1. Biologicky a biochemicky vyznam ionit Zeleza

Zelezo je biogenni prvek, ktery se v biologickycisstémech nachéazi ve dvou
stabilnich oxidanich stavech, jako iont Zelezity (Fpa Zeleznaty (F&). Jako nestabilni
meziprodukt v pkbé¢hu rekterych reakci se také trhe vyskytovat ve forgh ¢tyfimocné
(F€'") a Sestimocné (8. Z faktorti ovliviwijicich redoxni rovnovahu Zeleza ve vodném
roztoku jsou nejilezit¢jSi predevsim pH, saturace kyslikem, iontové sloZeniokazia
piitomnost ligand se snahou vyt¥éat komplexy s dvojmocnyméi trojmocnymi ionty
Zeleza. Za fyziologickych podminek podléha dvojn®iéelezo rychlé oxidaci a trojmocné
Zelezo vytvéi nerozpustné, biologicky nedostupné hydroxidy. mézna koncentrace
volného trojmocného Zeleza je zschto podminek vlivem tvorby a polymeracgtito
hydroxidi extrémi nizka, coZ znamena prakticky figpmnost volného Fé
v biologickych systémech. Bla nebo organizmus tak musi udrZzovat ionty Zeleza
v rozpustné podab vytvarenim komplex se specifickymi nizkomolekularniméi
vysokomolekularnimi ligandy.

Pravdpodobré nejdilezitéjSi vlastnosti Zeleza jako biokatalyzatoru je jelcbopnost
existence ve dvou stabilnich oxétéch stavech, a tedy schopnost fungovat jako donor
nebo akceptor elektronu, tedy jako redosinidlo. Redoxni sila je zavisla na typu ligandu,
se kterym je iont Zeleza v komplexu [4]. Zelezaigastni penosu kysliku (hemoglobin,
myoglobin), je aktivni satasti bilkovin elektrontransportninetzce (Fe-S bilkoviny a
cytochromy), podili se na procesech oxidativni doghce (mitochondrialni akonitasa,
sukcinat dehydrogenasa), syntézy DNA (ribonukleetidktasa), katalyzy oxidaci
(oxidasy) a na druhé stranozkladu kyslikovych derivat(superoxid dismutasa). Podili se
rovnéZ na fixaci dusiku a vodiku (nitrogenasy, hydrogy)aa na mnoha dalSich reakcich.

Stejné vlastnosti ioftZeleza, které jsou pro organizmus vyhodné, molyound druhé
straré zdrojem jeho poSkozeni. Redoxni reakcetiatgleza se podili na tvarlvolnych

vysoce reaktivnich toxickych radikélz nichz nejtoxitéjSi je hydroxylovy radikal OH

12
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ktery vznika reakci mezi superoxidovym aniontemeaopidem vodiku, tzv. Fentonova
reakce:

207 + 4F€* = O, + 4F¢"

2F&* + H,0, = 2Fé" + OH + OH

O” + H;0, = 0, + OH + OH
Tuto reakci ionty Zeleza mnohonasehurychluji jako katalyzator. Hydroxylovy radikal

muze zpisobovat peroxidaci lipitls naslednym poskozenim inych membran a rov
poSkozeni DNA. Peroxidace ligidvolnymi radikaly je povazovana za hlavniigmnu

poskozeni organizmurigpietizeni ionty Zeleza [5], [6].

2.1.2. Absorpce ionli Zeleza ve dtewé

Pro ziskavani nerozpustnych forem Zeleza zfwdstvyvinuly organizmy zné
mechanizmy, jejichZz podstata vzdy &p@ v rekterém ze ifi fyzikalné-chemickych
piistupl nebo v jejich kombinaci. Jde o okyseleni piedt, redukci iont Zeleza a tvorbu
specifickych ligand s velmi vysokou afinitou pro ionty Zeleza a recepti transportéi
pro jejich komplexy s ionty zeleza [7].

Savci ziskavaji ionty Zeleza wsbavanim z potravyips stevni enterocyty. Existuji
dva hlavni molekularni mechanizmy kettavani iont Zeleza ze gtva. Jedna se o
vsttebavani ve formh anorganickych slaienin nebo hemu. Absorpci netransferinovych
ionti Zeleza do enteroadytpredchazi jejich redukce z Zelezitych na ionty ZedéenTuto
redukci zajiguje membranova ferrireduktasa Dcytb (,duodenal dytome b-like®) [8].
Jakmile jsou Zelezité ionty zredukovany na Zelezngou transportovany do bikn
pomoci transportni molekuly DMT1 (,divalent metedrisporter 1), ive NRAMP2 nebo
DCT1 [9], [10]. Redukce iofitZeleza mze probihat saiasreé s translokaci. Na rozdil od
hemovych ioni Zeleza je absorpce netransferinovychiiahtleza ovlivina gitomnosti
fady faktofi, které mohou absorpci ovlivnit jak pozitgntak i negative, takze nize
kolisat az desetinasobifill]. Hlavnimi faktory usnatljicimi absorpci iont Zeleza jsou
kyselina askorbova a bilkoviny nachazejici se van8sabsorpci Zeleza vyr&znterferuji
nag. vajeny bilek, kravské mléko a hlawrfytaty (organické soli fosforu), obsazené
v rostlinné stra¥. Polyfenoly obsaZzené v k&véaji a virg rovrez inhibuji vstebavani

ionta Zeleza [12].

13
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Hem je transportovan do enterocydadliSnym mechanizmem. Absorpce hemu byla
zpaiatku grisuzovana pouze pasivni difuzi, nicndgrozdjsi studie poukazuji na moznou
piitomnost hemového receptoru na apikalnidsngd membra# [13]. NejnowjSi prace tuto
teorii potvrzuji. Ri studii na mySim duodenu byla potvrzendtgmnost intestinalniho
hemového transportéru, jenz byl ozea jako HCP1 (,heme carrier protein 1“) [14]. Dale
byl identifikovan hemovy transportér FLVCR (,huméaline leukemia virus subgroup
C receptor®). Jeho role v transportu hemu vewtvsak Zistava nejasna [15]. Jakmile se
hem dostane do entero@ytje metabolizovan pomoci hemové oxygenasy, ktera
spolupracuje s cytochrom p450 reduktasou a bilinvereduktasou. Hem je degradovan na
volny oxid uhelnaty (CO), ionty Zeleznaté a bilidier, ktery je dale redukovan na bilirubin
[16]. lonty Zeleznatétstavaji v enterocytu jako intracelularni zasobd.[17

Prenos ioni Zeleza pes bazalni membranu zajife membranovy transportér
ferroportin 1 [18]. Jedna se &po prenaseée Zeleznatych iodt Reoxidaci na Zelezité ionty
poté zajiguji membranova ferroxidasa hefestin [19] a cytaplascky plazmaticky
homolog hefestinu ceruloplasmin [19]. Reoxidovamigty Zelezité se vazi na plasmaticky

transferin.

2.1.2.1. Regulace absorpce ibdtleza ze gtva

Absorpce ioni Zeleza ze #tva je kontrolovanadkolika molekulami ¢etné DMT1
[9], [10], [20], hepcidinu [21], hemojuvelinu [22] genu pro hemochromatézu (HFE) [23].
Exprese DMT1 na apikalni membegéanenterocyt je regulovdna prosdnictvim
specifickych vazebnych sekvenci nazyvanych IRE ofyiresponsive element")
lokalizovanych v 3"-nekladané oblasti molekuly RNA, na které se vaziulegi
molekuly ozndované jako IRPs (,iron regulatory proteins®) (vizagtola regulace
exprese) [24]. DalSi turovni regulace absorpceiideteza je hepcidin, coZ je peptid, ktery
byva oznd&ovan jako ,Zelezo regulujici hormon* [25]. ZvySehladina hepcidinu snizuje
intestinalni absorpci iofitZzeleza, transport ioltZzeleza pes placentu a uvisbvani ionfi
Zeleza z makrofdga jaternich zasob [25]. Hemojuvelin je protein &gany HFE genem a
jeho funkce neni doposudigsré znama. Redpoklada se vsak, ze by mohl hrat roli
v regulaci funkce hepcidinu [22].
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2.1.3. Transport ionti Zeleza

Hlavnim transportnim proteinem pro ionty Zelezaamci organizmu je u obratlotrc
transferin, jehoz koncentrace v plaznse pohybuje vrozmezi 22-3pM [26]. Za
fyziologickych podminek je nagpv krvi vdzano 10-3Qumol ionta Fe/l. V mensi nie se
na transportu iorit Zeleza podili proteiny jako je ferritin, laktoferi hemopexin,
haptoglobin a albumin.

Netransferinoveé ionty Zeleza se v organizmu vygkyitedevsim ve formcitratu a ke
zvy3eni jejich hladiny dochazi za patologickychvétaRada studiiin vivo a in vitro
prokazala schopnost b&n ziskavat ionty Zeleza na transferinu nezavislyamgportnim
mechanizmem [27], [28], [29], [30]. Primarni funkidhoto na transferinu nezavislého
transportu iont Zeleza se zda byt odstvani netransferinovych iohteleza z plazmyip
stavech projevujicich sergiizenim organizmu ionty Zeleza, kdy koncentracdiideleza
v plazne piresahne vazebnou kapacitu transferinu [31].

2.1.3.1. Transport transferinovych idriteleza

NejrozSfergjSim zpisobem pijmu Zeleza u &Siny burgk obratlovd@ je prijem
prostednictvim  endocytézy  komplexu transferin-transfevjn receptor. R
extracelularnim pH 7,4 dochazi ke zvyh&dé vazls transferinu na transferinovy receptor
a shromafovani komplex pro internalizaci v endosomech. Po internalizaochdzi
uvnité vzniklych endosorin k uvolréni ionti Zelezitych z transferinu, ktery vSakistava
vazan k receptoru. Z&nse uvolni az za neutralniho pH po recyklaci na¢bay povrch
[32]. Kuvolreni ionti Zelezitych z transferinu dochéazi diky sniZzeni sodwalniho pH
pomoci ATP-dependentni protonové pumpy v endosdmalembras. Pred dalSim
transportem uvokmych ionti Zeleza (pes endozomalni membranu do cytozolu pomoci
DMT1) dochéazi k jejich redukci z Bena F&" [33], [34]. Endosomalni ferrireduktasa
zatim nebyla identifikovana, i kdyz seéeppoklada, ze by se mohlo jednat o Dcytb nebo
jemu podobnou molekulu [8].

Transferin (Tf) je plazmaticky glykoprotein o moild&vé hmotnosti 80 kDa, ktery
s vysokou afinitou vaze dva ionty Zelezité [35]6][3Navazani iont Zelezitych na
transferin nize byt usnadimo diky ferroxidasové aktivit ceruloplasminu, igstoze

apotransferin ma vlastni ferroxidasovou aktivitu7][3 Transferin s navazanymi ionty
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Zelezitymi mize byt vazan hikami exprimujicimi transferinovy receptor 1 (TfR1)
v plazmatické membré&n Na transferinovy receptor 1 saibe vazat i transferin s jednim
iontem Zelezitym, avSak s mnohem mensi afinitoutiégvani iont Zelezitych

z transferinu je kontrolovano expresi TfR1, kteearg¢gulovana intracelularni hladinou
iontd Zeleza pes IRP1 a IRP2.

Kromé TfR1 byl identifikovan transferinovy receptor 2fRR), ktery mé vSak nizsi
afinitu k transferinu [38], [39]. Funkce TfR2 zatimistava nejasna.résto je znamo, Ze na
rozdil od TfR1 exprese TfR2 neni regulovana inti#déeni hladinou iont Zeleza [38],
[39].

2.1.3.2. Transport netransferinovych ibdeleza

Transport netransferinovych idgneleza je vyuzZivanipdevSim pro absorpci iant
Zeleza intestinalnimi likami a pro transport iofitZzeleza z endozoindo cytoplazmy.
Ucastni se redistribuce iantzeleza do tkani, které nejsotigtupné pro transferin [31].
U neenterocytarnich bgk, jez maji na svém povrchu transferinovy recepfanguje
transport netransferinovych idntZeleza vedle transportu endocytézou transferin-
transferinového receptoru.

Mechanizmus transportu netransferinovych ioagleza byl studovan u mnoha typ
burgk in vitro. PrenaSée ionti Zeleza, steph jako dalSi molekuly podilejici se na
transportu netransferinovych idgriteleza byly identifikovany jak vifpact enterocyi, tak
v pripadt neenterocytarnich bek.

lonty Zeleza jsou ied transportemips plazmatickou membranu do bkmejprve
redukovany z trojmocné na dvojmocnou formu membrénoferireduktasou Dcytb
(u enterocytarnich b@h se nachazi v apikalni memb&nTransport pes plazmatickou
membranu je uskuteén pomoci penasée DMT1. Transportu iofitZeleza ven z bk se
Gcastni transmembranovy protein ferroportin 1 (u et na bazalni stranmembrany).
Transportované dvojmocné ionty Zeleza jsou dale dawdny na trojmocné
transmembranovou ferroxidasou hefestinem, ipgpho cytoplazmatickym analogem
ceruloplasminem. Trojmocné ionty Zeleza jsou patetht vazany na transferin.

Existuji vSak dobré idrody domnivat se, Ze krafDMT1 se na absorpci iohtZeleza
podili i dalsi molekuly [40], [41]. Jednou &hto molekul je melanotransferin.

Melanotransferin je transferinovy homolog, kterysabuje jedno vazebné misto pro ionty
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Zeleza. Je zakotven do kné membrany pomoci glykosylfosfatidylinozitolovétkp
[42]. Molekula je zvySeh exprimovana v btkdch melanomu. Vyvazuje ionty Zeleza
z komplexi citratu Zelezitého. Studim vitro vSak jeho roli v internalizaci ioatZzeleza
nepotvrdily [43], [44]. Déle laktoferin, dalgilen transferinové rodiny, @e hrat roli

v usnadsni absorpce iofit Zeleza [45]. Jako dalSi mozZnost byla popsana pbsdont
Zeleza z lumen tenkéhd'eta, které sedastnirettzec mucinf3 integrin, mobilferin [46],
[47], [48]. Now zvaZované je zapojeni mySiho lipokalinu/lidskéhGAlL(,neutrophil
gelatinase-associated lipocalin®) a jejich recep{d], [49].

V piipact endosom, po internalizaci iorit Zeleza endocytézou komplexu transferin-
transferinovy receptor a po jejich uvein diky okyseleni prostdi, je dvojmocné Zelezo
transportovano do cytoplazmy pomoci transmembraroyeenasSée DMT1 [50], [20].
Tomuto transportu fiedchazi redukce Zelezitych iénha Zeleznaté pomoci endosomalni

ferrireduktasy.

2.1.4. Uskladiovani ionti zeleza v buikach

lonty Zeleza se ze vSech stopovych biogennichaidott vyskytuji v organizmu
VvV nejvysSim mnoZstvi, coz znamena asi 35 mg/kgwez¢s mg/kg u muiz Nejwtsi podil
celkového mnozstvi iofitZzeleza v organizmu je obsazen v hemoglobinu (60%), asi
10% je souasti myoglobinu, cytochrofna jinych enzym, asi 20 — 30% tvid zasobu
v podol& vazby na ferritiny, mé&hnez 1% je obsazeno v krvi.

2.1.4.1. VoIné ionty Zeleza

Volné ionty Zeleza v cytoplazirjsou potencialé toxické. Buiky mohou tuto toxicitu

eliminovat v podstdttremi zpisoby [51]:

1. volné ionty Zeleza jsou distribuovany damych kompartmeiit kde je dale vyuzivano
k syntéze dlezitych proteiri, ovliviujicich ziskavani energie, detoxikaci volnych
radikali, proliferaci, diferenciaci @#adu dalSich buignych funkci. Velmi dlezitymi
kompartmenty utilizace nitrobgdnych ionti Zeleza jsou ndfklad mitochondrie, kde
probihaji reakce Krebsova cyklu se syntézou ATRe durécné jadro, lysosomy

s ionty Zeleza obsahujicimi enzymy aj.;
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2. volné cytoplazmatické ionty Zeleza jsou exportovartyiky, tento pochod je relati¢n
dohkie prozkouman u enterodytexistence mechaniZimexportu ionl Zeleza se vSak
piedpoklada ve vSech bkiach;

3. nevyuZzité nebo nevyl@ené ionty Zeleza jsou uloZzeny do depozit.

2.1.4.2. Hemoglobin

Hemoglobin je nejhojji se vyskytujici protein vazajici Zzelezo v lidskéate. Jeho
nejvyssi koncentrace naleznemeéevvenych krvinkach. Zraldervena krvinka obsahuje
priblizn¢ 640 miliomi molekul hemoglobinu. Lidsky hemoglobin je sloZzea &yi
polypeptidickych globinovychietzci, na kazdy Zzetzci je navazana prosteticka hemova
skupina. V piibéhu ontogeneze dochazi k expresi celkem @i tgpdjednotek. ¥tSina
hemoglobinu u dosilych se skldda ze dvou podjednotela dvoup. Nékteré genetické
poruchy syntézy hemoglobinu maji za nasledek viifikych hemoglobinopatii, jako jsou
talasemie nebo srpkovitd anemie. Syntéza hemu tgrabasti v mitochondriich acasti
v cytoplazng. Jedn& se o sérii reakci, kter&ima kondenzaci glycinu se sukcinylCoA a

korki vesta¥nim iontu Zeleza do molekuly protoporfyrinu IX.

2.1.4.3. Fe-S bilkoviny

DalSi velmi vyznamnou skupinou bilkovin obsahujiciionty Zeleza jsou Fe-S
proteiny. Tyto bilkoviny obsahuji ve své molekulegtetickou skupinu slozenou ze Zeleza
a siry — tzv. Fe-S klastr. Fe-S bilkoviny hrajii oimnoha metabolickych drahach tap
v Krebsow cyklu, pi opravach DNA nebo se podabjako cytochromy &astni elektron

transportnihdgetzce [7].

2.1.4.4. Ferritin

Zasobni Zelezo je v eukaryotickychiach uloZzeno ve fortnferritinu. Jejich funkci
je prava@podobré uchovavat potencianskodlivé Zelezo v bezpeé forme. U wtSiny
obratlova je ferritin tva'en d¥ma typy podjednotek, ozdenych jako L- (,light, liver®) a
H- (,heavy, heart) ferritin. Tyto podjednotky seganizuji do schranek, z nichz kazda je

sloZzena z 24 molekul L- nebo H-ferritinu. Kazdariferova schranky je schopna pojmout
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do své dutiny o gmeru 80 nm &kolik tisic ionti F€* [52], [53]. Jednotlivé ferritiny se od
sebe liSi zastoupenim L- a H- podjednotek a jsmaawany jako izoferritiny. H-ferritin je
ferroxidasa a jeho aktivita usnage rychlé zalenéni ionth Zeleza do ferritinovych
komplexi a na druhé strénjsou tyto ionty rychleji z ferritinu uvdbvany. Izoferritiny
bohaté na L- podjednotkytipmaji ionty Zeleza pomaleji a déle je skladujgddotlivé
tkdré a organy se liSi zastoupenim exprese pro L- a djepaotky ferritinu. Malowast
ferritinu 1ze nalézt i v plazt [54]. Hladina sérového ferritinu je @ma k celkovym

zasobam iorit Zeleza a je uzivana jako klinicky indikator mnezsbnti Zeleza vdle [55].

2.1.4.5. Hemosiderin

DalSi zasobni formou ioiitZeleza v biice je jejich vazba na hemosiderin. Jde o
makromolekularni komplex feritinu s lipidovymi skturami, gesné chemické sloZzeni
neni zatim objasmo. Hemosiderin se fyziologicky vyskytujéegaevsim v Kuppferovych
bunkach jater. B chronickém petizeni ionty Zeleza ho nachazime i vikach
poSkozenych orgdn lonty Zeleza vazané na hemosiderin vykazéf$ivredoxni aktivitu,
nez byla nalezena u ferritinu. teme jej tak spojovat s toxickym vlivem iénkeleza

v postiZzenych organech [56].

2.2. Molekuly transportu netransferinovych ionti Zeleza [fes

plazmatickou membranu

V popredi naSeho z4jmu jsou zndmé molekuly transportuam&ferinovych iorit
Zeleza. Jedna se tedy o molekuly DMT1 (,divalentahigansporter 1*), Dcytb (,duodenal

cytochrom b-like"), ferroportin 1, hefestin a cerplasmin.
2.2.1. DMT1

Velmi dolkfe je prostudovan transport dvojmocného iontu Zelsaastedkovany
molekulou DMT1 (,divalent metal transporter 1'five roviez NRAMP2 nebo DCT1).

Exprese DMT1 je regulovana vlivem dostupnych todeleza v bitkkdch organizmu,

koncentraci iornit Zeleza v potray nebo posttranstaé¢ pres IRP1 a IRP2 [57]. Tento
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transportér vedle dvojmocnych idgnteleza vadze aipnasi pes bugénou membranu
enterocyt i dalsi dvojmocné ionty kay nag. zn**, C#*, Mn**, C&*, Cd*, Ni** a PB".
DMT1 je transportni protein s 12 transmembranov@mménami a vykazuje homologii
s Nramp rodinou membranovych proteinvykazuje vysokou afinitu k dvojmocnému
7elezu, nema afinitu k Be Jde o ubikvitarni protein se silnou expresi kalpiich
membranach enterélnich kikn duodena a v oblasti membratasnych endosoin

vytvarenych @i endocytdze transferinovych idnkeleza.
2.2.2.Dcytb

Dcytb (,duodenal cytochrome b-like*) je transmemimay protein. Jde o
ferrireduktasu, exprimovanou na apikalni membrénterocyti. Tento enzym redukuje
trojmocné ionty Zeleza na dvojmocné, které se perkassubstratem pro DMT1 [58], [59].

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

Ferroportin 1 nebo také Iregdi MTP1 (,iron regulated transporter-1“, ,metal
transporter protein-1) je jedbezcovy transmembranovy glykoprotein (62 kDa).
Exprimuji jej zralé enterocyty enteralnich &l to v oblasti bazolateralni membrany, dale
Kuppferovy buiky a nizSi exprese je prokazana i v hepatocytestmo Junkci je transport
dvojmocnych ioni Zeleza z butk do okehu [60].

2.2.4. Hefestin

Molekula hefestinu vykazuje homologii s molekuloerdoplasminu (155 kDa). Je
exprimovan zralymi enterocyty. JelikoZ je hefestprimovan vezikulary maze hrat roli
v blokovani ionk Zeleza, ufenych k extracelularnimu transportu, od metabolizmu
v cytoplazng. Z hlediska enzymatické aktivityrgdstavuje hefestin feroxidasu bohatou na
atomy Cu. V oblasti bazolaterdlnich membran oxidujgojmocné ionty Zeleza
transportované ferroportinem na trojmocné a tim zimje jejich vazbu na transferin [57].
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2.2.5. Ceruloplasmin

Ceruloplasmin je monomerni sérova oxidasa znamse sg¥ou roli v metabolizmu
medi [61], [62]. Je vSak znamo, Z@ vitro je tento protein schopen katalyzovat oxidaci
nejen n&di, ale také dvojmocného Zeleza. Tento glykoproseiré atomy rdi (132 kDa)
oxiduje v plaznd se nachazejici Zeleznaté ionty transportovanégdertinem na Zelezite,
schopné vazby na transferin. Hlavnim mistem vzngou hepatocyty, z nichz je

uvoliovan do krve, kde je schopen zastoupit proteinstiefe

2.2.6. Uloha molekul transportu ionfi Zeleza v jednotlivych typech buik

2.2.6.1. Bun¢éna linie Caco-2 jako modelisvnich enterocyt

Bunééna linie Caco-2 (lidsky kolorektalni karcinom) jaié adherentni. Biky rostou
orientovag. Diky této skuteénosti jsou vhodnym modelemistnich enterocyts odliSnou
apikalni a bazalni membranou. Hlavni roli enterbggt transportovat ionty Zeleza ze

streva do krevnihoecists.

2.2.6.2. Bun¢na linie K562 jako model neenterocytarnich &un

Bunky linie K562 (lidska erytroleukemie) na rozdil odduntk Caco-2 nejsou
orientované. Cytoplazmaticka membréana je tudiZz soenna po celém povrchu hikn
Bunky K562, jako model neenterocytarnich a erytroitnbcirek, reprezentuji fedevsim

vyznamného utilizatora iotitzeleza.

2.3. Regulace exprese molekul transportu iofitzeleza

Metabolizmus a transport ianfeleza na bugné drovni je regulovan na transkip,
posttranskripni a posttranstani Urovni.

Messenger RNA mnoha ferrotropnich protewbsahuje ve své molekule specifické
sekvence, schopné vazat reguiamolekuly, které takto mohou modulovat translaci
MRNA. Tyto molekuly nazyvame IRP (,Iron RegulatoProtein“) a jejich specifické
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vazebné sekvence v mRNA ozogme jako IREs (,Iron Regulatory Elements"). Palwa
IRPs na IRE se translace mRNAdbblokuje, nebo zvySuje, coz je dano lokalizaci IRE
v molekule mRNA. Vazba IRP na IRE v 57iekladané oblasti molekuly mRNA
zablokuje naslednou translaci, zatimco vazba na, IBEalizovaném v 3" népkladané
oblasti stabilizuje MRNA a zvySuje tak jeji trarslgb1].

Zajimavy je mechanizmus regulace translace cilovgydRNA pes IRP1 a IRP2
v souvislosti s koncentraci va@mostupnych iorit Zeleza v biikach. IRP1 obsahuje ve své
molekule Usek, kde jsou vazany atomy ZelezZgyia atomy siry. Pokud jsou v této oblasti
navazanyit atomy Zeleza, vykazuje molekula IRP1 vysokouitfik IRE. Ri navazani
dalSiho atomu Zeleza ztraci IRP1 afinitu k IRE &ywa aktivitu cytoplazmatické
akonitasy. Vidime zde tedy zmu funkce IRP1 v zavislosti na 3Fe-4Fe obsahu aelez
v Fe-S klastru [63]. Na rozdil od IRP1 koncentrawt Zeleza vyrazéiovliviuje stabilitu
IRP2. IRP2 obsahuje vazebné misto pro ionty Zeldea¢ po navazani ni konformaci
a/nebo oxidéni stav molekuly IRP2 s jeji naslednou urychlenegrddaci. Nadbytek ioint
Zeleza tak zjsobi rozdilnymi mechanizmy nedostatek IRP1 a IRR2 yazbu na IRE
s naslednou zvysSenou transkripci mMRNA s IRE v Seldadané oblasti (ferritin) nebo
degradaci mRNA s IRE v 3" niggkladané oblasti (transferinovy receptor).

Enterocytarni transportéry iantzeleza DMT1 a ferroportin 1 obsahuji ve svych
MRNA IRE, které jsou lokalizovany u DMT1 v 3'riegladané oblasti a u ferroportinu 1
v 5'nefrekladané oblasti.iPzvySené koncentraci iohtZzeleza v biice se proto translace
DMT1 muze snizovat a naopak translace ferroportinu 1 awSoV experimentech
zangienych na regulaci expreséchto transportér bylo zjiS€no, Ze vedle IRP je tato
regulace ovliviovana i dalSimi faktory [57]. Na posttransia Urovni je funkce protein
metabolizmu iont Zeleza regulovana napfosforylaci, znénou tercialni struktury,
ovlivnénim jejich metabolizmu a/nebo lokalizaci wilse (cytoplazma, mitochondrie,
endosomy, butnd membrana aj.) [51]. WEkterych proteifi zapojenych do metabolizmu
ionta Zeleza dochéazi vlivem hladiny idnkeleza k regulaci jejich exprese i na transkrip
arovni [64], [65].

Muzeme shrnout, Z8zeni metabolizmu iofitZzeleza na buné i organoveé arovni se
déje na mnoha stupnich genové regulace, do niz zasadule ionfi Zeleza i dalSi faktory.
Rada otazek v3ak neni je3icela objasina.
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2.4. Poruchy metabolizmu a transportu ioné zeleza

Poruchy metabolizmu iofitZzeleza pat mezi velmicasté patologické stavy. V zasad
je Ize rozdlit na onemoc#ni zagricinénd absolutnim nebo relativnim nedostatkeamto
iontd, na stavy souvisejici ggtizenim organizmu ionty Zeleza a na poruchy attéziont
Zeleza. Tyto poruchy mohou byt jak vrozené, takaig¢, mnohdy vSak jde o kombinaci
obou Fic¢in [66].

Savi organizmus nem& mechanizmy, kterymi byla tvylucoval nadbyténé ionty
Zeleza. Regulace zasob se tedje dha Urovni absorpce. Ztraty idnkeleza z organizmu
jsou zmisobovany pedevSim odlupovanim bek epitelii do lumen $eva i z povrchu
téla, ¢ast odchazi mo a potem. Tyto ztraty je nezbytné nahrazovat glzsdonii kovu
z potravy. Denni poeba, ktera se rovna denni z&abdpovidd 0,5-1 mg de&npro
dosg@lého muZe nebo postmenopauzalni Zenu, 1-2 mg pno e fertiinim ¥ku,
1,5-3 mg pro ¢hotnou a asi 1 mg pro dif67]. Vzhledem k nizké dinnosti stevni
absorpce je vSak nutnéijpmat v potra¥ nejmert desetkrat $Si mnozstvi iont Zeleza,

nez je teba k doplani jeho dennich ztrat.

2.4.1. Deficit ionta zeleza

N 7w

Nedostatek iorit Zeleza je neggrejSi pricinou mikrocytarni hypochromni anemie.
V casnych stadiich je onemagn obvykle bez fiznaki, pozdji se z&nou u nemocnych
obecné projevy anemii. Prajgbdobna souvislost je sledovana meziinhibici enizym
obsahujicich ionty Zeleza &gnami epitelidlnich projevanemii.

Mezi negastjSi priciny nedostatku iorit Zeleza pat chronicka krvaceni, fyziologicky
zvySené pozadavky, nedostaté absorpce, nedostéaté ¢i nekvalitni vyziva (je spiSe
prispivajicim faktorem nez jedinodipinou deficitu zeleza).

Aceruloplasminemie, nedostatek ceruloplasminu,jenmocini spojené s porusenou
rovnovahou iont Zeleza v organizmu, charakterizované neurodegeingaterni fibor6zou
a diabetem [68]. Funkci ceruloplasminu je oxidaoatii Zeleza po jejich transportu
Z burek. Mutace snizuje hladinu ceruloplasminu nebo jektivitu. Relativié je omezena
produkce ¢ervenych krvinek. Festo je absorpce iantZeleza z intestinalniho traktu
normalni nebo pouze mifrsnizena a to diky hefestinu, coz je membranovy dhogn

ceruloplasminu.
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Atransferinemie je charakterizovasaste&nou deficienci v plazmatickém transferinu
[69]. Zpisobuje ji mutace v genu pro transferin [70]. Pigrepoézu je dostupné jen velmi
malé mnoZstvi iorit Zeleza, jako dkledek stimulace absorpce intestinalnichticrgleza a
masivniho ukladani iofit Zeleza v nehematopoetickych tkanichasiedkem je tezka
anemie z nedostatku idnfeleza v kontrastu k totalnimdepiZzeni organizmu ionty Zeleza

(hypotransferinemie) [71].

2.4.2. Retizeni ionty Zeleza

PretiZeni ionty Zeleza nejvice postihuje jatra (fdada cirrhdza), myokard a Zlazy
s vnitni sekreci. V poskozenédhto orgaid hraje roli vliv ionti Zeleza na vznik volnych
radikai a nasledna peroxidace lifidktera kvalitativié postihuje bu&¢né membrany.
Patologicka petiZzeni Ize rozglit podle @icin na primarni a sekundarni.

Hereditarni hemochromat6za (HHC) 1. typu je onerdoicoharakterizované zvySenim
intestinalni absorpce iontzeleza a jejich ukladanim v jatrech, srdci, sleiva pokoZce
[72]. Po utité doke vede nadbytek ioitzeleza ve tkanich k jaterni fibroze a cirrhoze, k
poSkozeni srdmi svaloviny a k diabetu. Toto autosomalni recdsirmemocgni vSak neni
zpisobeno defektem v proteinu transportujicim iontieZa ale spiSe v regulaci tohoto
transportu [71]. Vroce 1996 byl identifikovan gegehoz mutace je ffginou tohoto
onemockni. Produktem tohoto genu je protein csmany jako HFE, ktery nekovalertn
asociuje s transferinovym receptoremétdha (80 — 90%) pacieint s HHC jsou
homozygoti pro mutaci, kde tyrozin nahrazuje cysteipozici 282 (C282Y) v genu pro
HFE [23], [72], [73]. Pesny mechanizmus, kterym HFE reguluje intestinalogorpci
iontd Zeleza neni znam, ale dosavadni &jiSthas¥dcuji tomu, Ze v fipadd HHC se
duodenalni enterocyty chovaji st&jjako @i nedostatku iorit Zeleza. Toto tvrzeni je
podporovano studiemi, které ukazuji, Zze u padienHHC je relativl nizka hladina
MRNA i samotného proteinu ferritin, zatimco hladgenu pro transferinovy receptor a
exprese proteinu je relatigvysoka.

Hemochromato6za 2. typu (juvenilni hemochromatoea)zacné autosomalni recesivni
onemocgni zpisobené fetizenim ionty Zeleza [74]. Juvenilni hemochromat@zspojena
s mutaci v genu pro hepcidinil@zitym regulatorem absorpce iériteleza je zde protein
nazvany hemojuvelin, jez i@e byt sodasti hepcidinem regulované metabolické drahy

nebo kltovou molekulou v paralelnim regdt@m mechanizmu [75].
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Hemochromat6za 3. typu jedicné autosoméathrecesivni onemoeni zpisobené
mutaci v genu kédujici transferinovy receptor 2.tdepomalé progresivni onemagen
projevujici se u dosjych pretizenim organizmu ionty Zeleza [76].

Hemochromato6za 4. typu se projevufetfzenim organizmu ionty Zeleza, které vsak
neni spojeno s mutaci vHFE genu [77]. Je taliché autosomakh dominantni
onemocgni zpisobené mutaci v genu kéduijici ferroportin 1 [783][

Hemochromat6éza 5. typu je autosondaldominantni mutace v genu kodujici
H-podjednotku ferritinu a projevuje se zvySenimditig ionti Zeleza v séru spalec
s nadndrnym ukladanim iorit Zeleza v hepatocytech a Kupfferovychikéch [80].

Aceruloplasminemie (viz kap. 3.4.1.1.). Vistedku nedostatku ceruloplasminu se
neoxidované ionty Zeleza akumuluji v jaternichkach a makrofazich. Je zajimave, ze
absence ceruloplasminu vede i k akumulacitictgleza v centralnim nervovém systému.
Duvody této akumulace nejsou doposud zndmy [81].

Hypotransferinemie (viz atransferinemie, kap. 34)1

Zvyseni jaternich zasob idntzeleza bylo zji&ho i v asociaci s chronickymi
jaternimi onemoatnimi. Negastji se jedna o alkoholicka jaterni onemeégn chronické
virové hepatitidy a nealkoholické steatohepatit[82]. Mechanizmus akumulace idgnt
Zeleza v jatrech z&thto podminek neni dosud detznam.

Friedrichova ataxie je letalniedicné onemocéni charakterizované spinocerebralni
degeneraci, kardiomyopatii a diabetem mellitus. feeni vznika v disledku mutace
v genu pro frataxin. #@sna Uloha frataxinuigtava neznama.i€sto se fedpoklada jeho
role v metabolizmu Fe-S klastréi v regulaci intramitochondrialniho transportu idnt

Zeleza [83].
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3. Cil prace

Cilem této diplomové prace bylo stanovit:

1. Vliv deprivace iont Zeleza na expresi molekul, které sé&asini transportu
netransferinovych iofit Zeleza (DMT1, Dcytb, ferroportin 1, hefestin
a ceruloplasmin), u bgh lidské linie K562 (erytroleukemie) a bk lidské linie
Caco-2 (kolorektalni karcinomh vitro. Vliv na expresi jsme stanovovali na urovni
MRNA pomoci ,Real-Time" PCR.

2. Vliv zvySené hladiny iorit Zeleza na expresi molekul, které s&sini transportu
netransferinovych iofit Zeleza (DMT1, Dcytb, ferroportin 1, hefestin
a ceruloplasmin), u béh lidské linie K562 (erytroleukemie) a btk lidskeé linie
Caco-2 (kolorektalni karcinomp vitro. Vliv na expresi jsme stanovovali na urovni
MRNA pomoci ,Real-Time" PCR.

3. Vliv ethanolu na expresi molekul, které sasini transportu netransferinovych ibnt
Zeleza (DMT1, Dcytb, ferroportin 1, hefestin a deplasmin), u buék lidské linie
Caco-2 (kolorektalni karcinomh vitro. Vliv na expresi jsme stanovovali na drovni
MRNA pomoci ,Real-Time" PCR.
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4. Material a metody

4.1. Pouzity material a chemikalie

4.1.1. Burééné linie

Bungené linie K562 (lidska erytroleukemie) a Caco-2 gkgl kolorektalni karcinom) byly
poskytnuty laboraid Doc. RNDr. Jana Kow@é, DrSc. z Ustavu molekularni genetiky
Akademie ¥d Ceské republiky, Praha.

4.1.2. Pouzité sondy

DMT1-sonda: 6FAM-TGT TCT ACT TGG GTT GGC AAT GTT TKSTTG C
ferroportin 1-sonda: 6FAM-CAC AAC CGC CAG AGA GGAGC 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 ACAT

Dcythy, (,forward” primer): 5- GTC ACC GGC TTC GTC TTCA
Dcyth, (,reverse” primer): 5- CAG GTC CAC GGC AGT CTG TA

ferroportin 4 (,forward“ primer): 5°- TGA CCA GGG CGG GAG A
ferroportin % (,reverse” primer): 5- GAG GTC AGG TAG TCG GCCAA

hefestin (,forward” primer): 5"- GGG AAT GGC ACA ACC AGT CT
hefestin (,reverse” primer): 5- CCA GGA GCC CATCCTTGT T

ceruloplasmin (forward primer): 5°- AAC CCT GGA GAA TGG ATG CTC
ceruloplasmip (reverse primer): 5- TTG CAA ACC GGC TTT CAG A
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kontrolni gen GAPDHI(,,forward” primer): 5'- GTC GGA GTC AAC GGA TTT GG
kontrolni gen GAPDHI(,reverse” primer): 5°- AAA AGC AGC CCT GGT GAC C

4.1.4. Pouzité soupravy

Rneasy Mini Kit (Qiagen, Bmecko), Rnase-Free Dnase Set (Qiageém&tko), Taq Man
Reverse transcription Reagents (Applied Biosystéi®#), Tag Man Universal PCR Master
Mix (Applied Biosystems, USA), SybrGreen PCR Masikx (Applied Biosystems, USA)

4.1.5. DalSi chemikalie a material

2-merkaptoethanol, L-glutamin (GIBCO, Velka Britéi

apotransferin, CdS{B/3H0, citrat Zelezity, CoGl6H,O, CuSQ.5 H,0, ethanolamin, Feg;l
HEPES, hydrokortizon, kyselina askorbova, kysetiteonova, kyselina listova, L-glutamin,
MnCl,.4H,O, NaSeQ, NaSiO:.5H,0, NH;VO3; (NH)sM07024.4H,0, NiSQ.6H,0,
penicilin, pyruvat sodny, RPMI-1640 medium, Sp@H,O, streptomycin, trypsin,
ZnSQ,. 7H,0 (Sigma Aldrich, Nmecko)

agarodza (Biotechnology Grade, USA)

dialyzani stevo Spectra/Por 3 Membrane (Spectrum Laboratddigs,)

EDTA (Iékarna FNKV)

fetalni bovinni sérum (Biochrom AG &shecko)

kyselina borita (Amnesco, USA)

~optical adhesive covers®, ,optical reaction pla{&pplied Biosystems)

PCR ultra HO (TOP-Bio,Ceské republika)

NaCl, NgHPQ,.12 HO, KCI, KH,PO, (LachemagCeska republika)
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NaHCQ; 7,5 % (Sevapharm&eska republika)

Tris (ROTH, Nemecko)

4.1.6. Tk&iova voda, roztoky a media

4.1.6.1. Tkéova voda

Pri pripraw roztoki a medii pro tk&ové kultury jsme pouzivali vodu vysoké kvality, tzn
s minimalnim obsahem anorganickych a organickytdk|aozn&ovanou jako tk&ova voda.
Tkanovou vodu jsme ziskali redestilaci a naslednouligei autoklavovanim (30 min.iip
120°C a tlaku 1 atm)

4.1.6.2. Roztoky

Pomocné roztoky jsme pouzivali k oplachovani nebomyvani busk, k uvohovani
burgk od substratu,ippadre jednotlivych bugk od sebe.

PBS (,phosphate buffered saline®): Slouzi k optacmni bugcnych kultur ged vynenou
media, ped trypsinizaci nebo k promyvani knpied jejich gipadnym lyzovanim. ifprava

roztoku:

NacCl 8,009
KCI 0,20 g
NaHPO.12 HO | 2,89 ¢
KH,PO, 0,20 g
Celkovy objem 11

Jednotlivé navazky jsme rozpustili v 1 | tk&é vody. Po rozpudti jsme pro kontrolu
znefili pH. To by se milo pohybovat v rozmezi 7,3 — 7,5 (kéné pH se autoklavovanim
0 0,1 — 0,2 jednotky pH snizi). \tipact potreby jsme upravili pH pomoci 1M HCI nebo 1M
NaOH. Hotovy roztok jsme sterilizovali v autoklaypeo dobu 30 minut ip 120°C a tlaku
1 atm.

Roztok trypsinu: PouZzivali jsme jejtiptzv. trypsinizaci, ktera je s@asti pasadzovani
burgk. Pasobeni trypsinu ma za nasledek naruSeni adheznioclekoh plazmatické

membrany,cimz dochazi k oddeni burgk od pevného podkladu i vzajeghmnezi sebou.
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Priprava roztoku: V 200 ml PBS jsme rozpustili 0,4trgpsinu a 0,04 g EDTY. Takto
piipraveny roztok jsmeigfiltrovali pies papirovy filtr. V laminarnim boxu jsme roztokoxm
piefiltrovali pres miliporovy filtr, tim jsme ziskali sterilni zdsui roztok o pH 7,4.

4.1.6.3. Media

Zakladni medium (RO):

H.O (,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) 0,1m
Antibiotika (10'U penicilinu a 10 mg streptomycinu/ml) 1,0 ml
NaHCGQ; (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 mi

10x FeC (zasobni koncentrat) 10 ml

10x -Fe (zasobni koncentrat) 10 mi
Zakladni medium (RO) 90 ml 90 ml 90 ml
Celkovy objem 100 ml 100 ml 100 ml
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Priprava koncentrat(10x Tf, 10x FeC, 10x -Fe):

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

100 mM citréat zZelezity 5,0 ml

20 mM ethanolamin 1,0 ml 1,0m 1,0ml
5 UM hydrokortizon 1,0 mi 1,0 mi 1,0m
20 mM kyselina askorbova 1,0 m| 1,0 ml 1,0 mi
5x10% M CdSQ.8/3 HO 0lm | 01ml| 0,1ml
1x10" M CoCh.6 H,0 0,1 ml 0,1 ml 0,1 mi
1x10* M CuSQ.5 H,0 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml
5x10° M (NH4)sM07024.4 H,O 0lml | 0Aml| 0,1ml
5x10°M MnCl,.4 H,O 0,1 ml 0,1 ml 0,1 mi
2,5x10° M NiSO,.6 H;O 0,1 ml 0,1 ml 0,1 mi
5x10° M N&:SeQ 0lml | 01ml| 01ml
2x10° M N&Si03.5 H,0 0,1 ml 0,1 ml 0,1 mi
2,5x10° M SnCh.2 H,0 0,1 ml 0,1 ml 0,1 mi
2,5x10° M NHzVO3 0lml | 01ml| 01ml
1x10°M ZnSQ,.7 H,0 0,1 ml 0,1 ml 0,1 mi
Zakladni medium (RO) 94,9 m|l 90,9 ml 959 ml
Celkovy objem 100,0 ﬂl 100,0 ml| 100,0 ml

Priprava 5 mg/ml saturovaného transferinu:

1.
2.
3.

Navazili jsme 40 mg apotransferinu.

a promichali.

Pridali jsme 5,4 ml tkhové HO a nechali jsme transferin zcela rozpustit.
Pridali jsme 2,0 ml mixu (1,0 ml 500M FeCk.6 H,O + 1,0 ml 8 mM kyseliny citronové)

Pridali jsme 0,3 ml 10% NaHC£0,05 g NaHCQ jsme rozpustili v 0,45 ml tkéové

H,0), promichali a z&tili pH = 7 (pH papirek). V fipact potteby jsme pidali dalsi 10%

NaHCG:.

15 minut.
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7. Jeden konec ®tva jsme poskladali a uza do 1,5 ml zkumavky, druhy konec jsme
prsty rozvolnili a opatr&do steva vpravili roztok transferinu. Volny konec diaéniho
streva jsme oft uzaveli do 1,5 ml zkumavky.

8. Naplrené stevo jme viozit do velké kadiny s PBS a michadlemeahali jej michat
v chladové mistnosti (lednici) do druhého dne. pbislx jsme vyndnili roztok PBS.

9. Vynali jsme stevo z kadiny, pipetou jsmagnesli obsah do malé (50 ml) kadinyiesb
jsme 2x proplachli 10 ml RO &ipali k roztoku.

10.Roztok jsme pefiltrovali do 50 ml centifugéni zkumavky, kadinu vyplachli 10 ml RO a
také gefiltrovali (celkem jsme fidali 30 ml RO).

11.Pridali jsme 729,2 ml RO a dané stopové prvky a ozt osmindsobném mnozstvi, coz

odpovida naSemu rozpisu nidgravu 8 ml saturovaného transferinu.

4.2. Pouzité (ristroje

Centrifugy: Jouan B4i (Francie), Jouan BR4i (FrahdMinispin plus (Eppendorf), Micro —
centrifuge 1 GMC-260 (LABTECH), Minicentrifuge C200 (Labnet)

Cyclery: Thermocycler T-gradient (Biometra), T1nmecycler (Biometra), UNO
thermocycler (Biometra)

Inkubatory: Jouan IGO 150G (Francie), Jouan IGO d&Dlife (Francie)

Laminérni boxy: Jouan MSC 12 (Francie), Microbiobtad safety cabinet Holten Jouan
S 2010 (Francie)

pH metr: InoLab pH Level 1, pH-elektroda Hamiltdfe(necko)

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

Spektrofotometr: GeneQuant pro RNA/DNA Calcula@®iothrom)

Systém na ELFO: Sigma Aldrich ¢ihecko)
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Systém Real-Time: 7000 SDS ABI Prism (Applied B&tgyns)

UV kamera: SynGene (SynGene)

Vahy: analytické vdhy KERN 770 ALJ 120-4&Mecko), pedvazky EK-1200g

Vodni lazéi: Memmert WB 22 (Nmecko)

4.3. Metody

4.3.1. Kultivace burgk

Bunky jsme kultivovali mediu, zalozeném na RPMI-16#@diu (zakladni medium RO)
obsahujicim 10 % fetalniho bovinniho séra [84].

V experimentech jsme pouzivali definovana mediadMm bez fitomnosti iont Zeleza
(-Fe medium) je definované medium be&#gmnosti séra, zaloZzené na RPMI-1640 mediu a
obsahujici doplkék nahrazujici sérum, beziigavku jakéhokoli zdroje ioit Zeleza.
Transferinové medium (Tf medium) obsahujeu§/ml lidského transferinu saturovaného
Zelezem jako zdroj iofitzeleza [85]. Medium obsahujici vysokou hladinutioreleza (FeC
medium) zahrnuje v dofku 500uM citrat zZelezity [85].

Bunky jsme kultivovali jednoté v termostatu i 37°C ve viltené atmosi@ s 5%
obsahem C@

4.3.1.1. Kultivace adherentnich &n

Adherentni biiky rostou na pevném podkladu, na ktery sehycuji. Podkladem iize
byt sklo nebo uglohmotny material. Jakmile b&&n& kultura rovnorérné vyplnila celou
kultivacni plochu, bylo teba provést pasazovani. Pasadzovani jsme pHowaa sterilnim
prostedi v laminarnim boxu tak, Ze jsme z Bkinpomoci pipety odsali staré kutird
meédium, buky oplachli roztokem PBS a poté k ninfidali roztok trypsinu (asi 15Ql
roztoku na zhruba 20 émplochy). Takto o$&ené biiky jsme uloZili fiblizng na 5 minut do
termostatu. Po této debdojde k uvolgni burtk od podkladu i mezi sebou. K takto
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uvolnénym buikam jsme pidali takové mnozstuterstvého média, jaké ¢ k dispozici ged
pasazovanim, gdre je rozsuspendovali. Tuto suspenzi jsme pak podigepy naedili a
rozcklili do poZzadovaného mnoZzstvi kultiéich nddob, které jsme uloZili do termostatu.

4.3.1.2. Kultivace suspenznich lskn

Bung¢né suspenze umidji rast burgk v prostoru v objemu média. Bky mohou fist
samostaté nebo tvéi mensi shluky. Pasazovani suspenznich kultur jsrogadli jejich
pravidelnymiedénim.

PasaZzovani pouhyriedinim je vSak mozneé i ué¢hterych tym burgk rostoucich na
substratu, tzv. adherentni &iné linie. To je moZné vifpac, Ze buiky jsou k substratu
prichyceny jen velmi slaba i pouhy prudsi pohyb média gppromichavani zfsobi jejich

odpoutani od substratu, aniz by byla nutna jejigpsinizace.

4.3.1.3. Detekce mykoplazmy

Kontaminace butnych kultur mykoplazmou je jednim z taggjSich problému P
jejich kultivaci, proto jsme pouzivané kultury ndtpmnost mykoplazmy ,otestovali“.
Postup na detekci mykoplazmy v &inych kulturach sestavila T. Kopska:

Bunky jsme tyden fed zng&enim kultivovali v médiu bez antibiotik.

Bunky rostouci v suspenzi: Do media sikami jsme pidali formaldehyd o vysledné
koncentraci 3,7%. Biky jsme takto fixovali 3 minuty a poté sth pfi 200 g. Supernatant
jsme odstranili, biiky poté rozsuspendovali v PBS adligpti 200 g. Supernatant jsme znovu
odstranili a jeho zbytky osusili od hrdla centri&igi zkumavky. Ze sedimentu jsme odsali
10ul a nanesli na podlozni sklo. Na to jsme poté nakapalévaci roztok s DAPI
(4,6-diamidin-2-fenylindol) aifkryli krycim sklem.

Bunky rostouci na substratu: Pokud bylyiky v kapkach na krycich sklech, zalili jsme je
3,7% roztokem formaldehydu, pokud byla kryci skimédiu, gidali jsme k nim formaldehyd
o vysledné koncentraci 3,7%. By na sklech jsme fixovali 5 minut a poté promykirdt 5
minut v PBS. Na podlozZni skla jsme naneslijd@alévaciho media s DAPI, kryci sklo jsme
vynali z PBS a feklopili na kapku.
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Detekce mykoplazmy pomoci mikroskopu: Pokud jshaglivpouze bugéna jadra, byla
detekce mykoplazmy negativni. Pokud jsme kgader vicli i drobné body v okoli buk,
detekce byla pozitivni.

4.3.2. Experimentalni podminky

Buiiky, které jsme pouZzivali k experimént, se nachéazely v obdoliistové faze nebo na
jejim vrcholu, gicemz jich bylo jiz dostatené mnoZstvi pro nasazeni na dany experiment (viz
kap. 4.3.2.2.)

4.3.2.1. Poitani burgk

Bunky K562 jsme fadré rozsuspendovali a asi 50l jsme odebrali pro zjignhi
koncentrace butk v dané suspenzi. Uvedené mnoZstvi suspenze jengghali se stejnym
objemem barviciho roztoku trypanové mio@,4% roztok v PBS) a pomoci Blrkerovy
komarky jsme butky spaitali. Bung¢na linie Caco-2 je adherentni anky jsme proto
musely nejdive prevést do suspenze pomoci trypsinu. Dale jsme s pnacovali jako
s K562.

4.3.2.2 Vyseti burk

Pri kazdém experimentu jsme na jednu Petriho miskpriméru 5 cm vyseli takové
mnozstvi busk, aby vysledna koncentrace v celkovém mnozstvi Suspenze byla 400 tisic
burgk/ml.

Spaitané buikky jsme rkolikrat promyli roztokem PBS a centrifugovali
(200 g/10 minut). Promyvaci roztok jsme odsali &kdyurozsuspendovali v zakladnim mediu
(RO) o stejném objemu z jakého bylyitiy odebrany k pé&tani. Objem suspenze obsahujici
2 miliony burgk jsme doplnili do 2,5 ml row# zakladnim mediem (RO0). Zbyvajici objem
2,5ml jsme doplnili gislusnym mediem vzhledem k experimentu (viz kap.14)3
Koncentraty pidavajici se k zakladnimu médiu (viz kap. 4.1.1j8me pidali dvojnasoba
koncentrované, nelfopo smichani média s btimou suspenzi doslo k jejich ieakEni na
polovi¢éni koncentraci. Peadném promichani jsme tedy ziskali suspenzi 5 kdracentraci
400 tis. bugk/ml.
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Kazdy experiment se sestaval vzdy z kontrolnietly z naSeho pohledu neovlénych, a
experimentalnich podminek,fipemz jedna experimentalni dvojice obsahovalaikigu
pochazejici z téze Petriho misky.

4.3.3. Izolace RNA

Po uplynuti inkubéni doby jsme biky sklidili, promyli omyvacim roztokem (PBS) a
centrifugovali (200 g/10 minut). Po odsati supeanat jsme buwtny sediment lyzovali a
izolovali celkovou RNA dle standardniho navodu pom&Neasy mini kitu (QIAGEN

RNeasy mini kit) s Gpravami na nase podminky:

1. Kburéénému lyzatu jsme fidali 350 ul RLT pufru (do 1 ml RLT pufru jsme fali
100ul B-merkaptoethanolu) a rozmichali pipetou do r&ximi.

2. Suspenzi jsmeippipetovali do 1,5 ml zkumavky a promichali nasatimystiknutim

injekéni stikackou s jehlou (@ 0,8 mm) minimairbx.

Pridali jsme 35Qul 70% ledoveho ethanolu a detrozmichali pipetou.

Suspenzi jsmeipnesli do kolonky a centrifugovali 15 & g 000 g.

Pridali jsme 35Qul RW1 pufru a centrifugovali 15 i@ 000 g.

Do 100 ml zkumavky jsme napipetovaliid@RDD pufru, gidali 10 ul DNasy | a opatré

o g &~ w

promichali.

7. Tento mix jsme napipetovali do kolonky a inkubovas minut i laboratorni teplat
(20 — 30°C).

8. Do kolonky jsme fidali 350ul RW1 pufru a centrifugovali 15 FiB 000 g.

9. Vymenili jsme skrnou zkumavku, napipetovali 500l RPE pufru na kolonku a
centrifugovali 15 s 8 000 g.

10. Pridali jsme dalSich 5001 RPE pufru a centrifugovali 2 minfi@B 000 g.

11.Pro rozpudini RNA jsme kolonku fendali do 1,5 ml zkumavky,fiali 15 pl H,O
(,RNase free" kvality) a centrifugovali 1 mirfiglO 000 g.

12.Znovu jsme pdali 15ul H,0 (,RNase free” kvality) a centrifugovali 1 miniid0 000 g.

Kvalitu RNA jsme o¥fili pomoci gelové elektroforézy (ELFO) na 2% agar6z

s vizualizaci ethidiumbromidem. Gely jsme vyhodn@bpomoci UV kamery.

Koncentrace RNA jsme zfili na spektrofotometru.
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Obr. 1. Celkova RNA v 2 % agar6zovém gelu. Jddmoprouzky odpovidaji ribozomalni

RNA nélezici velké a malé podjednotce, smir (,Snydujsou fragmenty mRNA.
4.3.4. Reverzni transkripce (RT)
Izolovanou RNA (10Qg/ml) jsme pevedli na cDNA reverzni transkripci (TagMan —
Reverse Transcription Reagens, Applied BiosysteReakni podminky: 10 min i 25°C,

30 min @i 48°C, 5 min pi 95°C.

SloZeni reakni snEsi na jednu reakci:

10x RT pufr 1,Qul
25 mM MgChb 2,2l
dNTP mix 2,0ul
Hexamery 0,24l
H,O (PCR kvality) 3,4l
RNase inhibitor 0,2l
Reverzni transkriptaza 0,25ul
RNA (10Qug/ml) 1,0pl
Celkovy objem 10,@l

4.3.5. ,Real-Time" PCR (PCR - polymerazové&etézova reakce)

Ziskanou cDNA jsme pouzili pro ,Real-Time* PCR (ABPrism — 7000 Sequence
Detection System).
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4.3.5.1. PCR

Hlavnim ginosem metody PCR (polymerazokgizova reakce) je rychlé ,namnoZeni”
(amplifikace) zvoleného fragmentu nukleové kyseliny

Pomoci PCR Ize v8ak namnozit jen takové fragmekiigré jsou ohrageny useky o
znamé sekvenci, pokud neni jejich sekvence znar#a Pedle &chto sekvenci jsou poté
navrhovany tzv. primery, tj. jedibettzcové molekuly DNA komplementarni vzdy k jednomu
ztettzcai cilové DNA ugené k amplifikaci. Tyto oligonukleotidy jsou syriggtvany ungle a
jsou nutnou sotésti reakni snesi, ktera dale obsahuje deoxynukleotidtrifosfatATer,
dTTP, dGTP, dCTP), re&ki pufr a termostabilni enzym (Taq polymeraza).

V prvnim reaknim kroku, kdy dochaziipteplo# nad 92°C k denaturaci templéatové
DNA, je molekula DNA rozbalena, takze jé¢itpmna jako jedni@tzcova molekula. Diky
tomu je molekula DNA fistupna reakcim probihajicim v dalSich krocich.

Ve druhém kroku je teplota sniZzena a primery mohasednout na komplementarni Useky
cilové DNA. Tato ¢ast byva oznsmvana jako ,annealing” nebo hybridizace prifer
Teoreticky je teplotu mozné vypibat na zakladl znalosti sekvence primegr nicmer
optimalni teplotu je nutné stanovit experimentalRredpokladem praiinnost enzymu je
piitomnost kratkych dvaetézcovych Usek s volnym 5° koncem. Enzym nasedne na volny
konec primeit a z&ne dosyntetizovavat komplementarni vlakno dvoudvuide. To se &e

ve tretim kroku reakceipteplo® 72°C, ktery je ozngvan jako extenze.

Podle typu pistroje a délky amplifikovanych fragméntrvaji jednotlivé kroky desitky
sekund az minuty. Rea&Ri kroky jsou automaticky opakovany 20 — 40xhBm této doby
dojde k exponencialnimu ,namnozeni“ daného fragm&itA.

Vyhoda reakce sgova v poteb: minimalniho mnozstvi vychozi DNA, rychlosti a viso

specifi€. Nevyhodou je fedevsim nachylnost ke kontaminaci cizorodou DNA.

4.3.5.2. ,Real-Time”“ PCR

Rozdil této metody od ,klasické® PCR je vtom, kem¢ zakladni cyklické faze je
souasti reaknich podminek dalSi, tzv. preinkuiod faze. DalSi rozdil a zarowevelka
vyhoda tohoto typu PCR reakce je moznost sledoxich reakce. Zname tedy vysledné
hodnoty v kazdém diim cyklu reakce a ne pouze kéng, celkovy vysledek. Proto se tato

metoda také ¢kdy ozn&uje jako kvantitativni PCR, nebana rozdil od ,klasické”, tedy
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kvalitativni PCR, kde zji&jeme pouze iitomnost produktu, Real-Time PCR nam urmgg
zjistit i jeho relativni mnozstvi [86], [87], [88].

Expresi nizeme pomoci ,Real-Time* PCRaétit bud” absolutd, kdy jednotlivé hodnoty
exprese vztahujeme ke kalibra kiivce, nebo jako v naSentipad relativre, kdy sledujeme
pouze relativni znu exprese vzorkuii kontrole.

Ke zviditelréni ziskané DNA se pouziva diuluoresceriné znatend sonda (obr. 2, str.
40) nebo fluorescentni barva nespecificky se vadasDNA (obr. 3, str. 40).

Béhem PCR je s#tlo z halogenové lampy fbézneé vyzaovano do kazdé jamky na
96-jamkoveé optické mikrotitkai destéce. S¥tlo prochazi otvorem do jamky a igobuje
excitaci fluorescetni barvy gitomné ve vzorku. Vysledné emitované fluorescére&eni
mezi 500 nm a 660 nm je snimano v kazdé janébern extetni faze PCR reakce (obr. 4,
str. 41)

Reakni podminky: 2 min j 50°C, 10 min p 95°C, cyklicka faze sestavala ze 40 cykl
pii nichz se opakuje 15 s 95°C a 1 min 60°C.

SloZeni reakni snEsi na jednu reakci:

Master Mix (viz kap. 4.1.4.) 12,5yl
H,O (PCR kvality) 7,51
Primer- reverse (400nM) 210
Primer — forward (400nM) 2,0l
cDNA (viz kap. 4.3.4.) 1,ql
Celkovy objem 25,Qu
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Obr. 2. Princip zn#eni sondou. (@vzato 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

@ © © O

3 T T T S

: :

7O O ’
Denaturation complete, the SYBR Green 1 Dye dissociates from the strand, resulting
in decreased fluorescence.

Polymerization
Farward
N | e ©
o LT T I 5
5 e L 3
OGRS A=

Reverse
Primer

During the extension phase, the SYBR Green 1 Dye begins binding to the PCR
product.

Polymerization Complete

3 d 5
5 N TSR TSR TR -
3’ g I 5
5 11| gttt 1t i g gt TN -

Polymerization is complete and SYBR Green 1 Dye is completely bound, resulting in a
net increase in flucrescence.

Obr. 3. Princip zngni SybrGreenem {pvzato z ,,7000 SDS User Guide").
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Emission Filters

Fresnel

-= \Well Lenses

Obr. 4. Princip snimani fluorescencéefzato z ,,7000 SDS User Guide")

Z literatury jsme fevzali sekvence primérpro DMT1 a feroportinl [89]. Primery pro
ostatni transportéry, u kterych jsme pouzivali alzaci SybrGreenem, navrhovala MUDr.
Markéta Cimburova, PhD. Jako kontrolni gen jsme dle litenatpouZili GAPDH, roviz
vizualizovany SybrGreenem [89].

Priklad pribéhu PCR reakce jednotlivych transpoitgv tomto gipad feroportinu 1 a
hefestinu) a kontrolniho genu (GAPDHJ pizualizaci DNA sondou a SybrGreenem ukazuji
obr. 5 (str. 42) a 6 (str. 42).
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2,5

—L—Fp: kontrola

——Fp: vzorek

normalizovanéa fluorescence*
(ASOO 660nm )

1,5 7
—2&— GAPDH: kontrola
1 —&— GAPDH: vzorek
0,5 4
O T T T T

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39
poéet cykl U

Obr. 5. Fluorescence vzdrkledujici expresi ferroportinu 1 (Fp) Zeaych DNA sondou a
kontrolniho genu (GAPDH) v zavislosti nagho cykli PCR reakce. *fluorescence
vzorku normalizovana na pasivni referenci (reféménbarva minimalizujici

fluktuaci signalu zpsobenou jinymi nez PCR faktory).

——o— Hp: kontrola

—&— Hp: vzorek
—a— GAPDH: lontrola

—a— GAPDH: vzorek

normalizovana fluorescence*
(As00-660nm)
N

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

pocet cykl G
Obr. 6. Fluorescence vzdirlsledujici expresi hefestinu (Hp) a kontrolniho wéGAPDH)
zna&enych pomoci SybrGreenu v zavislosti nactpo cykli PCR reakce.
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*fluorescence vzorku normalizovana na pasivni efer (referetni barva

minimalizujici fluktuaci signalu zisobenou jinymi nez PCR faktory).

Pro oteni nulové kontaminace cizorodou DNA jsme po skoil PCR reakce provedli
disociaci vzork. Nasledné vyhodnoceni diso&ié kiivky (teploty tani produktu) ukézalo,
zda se Bhem reakce amplifikoval pouze nami poZzadovany fregndNA — disociani kiivka
ma pouze jeden vrchol o odpovidajici tepli@ni. Teploty tani produktPCR reakce: DMT1
— zn&eni sondou neumaaje vytvait disociani kiivku, Dcytb — 80°C, ferroportin — zaeani
sondou neumaitlje vytvdit disocia&ni kiivku, hephaestin — 77°C, ceruloplasmin — 75°C,
GAPDH - 79°C.

Vyhodnoceni vysledkjsme provedli metodou®©! [90]. Jednotlivé vysledky jsme poté
testovali na odlehlost pomoci Q testu [91] a odlehbdnoty jsme vylatili. Kone¢né

statistické zpracovani jsme provedli pomoci parovehestu.
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5. Vysledky

5.1. Vliv deprivace ionfi Zeleza na expresi molekul atastnénych

Vv transportu ionta zeleza

5.1.1. Vliv deprivace ionti Zeleza na expresi molekul atastnénych v transportu ionta

Zeleza u burk lidské erytroleukemickeé linie K562

Bunky linie K562 jsme kultivovali po dobu 24 hodin fi@micky definovaném mediu bez
piidaného zdroje iofit Zeleza. Jako kontrolu jsme pouZili iy kultivované v mediu
s lidskym transferinem (fg/ml) jako zdrojem Zeleza. Kultivace probihala kubatoru pi
37°C ve viltené atmosfi@ obsahujici 5 % CO Z burek jsme nésledn izolovali RNA a
pomoci metody ,Real-Time*“ PCR jsme zj&ali vliv deprivace iont Zeleza na expresi
sledovanych molekul transportu idnteleza: DMT1 (,divalent metal transporter 1%), Dxy
(,duodenal cytochrom b-like*), ferroportin 1, hefims ceruloplasmin; na Urovni mRNA.

Vysledky byly vyhodnoceny metodotf%

Tab. 1. Vliv deprivace iofit Zeleza na expresi molekul transportu io#eleza na Urovni
MRNA u burgk K562 po 24 h kultivace v mediu be#iganého zdroje ioritZeleza.

experiment Relativni mnozstvi mMRNA*
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+ 0,1( 0,61+0,g4 1,00

*Jednotlivé hodnoty jsou vztazeny ke kontrolnimoenk (kalibratoru), ktery byl nastaven na
hodnotu 1,00.
*Hodnoty podetelé jako odlehlé a na zakka@ testu vylodené
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Souhrnné vysledky jsou uvedeny v Tab. 1.i\pact transportéru DMT1 byla vidledku
deprivace iont Zeleza v médiu exprese nizsi o 22% (obr. 1). dréstuktasy Dcytb doslo ke
snizeni 0 12% (obr. 2, str. 46). Exprese ferroparti se rovéZ snizila a to o 39% (obr. 3,
obr. 46). U ferroxidasy hefestinu ke &m¢ exprese vlivem deprivace idn¥eleza nedoslo
(obr. 4, str. 47). Hladina mRNA pro ceruloplasmeny burk K562 tak nizka, Ze neni
metodou ,Real-Time" PCR detekovatelna.

0,4 -

0,2 -

relativni mnozstvi mRNA
o
()]

kontrola -Fe

Obr. 1. Vliv deprivace iofit zeleza na expresi DMT1 u htkn K562. Buky byly
kultivovany 24 h v mediu bez dodaného zdrojeiareleza (-Fe) a hiky kontroly
v mediu s transferinem (fug/ml) jako zdrojem iont Zeleza. * statisticky

signifikantni snizeni exprese, P < 0,05.
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kontrola -Fe

Obr. 2. Vliv deprivace ioiit Zeleza na expresi Dcytb u hkiktn K562. Buiky byly
kultivovany 24 h v mediu bez dodaného zdrojeiareleza (-Fe) a hiky kontroly

v mediu s transferinem (&gy/ml) jako zdrojem iorit Zeleza.

1,2 -

0,8 -

0,6 -

relativni mnozstvi mRNA

0,2 1

kontrola -Fe

Obr. 3. Vliv deprivace iofit Zeleza na expresi ferroportinu 1 u BkrkK562. Buiky byly
kultivovany 24 h v mediu bez dodaného zdrojeiareleza (-Fe) a hiky kontroly
v mediu s transferinem (Sug/ml) jako zdrojem iorit Zeleza. * statisticky
signifikantni sniZzeni exprese, P < 0,05.
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kontrola -Fe

Obr. 4. Vliv deprivace iofit Zeleza na expresi hefestinu u BNK562. Buiky byly
kultivovany 24 h v mediu bez dodaného zdrojeiareleza (-Fe) a hiky kontroly

v mediu s transferinem (&g/ml) jako zdrojem iorit zeleza.

5.1.2. Vliv deprivace ionfi Zeleza na expresi molekul zZtastnénych v transportu ionti
Zeleza u burk lidské linie kolorektalniho karcinomu Caco-2

Bunky linie Caco-2 jsme kultivovali po dobu 24 hodinlgfinovaném mediu bez
piidaného zdroje ioiit Zeleza. Jako kontrolu jsme pouZili iy kultivované v mediu
obsahujici transferin z FBS jako zdroj ibrfieleza. Kultivace probihala v inkubatorti §7°C
a vihkené atmosi@ obsahujici 5 % COZ burek jsme nasledhizolovali mMRNA a pomoci
metody ,Real-Time* PCR jsme zjivali vliv deprivace iofi Zeleza na expresi molekul
transportu iont Zeleza: DMT1 (,divalent metal transporter 1), Bz, duodenal cytochrom
b-like"), ferroportin 1, hefestin, ceruloplasmin;antrovni mRNA. Vysledky byly
vyhodnoceny metodou®®t
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Tab. 2. Vliv deprivace ioitZeleza na expresi molekul transportu io#eleza na Urovni

MRNA u burgk CaCo2 po 24 h kultivace v mediu bampného zdroje iofitZzeleza.

experiment Relativni mnozstvi mRNA*
DMT1 Dcytb Ferroportinf  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
pramér+ SEM | 1,36 +0,19 1,52+0,27 1,36+0,12 1,42a7 1,05+0,16

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

hodnotu 1,00.

Souhrnné vysledky jsou uvedeny v Tab. 2.f\pad bunsk Caco-2 se u molekuly DMT1

po 24 hodinach bez ioihteleza exprese zvySila 0 36% (obr. 5, str. 49)z¥eeni doSlo i u

Dcytb. Exprese byla zvySena o 52% (obr. 6, str. 4Xprese ferroportinu byla rovh

zvySena. Zvyseni bylo 36% (obr. 7, str. 50). U btfiel jsme zaznamenali zvySeni exprese,

které ¢ini 42% (obr. 8, str. 50). Co sec¢ty ceruloplasminu se exprese zvysila pouze o 5%

(obr. 9, str. 51).
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1
—

kontrola -Fe

Vliv deprivace ioiit Zeleza na expresi DMT1 u hilkn Caco-2. Biiky byly
kultivovany 24 h v mediu bez dodaného zdrojeiareleza (-Fe) a hiky kontroly
v mediu s transferinem obsazenym ve FBS jako zarigat Zeleza.

1
—

1
—

kontrola -Fe
Vliv deprivace ioit zeleza na expresi Dcytb u hkihtn Caco-2. Biiky byly

kultivovany 24 h v mediu bez dodaného zdrojeiareleza (-Fe) a hiky kontroly

v mediu s transferinem obsazenym ve FBS jako zadrigati Zeleza.

49



Vysledky

16 1
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0.4 A

relativni mnozZstvi mRERNA

0.2 A

kontrola Fe
Obr. 7. Vliv deprivace iofit Zeleza na expresi ferroportinu 1 u BkirCaco-2. Biky byly

kultivovany 24 h v mediu bez dodaného zdrojeiareleza (-Fe) a hiky kontroly
v mediu s transferinem obsazenym ve FBS jako zarigat Zeleza.

16 7

14 A 1

12 4

08 A
06 ~
04 -

relativni mnozZstvi mRMNA

02 ~

kontrola -Fe

Obr. 8. Vliv deprivace iofit zeleza na expresi hephaestinu udku@aco-2. Biiky byly
kultivovany 24 h v mediu bez dodaného zdrojeiareleza (-Fe) a hiky kontroly

v mediu s transferinem obsazenym ve FBS jako zadrigat: Zeleza.
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Obr. 9. Vliv deprivace iofitzeleza na expresi ceruloplasminu u duGaco-2. Biiky byly
kultivovany 24 h v mediu bez dodaného zdrojeiaraleza (-Fe) a hiky kontroly

v mediu s transferinem obsazenym ve FBS jako zadrigati Zeleza.

Podobr jsme stanovili expresi sledovanych molekul u duaco-2 i po 72 hodinach
kultivace v definovaném mediu be#iganého zdroje iofitZzeleza. Jako kontrolu jsme pouZili
buiky kultivované v mediu obsahujici transferin z FRo zdroj ionti Zeleza. Kultivace
probihala v inkubatoru ip 37°C a viltené atmosfi@ obsahujici 5% CO Z burgk jsme
nasledg izolovali mMRNA a pomoci metody ,Real-Time" PCR jsmji¥ovali vliv deprivace
ionta Zeleza na expresi molekul transportu iokeleza: DMT1 (,divalent metal transporter
1), Dcytb (,duodenal cytochrome b-like*), ferropior 1, hefestin, ceruloplasmin; na Grovni
mRNA. Vysledky byly vyhodnoceny metodotf%"
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Tab. 3. Vliv deprivace ioftZeleza na expresi molekul transportu io#eleza na udrovni

MRNA u burgk CaCo2 po 72 h kultivace v mediu bampného zdroje iofitzeleza.

experiment Relativni mnozstvi mMRNA*
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
pramér+ SEM | 0,76 +,24| 1,20+0,1p 1,38+0,34 1,62620 1,15+0,19

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

hodnotu 1,00.

Souhrnné vysledky jsou uvedeny v Tab. 3. Po kuttiv2 hodin v médiu bezijaného
zdroje ionfi Zeleza se u b@k Caco-2 snizila exprese DMT1 o0 24% (obr. 10, 58). Ke

zvySeni exprese doslo u molekuly Dcytb o 20% (A4, str. 53) a u ferroportinu 1 o 38%

(obr. 11, str. 54). U hefestinu jsme régnzaznamenali zvySeni, kteténi 62% (obr. 13,

str. 54). Stejiitak u ceruloplasminu se exprese o0 15% zvysSila (bh str. 55).

52



Vysledky

<L

= 1 4

'

Z 08 -

[

5

£ 06 - 1
E

£ 04

K

2 072

O T 1

kontrola -Fe

Obr. 10. Vliv deprivace ioit zeleza na expresi DMT1 u btk Caco-2. Biky byly
kultivovany 72 h v mediu bez dodaného zdrojetiateleza (-Fe) a hiky kontroly

v mediu s transferinem obsazenym ve FBS jako zdrigati Zeleza.
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Obr. 11. Vliv deprivace ioft Zeleza na expresi Dcytb u hkiktn Caco-2. Biiky byly
kultivovany 72 h v mediu bez dodaného zdrojetiatdleza (-Fe) a hiky kontroly
v mediu s transferinem obsazenym ve FBS jako zdrigat Zeleza.
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Obr. 13.

kontrola -Fe
Vliv deprivace iotzeleza na expresi ferroportinu 1 u BkiCaco-2. Buiky byly

kultivovany 72 h v mediu bez dodaného zdrojetiatdleza (-Fe) a hiky kontroly
v mediu s transferinem obsazenym ve FBS jako zdrigat Zeleza.

kontrola -Fe

Vliv deprivace ioftzeleza na expresi hephaestinu udku@Gaco-2. Biiky byly
kultivovany 72 h v mediu bez dodaného zdrojetiatdleza (-Fe) a hiky kontroly
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mediu s transferinem obsaZzenym ve FBS jako zdrogerd Zeleza. * statisticky

signifikantni zvySeni exprese, P < 0,05.
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Obr. 14. Vliv deprivace iofitzeleza na expresi ceruloplasminu u duCaco-2. Biiky
byly kultivovany 72 h v mediu bez dodaného zdrajeti Zeleza (-Fe) a hiky

kontroly v mediu s transferinem obsazenym ve FBS pdrojem ioni Zeleza.

5.2. Vliv vysokych hladin netransferinovych ionfi Zeleza na expresi

molekul zG¢astnénych v transportu ionti Zeleza

5.2.1. Vliv vysokych hladin netransferinovych ioné Zeleza na expresi molekul
zUcastnénych v transportu ionta Zeleza u buik lidské erytroleukemické
linie K562

Bunky linie K562 jsme kultivovali po dobu 24 hodin ti@micky definovaném médiu
s citratem Zelezitym (50QM) jako zdrojem ioni Zeleza. Jako kontrolu jsme @ppouzili
buiky kultivované v médiu s lidskym transferinem (g/ml) jako zdrojem iornit Zeleza.
Kultivace probihala v inkubatoruipB7°C a vilkené atmosfi@ obsahujici 5 % COZ burek

jsme izolovali RNA a pomoci metody ,Real-Time* PG&ne zji§ovali vliv na expresi
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sledovanych molekul transportu iénteleza: DMT1 (,divalent metal transporterl®), Doyt
(,duodenal cytochrome b-like), ferroportin, hefiest ceruloplasmin; na uUrovni mRNA.

Vysledky byly vyhodnoceny metodotf%

Tab. 4. Vliv vysoké hladiny ioitZeleza na expresi molekul transportu iotieleza na
arovni mMRNA u bugk K562 po 24 h kultivace v mediu giganym zdrojem iorit
Zeleza (citrat Zelezity 506M).

experiment Relativni mnozstvi mMRNA*
DMT1 Dcytb Ferroportin Hefestin
1 1,04 1,04 1,33 1,04
2 1,65 1,43 2,06 1,01
3 151 1,59 1,73 1,26
4 1,41 0,97 1,68 1,03
pramér+ SEM | 1,40+0,13] 1,26+0,1% 1,70+0,15 1,0986

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

Souhrnné vysledky jsou uvedeny v Tab. 4. Hladind\@Rro ceruloplasmin byla @p
tak nizka, Ze nebyla u békK562 metodou Real-Time PCR detekovatelna. U pariéru
DMTL1 se exprese po vlivu zvySené hladiny toaeleza zvysila o0 40% (obr. 15, str. 57).
Stejre tak doSlo ke zvySeni exprese u molekuly Dcytb @ 26% (obr. 16, str. 57). Exprese

ferroportinu 1 se row¥ vyrazEji zvysila, byla vyssi o 70% (obr. 17, str. 58)hefestinu ke

zmeéné exprese vlivem zvySené hladiny i6riteleza térér nedoslo (obr. 18, str. 58).
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relativni mnozstvi mRNA
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Obr. 15.  Vliv zvySené hladiny iointzeleza na expresi DMT1 u btknK562. Buiky byly
kultivovany 24 h v mediu s citratem Zelezitym (Fefako zdrojem zvySené
hladiny ionti Zeleza (50QM) a buiky kontroly v mediu s transferinem (fy/ml)
jako zdrojem ioni Zeleza.
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Obr. 16. Vliv zvySené hladiny iolhtZzeleza na expresi Dcytb u @NnK562. Buiky byly
kultivovany 24 h v mediu s citratem Zelezitym (Fefako zdrojem zvySené
hladiny ionti Zeleza (50QM) a buiky kontroly v mediu s transferinem (fy/ml)
jako zdrojem ioni Zeleza.
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Obr. 17. Vliv zvySené hladiny iobhtZzeleza na expresi ferroportinu 1 u BkiK562. Buiky
byly kultivovany 24 h v mediu s citratem Zelezity{reC) jako zdrojem zvysSené
hladiny ionti zeleza (50QM) a buiky kontroly v mediu s transferinem (&y/ml)

jako zdrojem ioni Zeleza. * statisticky signifikantni zvySeni exgeB < 0,05.
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Obr. 18. Vliv zvySené hladiny iontZeleza na expresi hefestinu u BkikK562. Buiky byly
kultivovany 24 hod. v médiu s citratem Zelezityme@@ jako zdrojem zvySené
hladiny ionti Zeleza (50QM) a buiky kontroly v médiu s transferinem (&y/ml)

jako zdrojem ioni Zeleza.
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5.2.2. Vliv vysokych hladin netransferinovych ionti Zeleza na expresi molekul
zU¢astnénych v transportu ionti Zeleza u burk lidské linie kolorektalniho

karcinomu Caco-2

Bunky linie Caco-2 jsme kultivovali po dobu 24 hodirclvemicky definovaném mediu
s citrdtem Zelezitym (50QM) jako zdrojem ioni Zeleza. Jako kontrolu jsme pouZilitthy
kultivované v mediu obsahujici transferin z FBSojakiroj ionfi Zeleza. Kultivace probihala
v inkubatoru pi 37°C a vilkené atmosfi@ obsahujici 5 % COZ burtk jsme izolovali RNA
a pomoci metody ,Real-Time"“ PCR jsme #ggali vliv na expresi sledovanych molekul
transportu iont Zeleza: DMT1 (,divalent metal transporter 1), By, duodenal cytochrome
b-like"), ferroportin, hefestin, ceruloplasmin; Geovni mRNA. Vysledky byly vyhodnoceny

metodou 29!

Tab. 5. Vliv zvySené hladiny iointZzeleza na expresi molekul transportu ioéeleza na
arovni mMRNA u bugk Caco-2 po 24 h kultivace v mediu 8danym zdrojem iorit
Zeleza (citrat Zelezity 500M).

experiment Relativni mnozstvi mRNA*
DMT1 Dcytb Ferroportinf  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
pramér + SEM | 0,63+0,1q 1,60+0,09 1,42+0,p3 1,4263 1,16 + 0,07

*Jednotlivé hodnoty jsou vztazeny ke kontrolnimwnka, ktery byl nastaven na hodnotu
1,00.
*Hodnoty podetelé jako odlehlé a na zakka® testu vylodené.

Souhrnné vysledky jsou uvedeny v Tab. 5. U moleHDMT1 jsme jako u jediné ze
sledovanych molekul transportu iGnteleza zjistili snizeni exprese o 37% (obr. 18,64).
Ke zvySeni exprese doslo u Dcytb a to vice jak loyaou, o 60% (obr. 20, str. 60). Exprese
ferroportinu se row¥ zvysila, a to o 42% (obr. 21, str. 61). Ke stejuézvySeni exprese
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doSlo u hefestinu (obr. 22, str. 61). U ceruloplemnse ukazalo pouze mirné zvysSeni exprese
ato 0 16% (obr. 23, str. 62).
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Obr. 19. Vliv zvySené hladiny ioitzeleza na expresi DMT1 u btknCaco-2. Biiky byly
kultivovany 24 h v mediu s citratem Zelezitym (Fefako zdrojem zvySené
hladiny ionti Zzeleza (50QM) a buiky kontroly v mediu s transferinem (fy/ml)

jako zdrojem ioni Zeleza.
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Obr. 20. Vliv zvySené hladiny iointzeleza na expresi Dcytb u kknCaco-2. Biiky byly
kultivovany 24 hod. v médiu s citratem zelezityme@ jako zdrojem zvySené
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hladiny ionti Zeleza (50QM) a buiky kontroly v médiu s transferinem (&y/ml)

jako zdrojem ioni Zeleza. * statisticky signifikantni zvySeni exgeRB < 0,05.
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Obr. 21. Vliv zvySené hladiny iohtZzeleza na expresi ferroportinu 1 u BkinCaco-2.
Bunky byly kultivovany 24 h v mediu s citratem Zelgnit (FeC) jako zdrojem
zvySené hladiny iofitZzeleza (50@M) a buiky kontroly v mediu s transferinem (5
ug/ml) jako zdrojem iont Zeleza. * statisticky signifikantni zvySeni exmgeP <
0,05.
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Obr. 22.  Vliv zvySené hladiny ioitZeleza na expresi hephaestinu udkuGaco-2. Biiky

byly kultivovany 24 h v mediu s citratem Zelezity{feC) jako zdrojem zvysSené
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hladiny ionti Zeleza (50QM) a buiky kontroly v mediu s transferinem (&y/ml)

jako zdrojem ioni Zeleza. * signifikantni zvySeni exprese, P < 0,05.
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Obr. 23. Vliv zvySené hladiny iointZeleza na expresi ceruloplasminu u &uiCaco-2.
Bunky byly kultivovany 24 hod. v mediu s citratem zatgm (FeC) jako zdrojem
zvySené hladiny ioidt Zeleza (50QuM) a buiky kontroly v mediu s transferinem

(5 ng/ml) jako zdrojem iorit Zeleza.

Buriky linie Caco-2 jsme kultivovali v chemicky definmwém mediu s citratem
Zelezitym (50QuM) jako zdrojem ioni Zeleza i po dobu 72 hodin. Jako kontrolu jsme piouz
bunky kultivované v mediu obsahujici transferin z FB&o zdroj ionti Zeleza. Kultivace
probihala v inkubatoruip37°C a viltené atmosii@ obsahujici 5 % COZ burek jsme
izolovali RNA a pomoci metody ,Real-Time" PCR jsij&tovali vliv exprese na arovni
MRNA u nami sledovanych molekul transportu ioh¢leza. Vysledky byly vyhodnoceny
metodou 29
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Tab. 6. Vliv zvySené hladiny ioitZzeleza na expresi molekul transportu iodeleza na
arovni mRNA u bugk Caco-2 po 72 h kultivace v mediu 8danym zdrojem iorit
Zeleza (citrat Zelezity 50eM).

experiment Relativni mnozstvi RNA*
DMT1 Dcytb Ferroportinf  Hefestin Ceruloplasmin
1 0,59 1,89 1,69 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,p4 1,891 1,01+0,14

*Jednotlivé hodnoty jsou vztaZzeny ke kontrolnimonka (kalibratoru), ktery byl nastaven na
hodnotu 1,00

"Hodnoty podetelé jako odlehlé a na zakka testu vylodené

Souhrnné vysledky jsou uvedeny v Tab. 6. ExpreséARdodujici DMT1 se snizila o
27% (obr. 24, str. 64) Exprese ferrireduktdzy Dglpondrné znané zvysila, navyseni bylo
0 87% (obr. 25, str. 64). Exprese mRNA kodujicidportin 1 se tégt nezngnila, o pouhych
7% se zvysila (obr. 26, str. 65). U hephaestingjn&tako u Dcytb, doslo k navysSeni o 87%
(obr. 27, str. 66). Exprese ceruloplasminu se priakinezngnila (obr. 28, str. 67).
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25.

kontrola FeC

Vliv zvySené hladiny ioinZeleza na expresi DMT1 u bitknCaco-2. Biiky byly
kultivovany 72 h vmediu s citrdtem Zelezitym (Fefako zdrojem zvySeneé
hladiny ionti Zeleza (50QM) a buiky kontroly v mediu s transferinem (&y/ml)
jako zdrojem ioni Zeleza. *statisticky signifikantni snizeni expreBe< 0,05.

1
——

kontrola FeC
Vliv zvySené hladiny ionZeleza na expresi Dcytb u knCaco-2. Biiky byly
kultivovany 72 h v mediu s citratem Zelezitym (F¢&Ko zdrojem zvySené
hladiny ionfi zeleza (50QM) a buiky kontroly v mediu s transferinem (&/ml)

jako zdrojem iont Zeleza. * statisticky signifikantni zvySeni exgreB < 0,05.
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relativni mnozstvi mRNA

Obr.
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27.

kontrola FeC

Vliv zvySené hladiny ioinZeleza na expresi ferroportinu u BkrCaco-2. Biky
byly kultivovany 72 h v mediu s citratem Zelezityf{feC) jako zdrojem zvysSené
hladiny ionti Zeleza (50QM) a buiky kontroly v mediu s transferinem (&y/ml)

jako zdrojem ioni zeleza.

kontrola FeC
Vliv zvySené hladiny iomtZzeleza na expresi hefestinu u BkirCaco-2. Biky

byly kultivovany 72 h v mediu s citratem zelezitfffeC ) jako zdrojem zvySené
hladiny ionti Zeleza (50QM) a buiky kontroly v mediu s transferinem (&y/ml)

jako zdrojem iont Zeleza. * statisticky signifikantni zvySeni exgreB < 0,05.
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Obr. 28. Vliv zvySené hladiny iointZeleza na expresi ceruloplasminu u duiCaco-2.
Bunky byly kultivovany 72 h v mediu s citratem Zelgmit (FeC) jako zdrojem
zvySeneé hladiny ioiit Zeleza (50QuM) a buiky kontroly v mediu s transferinem

(5 ng/ml) jako zdrojem iorit Zeleza.

5.3. Vliv ethanolu na expresi molekul zéastrnénych v transportu

netransferinovych ionta zeleza

5.3.1. Vliv ethanolu na expresi molekul z€astrnénych v transportu netransferinovych

ionta Zeleza u burk lidské linie kolorektalniho karcinomu Caco-2

Na zéaklad klinickych zjis€ni, kdy byl prokazan vztah ethanolu a poruch mdisino
iontd Zeleza se fi¥e redpokladat, Ze ethanol owlivje transport iorit Zeleza. Expresi
transportnich molekul jsme se snazili ovlivnititpmnosti ethanolu v kulti¢v@mim mediu.
V tomto experimentu byly v mediu s alkoholem kudtrany buiky, které nikdy dive
s alkoholem do styku né&ply. Pozorovali jsme, jaka bude odgdvpo prvnich 48 hodinach
kultivace. Cilem bylo zjistit, zda nedochazi k ewlini exprese molekul transportu: DMT1
(,divalent metal trnsporter 1), Dcytb (,duodenajtachrom b-like*), ferroportin 1, hefestin,
ceruoplasmin; na urovni mRNAipobenim ethanolu.

Bunky linie Caco-2 jsme kultivovali po dobu 48 hodinmediu obsahujici 2 % ethanolu.

Jako kontrolu jsme pouzili lakky kultivované v mediu bez ethanolu. Kultivace gdiabda v
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inkubatoru pi 37°C a viltené atmosfi@ obsahujici 5 % COZ burek jsme izolovali RNA a
pomoci metody ,Real-Time*“ PCR jsme Zjiali vliv exprese na drovni mRNA u nami
sledovanych molekul transportu iériteleza. Vysledky byly vyhodnoceny metodolf2

Tab. 7. Vliv ethanolu na expresi molekul transpadnti Zeleza na arovni mRNA u bék
Caco-2 po 48 hod kultivace v mediu obsahujicim @tk&anolu.

experiment Relativni mnozstvi mMRNA*
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+0,2] 1,15+0,04 1,42+0,p5 1,0885 1,04 £ 0,01

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

“Hodnoty podetelé jako odlehlé a na zakka® testu vylodené

Souhrnné vysledky jsou uvedeny v Tab. 7. Vysledkiywvoéni burek Caco-2 ethanolem,
jsou u molekul transportu iointZzeleza na urovni mRNA nasledujici. Exprese DMT1 se
zvySila 0 22% (obr. 29, str. 68). U Dcytb byla exge vy3Si 0 15% (obr. 30, str. 68). Jediné
vyznammjSi ovlivréni jsme zaznamenali u ferroportinu. Exprese fempo se o 42%
zvysila (obr. 31, str. 69). Exprese hefestinu allogdasminu nedoznala té&mnzadnych zran.

U hefestinu byla exprese zvySena o 9% (obr. 32,68y a u ceruloplasminu o pouhé 4%
(obr. 33, str. 70).
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relativni mnozstvi mRNA
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Obr. 29. Vliv ethanolu na expresi DMT1 u BknCaco-2. Biiky byly kultivovany 48 h

v mediu s 2 % ethanolu (EtOH) ailkty kontroly v mediu bez ethanolu.
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Obr. 30. Vliv ethanolu na expresi Dcytb u BkrCaco-2. Biiky byly kultivovany 48 h
v mediu s 2 % ethanolu (EtOH) aitley kontroly v mediu bez ethanolu.
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relativni mnozstvi mRNA

Obr.
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32.

kontrola EtOH

Vliv ethanolu na expresi ferroportinw burgk Caco-2. Biiky byly kultivovany
48 h vmediu s 2 % ethanolu (EtOH) ankwy kontroly v mediu bez ethanolu.

* statisticky signifikantni zvySeni exprese, P €4),

kontrola EtOH

Vliv ethanolu na expresi hefestinu udku@aco-2. Biiky byly kultivovany 48 h
v mediu s 2 % ethanolu (EtOH) aitlty kontroly v mediu bez ethanolu.
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Obr. 33.  Vliv ethanolu na expresi ceruloplasminburek Caco-2. Biiky byly kultivovany
48 hvmediu s 2 % ethanolu (EtOH) aiky kontroly v mediu bez ethanolu.
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6. Diskuse

Diky velkému zajmu o problematiku metabolizmu an$fortu iont Zeleza doSlo
v poslednich letech ke ztr&@mu pokroku v poznani¢kterych mechanizin transportu
iontd Zeleza pes plazmatickou membranu.

Zasadni roli p absorpci a transportu netransferinovych ioeleza pes apikalni a
bazalni membranu enterogytraji membranové transportéry DMT1 (,divalent nheta
transporter 1) a ferroportin 1. Tyto transportdryly detekovany i u neenterocytarnich
burgk. Vzhledem ktomu, Ze oba uvedené transportéry jschopny fenaset pouze
dvojmocné ionty Zeleza, maji svou nezastupitelnolu v transportu iont Zeleza také
membranova ferrireduktasa Dcytb (,duodenal cytoshro-like*) pritomna na apikalni
straré enterocy, kterd redukuje ionty Zelezité na Zeleznaté, a bménova ferroxidasa
hefestin pipadré cytoplazmaticky ceruloplasmin, které na bazalmarst enterocyl
zaji¥’uji zpetnou oxidaci ioni Zeleznatych na Zelezité. Dal&ileZitou funkci DMT1 v
transportu iont Zeleza je jejich f@nos z endosoindo cytoplazmy. Zeleznaté ionty,
transportované ips cytoplazmatickou membranu, jsou po oxidaci natyiaZzelezité
pienaseny v organizmu pomoci molekuly transferinu.

Studovali jsme vliv deprivace netransferinovychtiodeleza, vliv vysokych hladin
netransferinovych ioit Zeleza a vliv ethanolu na expresi molekul transpor
netransferinového Zelezargs plazmatickou membranin vitro. Jednd se o molekuly
DMT1, Dcytb, ferroportin 1, hefestin a ceruloplasmiVliv na jejich expresi jsme
zjistovali na urovni mRNA pomoci metody ,Real-Time* PCBv¢ zakladni nastaveni
experimeni méla simulovat jednak nedostatek idriteleza v organismu — bky byly
kultivovany v mediu bezfdavku ionfi Zeleza, jednakipsyceni organizmu ionty Zeleza —
buiky byly kultivovany v mediu s vysokou hladinou vgti ionth Zeleza v podabcitratu

Zelezitého.

6.1. Experimentalni model

Jako model sevnich enterocyit s odliSnou apikalni a bazalni membranou, jsme
pouzili buré¢nou linii Caco-2 (lidsky kolorektalni karcinom), Zjereprezentuje hiky

zaji¥ujici absorpci iont Zeleza do organizmu. Jako model neenterocytammickk jsme
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pouzili linii K562 (lidsk& erytroleukemie), kteraeprezentuje hiky vyznamnym
zpisobem utilizujici ionty Zeleza. Vzhledem k pomdkejd ristu burgk Caco-2, a tomu,
Ze k ovlivreni exprese transportnich protein nich miZze dochazet v delSimlasovém
horizontu, jsme sledovali vliv na expresi transpimth molekul jak po 24 hodinach, tak i
po 72 hodinach.

V nasi laboratth jsme pro studium pouzili vlastni chemicky defiamé kultiv&ni
media. Kultiv&ni medium pro biky K562 bylo chemicky definované medium obsahujici
lidsky transferin (5ug/ml) jako zdroj iont Zeleza. Medium pro liky Caco-2 obsahuje
jako zdroj ionti Zeleza transferin z fetalniho bovinniho séra (FB&dium navozujici
stav deprivace ioftZeleza bylo chemicky definované medium bez jak@tihjiidavki
iontd Zeleza. Pro navozeni vysokych hladin ionfeleza jsme hiky inkubovali
v chemicky definovaném mediu obsahujici citrat Zg&jeo vysledné koncentraci 5QM,
jako zdroj netransferinovych iantZzeleza. PouZzitim tohoto modeluibeme zajistit, Ze
piipadné zrany exprese sledovanych molekul jsou skn¢ediisledkem #izné koncentrace

ionta Zeleza v mediu.

6.2. Vliv deprivace ionti Zeleza na expresi molekul &astnicich se

transportu ionta zeleza

6.2.1. Vliv deprivace ionfi Zeleza na expresi molekul &astnicich se transportu ionié
zeleza u burk linie K562

Pti sledovani vlivu nedostatku netransferinovychatiareleza na molekuly transportu
téchto ionfi u burgé¢né linie K562 jsme zjistili, Ze tyto lily neexprimuji detekovatelnou
hladinu mRNA pro ceruloplasmin.

Attieh a kol. [92] vS8ak pomoci radioaktivniho Zedestanovili, Ze ferroxidasova
aktivita ceruloplasminu stimuluje absorpci ibrnteleza. Ceruloplasminem stimulovana
absorpce byla 2-3krat vysSi u kkns nedostatanym pfisunem ioni Zeleza. V pipac
nadbytku iont Zeleza nebyla Zadna Zna zjiStna.

U feroxidasy hefestinu jsme Zadny vliv na expreskaznamenali. Nesignifikantni
snizeni jsme zjistili u ferrireduktasy Dcytb (12%gxprese mRNA se také snizila u
molekuly DMT1 (g@iblizné o 20%) a molekuly ferroportinu ijplizné o 40%).
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Z téchto vysledk vyplyva, Ze exprese molekul¢astnicich se transportu idnt
netransferinového Zelezags plazmatickou membranu u K562 Bkirse vyrazgji nemeni

nebo se snizuje (ferroportinl a DMTX) geprivaci ionti Zeleza.

6.2.2. Vliv deprivace ionfi Zeleza na expresi molekul &astnicich se transportu iont
Zeleza u burk linie Caco-2

V sowasnosti je znamo¢Rolik studii zabyvajici se sledovanim wivonti Zeleza
na expresi transportéru DMT1 a ferroportinu u C2adamdrécné linie [10], [93]. V ¥chto
studiich bylo prokazano, ze se exprese mRNA obotejr: s nedostatkem ioitzeleza
zvySuje. Vzhledem ktomu, Ze nastaveni jednotlivyetperimeni bylo odlisné, je
srovnani vysledk velice obtizné. Ukazali jsme, Ze po 24 hodinadtulimce v médiu bez
piitomnosti iontt Zeleza doSlo rowi ke zvySeni exprese DMT1 a ferroportinu 1 a to
shodré 0 necelych 40%. Po 72 hodindch se exprese fetinpdl, ve srovnani s expresi
nantienou po 24 hodinach, neznila. Exprese DMT1 byla po 72 hodinach ve srovnani
s expresi ovlivéinou inkubaci bezitomnosti ionti Zeleza po 24 hodin niZSi, a to dokonce
060%. Doslo tedy ke 25% sniZeni exprese molekulyTDMo 72 hodinich inkubace bez
ionta zeleza.

Studie prova&ghé na vzorcich lidské duodenalni sliznice potvrzujiedené
skute&nosti. Nedostatek iofitZzeleza, vdchto pracech sledovany u anemickych padient
meél za nasledek vist exprese DMT1 a ferroportinu 1 [94], [89], [9%$6], [97]. U
molekuly Dcytb a hefestinu nezjistili Gleeson a.K0b] signifikantni zndnu. Oproti tomu
Zoller a kol. [95] ve své praci ukazuje u deficigich pacient zvySeni exprese mRNA
kodujici Dcytb i hefestin. Ferroxidasou ceruloplasam se zadna 2dhto praci
nezabyvala. NaSe vysledky ukazuji jakiippd Dcytb, tak hefestinu zvySeni exprese
priblizn¢ o polovinu po 24 i 72 hodinich inkubace &kibez Zeleza. V obouiipadech
byla zneéna exprese u hefestinu zvySena statisticky sicanifiks.
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6.3. Vliv vysokych hladin netransferinovych ionti Zeleza na expresi

molekul transportu ionti Zeleza

6.3.1. Vliv vysokych hladin netransferinovych ionk Zeleza na expresi molekul
transportu ionta zeleza u bugk K562

Oproti deprivaci iont Zeleza jsme v tomtoripadt zjistili zvySeni exprese u vSech
sledovanych molekul krognceruloplasminu (viz kap. 6.2.1.). K nevyznamnémysSeni
exprese doslo u hephaestinu a pow malé zvySeni se ukazalo i u molekuly Dcytb
(26%). V gipad molekuly DMT1 jsme zaznamenali 40% a u ferropartitokonce 70%
zvyseni exprese.

Tyto vysledky tedy nasdcuji tomu, Ze snad s vyjimkou hefestinu, &Znnebyla
exprese tért ovlivnéna, je v pipad burg¢né linie K562 pozorovatelna korelace mezi
mnozstvim ioni Zeleza v médiu a expresi molekidasatnicich se jeho transportu na Grovni
MRNA. Vliv na expresi je vSak vyragsi v pripact nadbytku ioni Zeleza nez ip jejich

absenci v mediu.

6.3.2. Vliv vysokych hladin netransferinovych ionéi Zeleza na expresi molekul

transportu ionta Zeleza u bukk Caco-2

Analogicky s vysledky deprivace ionty Zeleza ukazwkteré prace [98], [99], [93],
[100] na snizeni exprese mMRNA kodujici DMT1 a fpodin 1. V naSem experimentu se
toto potvrdilo pouze u molekuly DMT1. V obatasovych horizontech inkubace kun
s nadbytkem ioriit Zeleza doSlo shodrke sniZeni fiblizné o 40%. Vzhledem k velkému
rozptylu hodnot v3ak tato Zzma neni po 24 hodinach signifikantni. Exprese fesrtonu 1
se vSak v nasentipact na rozdil od fedchozich studii nezmila.

Ve studiich na duodenalnich biopsiich, byléet@Zeni organizmu ionty Zeleza
sledovano u hemochromatickych pacief®@4], [89], [95], [96], [101] a u pacieftse
sekundarnim ietizenim organismu ionty Zeleza. V Zolle¥astudii [89], [95] se exprese
DMT1 a ferroportinu na urovni mRNA nezmila. Rolfs a kol. [94] ukazuji zvySeni a to

v pripact ferroportinu 1 signifikantni. Stuart a kol. [10ppukazuji na podobné hladiny
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exprese mMRNA vifipac hemochromatik i kontrolni skupiny. U Dcytb a hefestinu v této
studii nebyla prokdzana zma. Nesignifikantni zvySeni Dcytb zaznamenali il@ok kol.
[95]. Co se tye hefestinu nezaznamenal &y zadné. Stefntak zadné ziny v pripac
exprese mMRNA wthto dvou molekul nezjistili ani Gleeson a kol. [98zhledem k &mto
zjisttnim je velice zajimavé, Ze v naSich experimentex$iadke zvySeni exprese oproti
kontrole u Dcytb i hefestinu. Po 72 hodinach bydtotzvySeni dokonce té&ih90%. U
molekuly ceruloplasmin nedoSlo k Zadné vyznamnérginstejré tak jako v experimentu

bez gitomnosti iontt Zeleza v mediu.

6.4. Vliv ethanolu na expresi molekul dastnicich se transportu ionf

Zeleza

6.4.1. Vliv ethanolu na expresi molekul &astnicich se transportu ionti Zeleza u
bunék Caco-2

Zde jsme sledovali vliv ethanolu na expresi molekansportu iont Zeleza. Na
z&kladt Klinickych zjis€ni, kdy byl prokdzan vztah mezi poruchami metalmolizionti
Zeleza a ethanolu, ibeme pedpokladat, Ze ethanol owulivje transport iorit Zeleza.
Zajimalo nas, zda kultivace btknv mediu s ethanolem i#e ovlivnit expresi molekul
zWastrenych v transportu ioit netransferinového Zeleza (DMT1, Dcytb, ferroporiin
poukazuji na fipady zvySené absorpce iGnteleza u paciefittrpici jaterni cirrh6zou
[102], [103]. Dale, krora cirrhosy, nmize byt fetizeni organizmu ionty Zeleza spojeno i
s dalSimi jaternimi chorobami [103]. To znamendhyenohla existovat pozitivni korelace
mezi intestinalni absorpci iantzeleza a vznikem jaterni hemosiderézy [102]. Vé&an
studii, sledujici zrenu exprese molekuly DMT1 a ferroportinu u padiertpicich
alkoholickou cirrh6zou metodou ,Ribonuclease Pridvec Assay”, byla stanovena u
DMT1 trikrat a u ferroportinu 1,8krat zvySena expresenoani RNA v duodenalni biopsii
oproti kontrole [102]. Zoller a kol. [89] sledovalramci jedné ze studii pacienty
s chronickym jaternim onemo#mim s neprokazanymigtizenim organismu ionty Zeleza
(nealkoholicka a alkoholicka jaterni steatosa)d&li znenu exprese molekuly DMT1 a

ferroportinu na urovni mMRNA pomoci ,Real-Time" P@RIuodenalni biopsii. U molekuly
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DMT1 k Zadné zmn¢ nedoSlo, v fipadt ferroportinu vysledky nazgavaly zvysSeni,
nicméré vzhledem kvelké standardni odchylce nedosahogatot rozdil statistické
signifikance. Podohintaké Rolfs a kol. [94] neprokazali zvySeni regalaxprese DMT1,
ferroportinu 1¢i hefestinu u malé skupiny paciéns alkoholickou jaterni cirrhézou.
nesouvisejici s hereditarni hemochromato6zou.

V naSemin vitro experimentu jsme hiky Caco-2 kultivovali v médiu obsahujicim
ethanol po dobu 48 hodin. MnoZstvi ethanolu v mgsime stanovili na 2%. Simulovali
jsme tak stav, kdy jsou bBlky organismu ovliiovany ethanolem. Zajimalo nas zjist,
zda ke zvySeni hladiny iointZeleza v organismu s alkoholickym jaternim oneriogn,
muze vést zrdna exprese molekul¢astnicich se absorpce iGnkeleza enterocyty po
ovlivnéni ethanolem. Ani u jedné ze sledovanych molekahdportu vSak nedosSlo
k vyznamnému ovlivéni exprese. Nejnapag&i8i zmena nastala u ferroportinu, kde se
exprese 0 42% zvySila. Z tohotaideme usuzovat, Zeigobeni ethanolu na enterocytarni
bunky nema na transport ian¥eleza pes plazmatickou membranéchto burk vyrazny

vliv.

6.5. Planované experimenty

Nasledujici plany zahrnuji sledovani exprese maletamsportu ioni Zeleza u bukk
Caco-2 adaptovanych natomnost alkoholu v mediu. By se ndm jiz na tyto podminky
poddilo adaptovat. Po dobu Sestiésial jsme do kultivéiniho media fidavali 2%
ethanolu. To p kazdém pasazovani, vymeéné media, tedy minimath2x tydre. Pokusili
jsme se tak navodit stav chronického alkoholizmu.

Dale bychom se c#li zanxfit na sledovani exprese molekukastrénych v transportu
ionta Zeleza i u jaternich b&énych linii. A to jak @i ovlivnéni ethanolem, tak stejrjako
v predchozi studii po inkubaci v mediu s nedostatkespektive se zvySenym mnozstvim
téchto iont.

V neposlednifack je naSim dalSim cilem zjistit ovligni exprese molekul
transportu iont Zeleza dostupnostédhto ionfi i na proteinové Urovni a tyto Udaje
porovnat s Udaji viedkladané praci. Expresi molekul transportu na mirguwoteini

budeme sledovat pomoci metody ,Western blot".
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7. Zaver

Cilem této prace bylo objasm vlivu dostupnosti netransferinovych iériteleza na
expresi molekul z&astrénych v transportuéthto ionfi pres plazmatickou membranu. Pro
in vitro model jsme pouzili busgnou linii Caco-2 jako zastupce enterocytarnichélun
s odliSnou apikalni a bazolateralni membranou aédmou linii K562 jako model
neenterocytarnich bk utilizujicich ionty Zeleza.

Po 24 hodinach kultivace békv mediu bez iorit Zeleza se v ifpad burg¢né linie
K562 nezngnila pouze exprese hefestinu. Exprese DMT1 se o 2@fhla, steji tak
i exprese Dcytb, ktera se snizila o 12%. U ferrbporl doSlo ke sniZeni exprese t&m
040 %. U DMT1 a ferroportinu 1 se jednalo oénm statisticky signifikantni. Exprese
ceruloplasminu byla velice nizka a metodou ,Reahdi PCR nedetekovatelna.
Z vysledki je patrné, Ze vifpact burtk K562 dochazi viipact nedostatku iorit Zeleza
v mediu ke snizeni exprese proteizlastrenych v transportu ioit Zzeleza (krora
hefestinu) a tedy i ke sniZzenémiijqu ionti Zeleza.

U buré¢né linie Caco-2 se po 24 hodinach kultivace v mdmia gitomnosti iont
Zeleza exprese DMT1 i ferroportinu 1 o 36% zvysSiHtaprese Dcytb se zvySila o 52%,
hefestinu 0 42 %. Exprese ceruloplasminu nebyl&it@vlivnéna. O signifikantni zvySeni
se jednalo pouze u molekuly hefestin. Inkubace @&irhv mediu bez idavku ionfi
Zeleza nila nejwtsi vliv na expresi hefestinu. Exprese se zde o 82¢8ila. Jde o zvySeni
statisticky signifikantni. Ke zvySeni exprese da&en¢Zz u Dcytb o 20%, u ferroportinu 1
0 38% a u ceruloplasminu o 15%. Exprese DMT1 sd &62snizila. V tomto fipact je
ziejmé, Ze nedostatek idntzeleza v mediu u enterocytarnich Bknvede ke zvySeni
exprese transpornich molekukiggmz doba inkubace nema na tuto expresi vyrazny vliv
Pouze v pipac molekuly DMT1 ma dlouhodasi nedostatek ioitZeleza v mediu za
nasledek, Ze po prvotnim vistu exprese DMT1 klesla.

Kultivace burk 24 hodin v mediu se zvySenou hladinou netransbegich ionti
Zeleza nila za nasledek zvySeni exprese u vSech sledovamgibkul z@&astrénych
v transportu netransferinovych idnkeleza. Exprese DMT1 se zvySila o 40%, Dcytb o
26%. U ferroportinu 1 doSlo k ne&jiimu zvySeni, o 70%. Exprese hephaestinu se avysil
0 necelych 10 %. Je evidentni, Ze zvySena hladiramsferinovych iofit Zeleza v mediu

u burek K562 zpisobuje zvySeni exprese vSech sledovanych molekugportu.

77



Zév

Hladina mRNA u bu&né linie Caco-2 po 24 hodinach inkubace se zvySenou
hladinou netransferinovychiontZzeleza v mediu byla ovliéma nasledowh Exprese
DMT1 se o 37 % snizila. Exprese Dcytb se o 60% ilay3oto zvySeni je statisticky
signifikantni. U molekul ferroportinu 1 a hefestimdoSlo shodé ke 42% statisticky
signifikantnimu nakstu exprese. Vifpad: ceruloplasminu doslo k nistu exprese 0 16%.
Inkubace po 72 hodin znamenala pro expresi DMTZestio 37%. K minimalnimu
zvySeni doslo u ferroportinu 1 a u ceruloplasmiKuwsignifikantnimu zvySeni exprese
témét o 90% doSlo viipadt Dcytb a hefestinu. Zde je patrné, Ze zvySena hiéadi
netransferinovych ioit Zeleza v mediu vede u hikn Caco-2 u w¥tSiny transportnich
molekul ke zvySeni jejich exprese. Ke sniZzeni esgoochézi pouze u molekuly DMT1, a
tudiz pravdpodobré dochazi i ke snizenémidippnu ionti Zeleza z media.

K vyrazrgjSimu ovlivreni exprese molekul transportu iGnteleza po 48 hodinach
piitomnosti ethanolu v kultiveaim mediu, kdy byla do medigigana 2 % ethanolu, doslo
pouze u ferroportinu 1, jehoZ exprese se o 42%s8tily signifikantré zvySila. Exprese
DMT1 se zvysila 0 22%. U Dcytb bylo zvySeni pouz#dla u hefestinu nedosahlo ani
10%. Z tchto vysledk lze usuzovat, Ze ethanol nema na expresi molakidszénych
v transportu iont Zeleza vyrazny vliv, fipadré mize indukovat mirné zvySeni exprese.

MuZzeme shrnout, Ze wipac burgk K562, jako modelu buk utilizujicich ionty
Zeleza, dostupnostadhto ionti v mediu koresponduje se Znou exprese transportnich
molekul. U buiek Caco-2, coby modelu enterocytarnich dkinvSak pozorujeme, Ze
dostupnost netransferinovych iénfeleza v mediu vede ke zvySeni expreseSiny
transportnich molekul a to jak ¥ipact deprivace, tak i vifjpact zvySeného mnozstvi

ionta Zeleza v mediu.
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