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Abstrakt 
 

Železo je esenciální stopový prvek pro většinu známých organismů. Nadbytek 

železa v buňkách a tkáních však vede k jejich poškozování. Nejčastěji dochází k poškození 

parenchymatických orgánů, jako jsou játra, pankreas či srdce.  

Náplní této diplomové práce bylo vytvořit buněčné in vitro modely pro zkoumání 

vlivu nadbytku železa u hepatocytů a pankreatických beta buněk a na těchto modelech 

zkoumat děje, které při nadbytku železa vedou k buněčnému poškození. Zaměřili jsme se 

na zkoumání přítomnosti oxidativního stresu a stresu endoplasmatického retikula a aktivaci 

apoptotické buněčné smrti. K experimentům jsme používali buňky buněčné linie HEP-G2 

zastupující lidské hepatocyty a linie NES2Y zastupující lidské pankreatické beta buňky. 

Pro studium mechanismů buněčného poškození v důsledku nadbytku železa jsme 

použili dva přístupy, pomocí nichž jsme sledovali jak akutní, tak dlouhodobý vliv 

vysokých hladin železa na poškození vybraných buněčných linií. Při studiu akutního vlivu 

nadbytku železa jsme na buňky aplikovali vysoké dávky železa (za použití 15 mM citrátu 

železitého v médiu), které vedly k aktivaci buněčné smrti během kultivace buněk v řádu 

hodin. Dlouhodobý vliv nadbytku železa jsme sledovali u buněk pravidelně kultivovaných 

v přítomnosti 50 µM a 100 µM citrátu železitého po dobu několika měsíců. Koncentrace 

železa v podobě citrátu železitého použité při dlouhodobé kultivaci buněk odpovídaly 

běžně dosažitelným hodnotám koncentrace železa v plasmě při nadbytku železa u člověka. 

Během kultivace buněk při akutních vysokých dávkách železa jsme u obou 

sledovaných buněčných linií pozorovali aktivaci iniciačních i exekučních kaspáz, 

doprovázenou signifikantním snížením množství buněk oproti kontrole. Poprvé jsme 

přitom poukázali na možnou roli kaspázy-2 při reakci buněk na nadbytek železa. Jako 

možnou příčinu aktivace kaspáz jsme v buňkách detekovali známky probíhajícího 

oxidativního stresu a stresu endoplasmatického retikula. U dlouhodobě kultivovaných 

buněk v přítomnosti nadbytku železa jsme již po jednom měsíci kultivace zaznamenali 

pomalejší růst buněk oproti kontrolním buňkám obou testovaných linií. U těchto buněk 

jsme pozorovali zvýšenou aktivaci exekučních kaspáz a kaspázy-2 bez výraznějších 

známek přítomnosti oxidativního stresu a stresu endoplasmatického retikula.  

Naše výsledky tak přispívají k poznání molekulárních mechanismů působení 

nadbytku železa na vybrané buněčné linie. Během kultivace buněk při nadbytku železa 

jsme pozorovali vyšší hladinu oxidativního stresu, stresu endoplasmatického retikula 
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a aktivaci apoptotické signalizace. Navíc jsme během krátkodobé i dlouhodobé kultivace 

při nadbytku železa zaznamenali aktivaci kaspázy-2, jejíž role bude předmětem dalšího 

zkoumání.  

 

 

Klíčová slova: Nadbytek železa, NES2Y, HEP-G2, apoptóza, oxidativní stres, stres 

endoplasmatického retikula, kaspáza-2 
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Abstract 

 
 Iron is an essential trace element for almost all living organisms. Iron overload in 

cells and tissues, however, leads to their disruption. Most oftenly damaged are 

parenchymatic organs such as the liver, pancreas and heart. 

 The aim of this thesis was to create cellular in vitro models for the investigation of 

effects of excess iron on hepatocytes and pancreatic beta cells and on these models to 

investigate cellular processes which lead to cellular damage during iron overload. We 

focused on examining the presence of oxidative and endoplasmic reticulum stress and the 

activation of apoptotic cell death. For our experiments, we used HEP-G2 cell line which 

represents human hepatocytes and NES2Y cell line which represents human pancreatic 

beta cells. 

 To study the mechanisms of cellular damage during iron overload, we used two 

approaches by which we observed both acute and long-term effects of high levels of iron 

on damage of the tested cell lines. When studying the acute effect of excess iron on the 

cells, we applied high doses of iron (using 15 mM ferric citrate in medium) that led to the 

activation of cell death in hours. Long-term effects of iron overload were tested on cells 

regularly cultivated in the presence of 50 μM and 100 μM ferric citrate over a period of 

several months. Iron concentrations in the form of ferric citrate used during prolonged 

cultivation of the cells corresponded with normally attainable values of plasma iron 

concentration during iron overload in humans.  

 During the cultivation of the cells at high acute doses of iron, we observed 

activation of initiation and execution caspases in both cell lines, which was accompanied 

by a significant decrease in the amount of cells relative to controls. Moreover, we have 

first identified the possible role of caspase-2 in the cell’s response to excess iron. As 

a possible cause of caspase activation, we detected signs of ongoing oxidative and 

endoplasmic reticulum stress. During long-term cultivation of cells in the presence of 

excess iron, we have seen slower growth of the cells of both tested lines compared to 

control cells already after one month of cultivation. In these cells we observed increased 

activation of execution caspases and caspase-2, with no significant signs of oxidative and 

endoplasmic reticulum stress. 

 Our results have contributed to our understanding of the molecular mechanism of 

effect of iron overload on specific cell lines. During the cultivation of cells in iron 
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overload, we observed higher levels of oxidative and endoplasmic reticulum stress and the 

activation of apoptotic signaling. Moreover, we observed the activation of caspase-2 

during the short as well as long-term cultivation in iron overload. Its role will be the 

subject of further investigation. 

 

 
Key words: Iron overload, apoptosis, oxidative stres, endoplasmic reticulum stress, 

cellular models, caspase-2 
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1 ÚVOD 

 Železo patří mezi nejčastěji se vyskytující prvky zemské kůry. Hraje 

nezastupitelnou roli během biologických procesů většiny známých organismů. 

V biologických systémech se železo nejčastěji vyskytuje jako důležitá součást železo-

sirných klastrů účastnícíh se oxidativně redukčních dějů, hemu (cytochromy, hemoglobin, 

myoglobin) či je vázané ve formě ferritinu, transferrinu, železitých solí organických 

kyselin aj. Přes svou nenahraditelnost je však zvýšená přítomnost kationtů železa v buňce 

pro buňky toxická (Andrews, 1999; Gómez et al., 2005). 

 Dodnes není znám žádný mechanismus, kterým by se lidský organismus aktivně 

zbavoval nadbytečného železa, proto jsou poruchy příjmu železa spojené s jeho 

hromaděním v organismu závažným problémem. K hromadění železa v buňkách a tkáních 

dochází v důsledku různých patologických stavů, přičemž asi nejznámnějším příkladem je 

akumulace železa u pacientů s hereditární hemochromatózou (Swinkels et al., 2006). 

Zvyšující se hladina intracelulárního železa vede k tvorbě reaktivních kyslíkových 

radikálů, které následně poškozují struktury buňky a tkání (Burkitt and Mason, 1991; 

Kadiiska et al., 1995). Pokud není nadbytečné ukládání železa včas diagnostikováno, 

mohou být tyto patologické stavy nevratné. Poškození nadbytkem železa jsou poté 

asociována s řadou onemocnění, mezi něž patří například diabetes mellitus, fibróza nebo 

cirhóza jater, kardiomyopatie a selhání srdce, artritida nebo poškození varlat. U pacientů 

s nadbytkem železa jsou také častěji diagnostikovány různé typy nádorových onemocnění, 

mezi nimiž převládá hepatocelulární karcinom (Fujita et al., 2009).  

 S ohlédnutím na fakt, že téměř 10% populace západní civilizace nese mutovanou 

formu genu HFE, která je spojena s možným rozvojem hereditární hemochromatózy 

(Feder et al., 1996), a rizikový životní styl (vysoký příjem železa v potravě, obezita aj.), je 

vliv nadbytku železa na buněčné procesy důležitým předmětem výzkumu. Přesto, že ještě 

není znám přesný mechanismus, kterým nadbytek železa v buňkách a tkáních způsobuje 

jejich poškození, byla jasně prokázána role železa při tvorbě velmi reaktivních kyslíkových 

radikálů a následném oxidativním poškození struktur buňky, jako jsou DNA, proteiny či 

lipidy biomembrán, s následným vlivem na přestavbu tkání in vivo (Bartsch and Nair, 

2004). Během posledních let byly provedeny experimenty, které poukazují na vliv 

nadbytku železa na vznik stresu endoplasmatického retikula (Lou et al., 2009; Park et al., 

2014) a které popisují vliv nadbytku železa na aktivaci apoptózy (Miwa et al., 2011; Taoka 
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et al., 2012; Li et al., 2015). Pro potvzení úlohy stresu endoplasmatického retikula, 

apoptózy a případně dalších buněčných procesů se však musí ve výzkumu pokračovat.  

 V naší laboratoři již dlouhodobě probíhá výzkum metabolismu železa člověka 

a vlivu nadbytku železa na jeho zdraví (Balušíková et al., 2009; Dostalíková-Čimburová et 

al., 2012a; Dostalíková-Čimburová et al., 2012b; Dostalíková-Čimburová et al., 2014). 

Cílem této diplomové práce bylo přispět k poznání molekulárních mechanismů buněčného 

poškození a následné buněčné smrti v důsledku akumulace železa u in vivo modelů 

lidských hepatocytů (buněnčná linie HEP-G2) a pankreatických beta buněk (buněčná linie 

NES2Y) a přispět tak k vysvětlení dosud nejasné problematiky poškození příslušných 

orgánů. 

 

 

Cílem práce bylo: 

 

[1] Vytvořit buněčné modely pro studium akutního i dlouhodobého působení nadbytku 

 železa u vybraných buněčných linií 

 

[2] Stanovit vliv krátkodobého a dlouhodobého působení nadbytku železa na expresi 

 vybraných proteinů homeostáze železa u vytvořených buněčných modelů 

 

[3] Stanovit vliv krátkodobého a dlouhodobého působení nadbytku železa na expresi 

 markerů oxidativního stresu, stresu endoplasmatického retikula a autofagie 

 u vytvořených buněčných modelů 

 

[4] Stanovit vliv krátkodobého a dlouhodobého působení nadbytku železa na aktivaci 

 iniciačních a exekučních kaspáz u vytvořených buněčných modelů 
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2 LITERÁRNÍ PŘEHLED 

2.1 Metabolismus železa 

 Obsah železa se u zdravého dospělého muže obvykle pohybuje v rozmezí mezi 35 

až 50 mg iontů železa na kilogram tělesné váhy. U žen je tato hladina nižší v důsledku 

periodické ztráty krve (Andrews, 1999; Gómez et al., 2005). Ve zdravém těle dospělého 

člověka je tedy přítomno zhruba 3 – 5 mg železa, přičemž největší část (1800 – 2300 mg) 

je součástí hemoglobinu červených krvinek. Zbylé železo se nachází v myoglobinu svalů, 

je součást enzymů a cytochromů (250 – 350 mg), uloženo v játrech (200 – 1000 mg), 

makrofázích retikuloendoteliálního systému (500 – 600 mg) či v kostní dřeni (150 – 300 

mg). Zhruba 3 mg železa jsou vázané na transferrin (Andrews, 1999; Gómez et al., 2005; 

Swinkels et al., 2006). 

 

2.1.1 Absorpce organismem 

 Typická západní strava obsahuje 15 – 20 mg železa (Andrews, 1999, Gómez et al., 

2005), které se nachází ve formě organické (hemové železo) především ze živočišných 

zdrojů (hemoglobin a myoglobin, případně cytochromy) a ve formě anorganické 

(ne-hemové železo), přijímané především z rostlinné, ale i živočišné stravy 

(Hallberg, 1981; Andrews et al., 1999). Poměr hemového a ne-hemového železa ve stravě 

závisí na stravovacích návycích. Obvyklá západní strava obsahuje 10 – 15 % hemového 

železa a 85 – 90 % železa ne-hemového (Hallberg, 1981). Ze stravou přijatých 15 – 20 mg 

železa je do organismu absorbováno cca 1 – 2 mg. Tedy množství, které kompenzuje 

přirozené denní ztráty (Andrews et al., 1999; Gómez et al., 2005). 

 Ke vstřebávání hemového i ne-hemového železa dochází v duodenu a v proximální 

části jejuna apikální membránou zralých enterocytů (Muir and Hopfer, 1985; 

Chowrimootoo et al., 1992). Zatímco střebávání hemového železa je méně závislé na 

složení potravy, absorpce ne-hemového železa je pozitivně ovlivněna kyselým prostředím 

žaludku, přítomností vitamínu C, citrátu, přítomností masa a ryb ve stravě. Naopak 

negativní dopad na vstřebávání železa mají některé rostlinné složky (např. fytáty, oxaláty, 

proteiny sóji, či taniny obsažené v kávě a čaji) nebo živočišné produkty (vaječný žloutek 

a bílek, mléko). Kromě toho je vstřebávání sníženo přítomností vápníku a dvojmocných 

kationtů manganu a zinku (Rhodes et al., 1968; Hallberg, 1981; Rossander-Hultén et al., 

1991; Salovaara et al., 2002; Hurrell and Egli, 2010). 
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2.1.1.1 Absorpce hemového železa 

 Hemové železo je absorbováno snadněji než ne-hemové. Prostřednictvím 

enterocytů je absorbováno 15 – 35 % hemu přijatého potravou, přičemž hemové železo 

může tvořit až dvě třetiny celkově přijatého železa (Monsen, 1988; Anderson et al., 2005). 

K trávení proteinů obsahujících hem dochází pomocí duodenálních enzymů, především 

trypsinu v přítomnosti kyselého obsahu žaludku. Po štěpení se uvolňuje globin a intaktní 

molekula hemu (Conrad et al., 1966). 

 Molekula hemu je do enterocytu přenesena pomocí transportéru HCP1 

(heme carrier protein 1) nacházejícím se na apikální membráně enterocytu (obr. 2.1). 

Kromě hemu však HCP1 transportuje také folát, ke kterému navíc vykazuje vyšší afinitu 

(Le Blanc et al., 2012). Po přenesení hemu do cytosolu enterocytu je hem oxidován 

a degradován hem oxygenázou (HO) za uvolnění železnatého kationtu, oxidu uhelnatého 

a vody (Kikuchi et al., 2005). Proteiny s hem oxygenázovou aktivitou jsou známy dva – 

hem oxygenáza 1 (HO1) a hem oxygenáza 2 (HO2) (Rotenber and Maines, 1990; 

Bianchetti et al., 2007). Exprese HO1 je podmíněna přítomností hemu a buněčnými stresy, 

jako je hypoxie, zánět či oxidativní stres (Ryter et al., 2006). Oproti tomu, HO2 je 

exprimována konstitutivně (Fraser et al., 2011). 

 V buňkách nedochází po absorpci hemu pouze k jeho katabolismu, ale také se může 

intaktní dostávat do plasmy pomocí transportéru FLVCR1 (feline leukemia virus group C 

receptor) (Quigley et al., 2004; Khan and Quigley, 2013). Po přenesení do plasmy je hem 

vázán na přenašečové proteiny albumin nebo hemopexin (Seery and Muller-Eberhard, 

1973). 

 

2.1.1.2 Absorpce ne-hemového železa 

 Biologická dostupnost ne-hemového železa je nízká, pouze 2 – 20 % (Monsen, 

1988), přičemž se v potravě vyskytuje především ve své velmi málo rozpustné, trojmocné 

podobě (Carpenter and Mahoney, 1992). Trojmocné železo uvolněné z potravy je třeba 

převést na železo dvojmocné, které je lépe rozpustné. K redukci Fe
3+

 na Fe
2+

 dochází 

v kyselém prostředí žaludku (např. působením vitamínu C) či je zajištěna ferrireduktázami 

v tenkém střevu (Bergeim and Kirch, 1949; Raja et al. 1992; Han et al., 1995). 

 Příkladem známé ferrireduktázy je protein DcytB (duodenální cytochrom B), jež je 

součástí bazolaterální membrány enterocytů (obr. 2.1) a ke své funkci vyžaduje kofaktor 

vitamín C (McKie et al., 2001; Wyman et al., 2008). Je však pravděpodobné, že DcytB 
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není jedinou ferrireduktázou, která zajišťuje redukci železitého kationtu v duodenu 

(Gunshin et al., 2005). Potenciální ferrireduktázou fungující při vstřebávání železa je 

například protein STEAP2 (six transmembrane epithelial antigen of the prostate 2), jehož 

exprese byla nalezena mimo jiné právě v žaludku a duodenu (Ohgami et al., 2006). 

Redukce železitého kationtu na železnatý je předpokladem pro transport železa 

prostřednictvím transportéru dvojmocných iontů DMT1 (divalent metal transporter 1), 

který má vysokou aktivitu v přítomnosti Fe
2+

, avšak nevykazuje žádnou aktivitu za 

přítomnosti Fe
3+

 (Zhang et al., 2000; Illing et al., 2012). Kromě železnatých iontů přenáší 

také Cd
2+

, Co
2+

, Cu
2+

, Mn
2+

, Ni
2+

, Pb
2+

 a Zn
2+ 

(Gunshin et al., 1997; Garrick et al., 2006). 

Transport těchto iontů je zajištěn energií z elektrochemického gradientu protonů (Gunshin 

et al., 1997; Mackenzie et al., 2006). Dalším potenciálním importérem železa do 

enterocytu je protein ZIP14 (Liuzzi et al., 2006), který je prozatím znám jako transportér 

ne-transferrinově vázaného železa (NTBI, non-transferrin bound iron) z plasmy do 

hepatocytů (kapitola 2.1.2.2) 

 

2.1.1.3 Skladování železa v buňce 

 Železnatý kationt se po transportu do cytoplasmy či po uvolnění z hemu stává 

součástí tzv. LIP (labile iron pool). Takové železo je s malou afinitou vázáno pomocí nízko 

molekulárních ligandů a je dobře přístupné chelaci. Dle některých autorů se jedná o jeden 

z mechanismů, který umožňuje pohyb železa v buňce. Zároveň LIP reprezentuje zásobu 

železa pro jeho další zpracování (uložení do ferritinu, export z buňky, použití na syntézu 

proteinů obsahujících železo) a to z důvodu, že železo ve formě LIP je snadno přístupné. 

Jiní autoři naznačují, že LIP je právě ta složka, která je pro buňky toxická a v buňce se 

objevuje po překročení vazebné kapacity ferritinu (viz níže). Zatím nebyla zcela 

pochopena chemická podstata ligandů vázajících železo v LIP, ale pravděpodobně se jedná 

o železo vázané na ADP/ATP, citrát, fosfáty, karboxyláty, polypeptidy nebo povrchy 

membrán (Weaver and Pollack, 1989; Vyoral et al., 1998; Kakhlon and Cabantchik, 2002; 

Korantzopoulos et al., 2012; Cabantchik, 2014).  

 V případě dostatku či nadbytku železa v organismu dochází k jeho skladování 

pomocí proteinu ferritinu (obr. 2.1). Uskladněním se buňka brání proti toxickému působení 

volného železa (Bonkovsky, 1991). Ferritin je protein skládající se z 24 podjednotek 

L (light chain, lehký řetězec) a H (heavy chain, těžký řetězec), jejichž poměr závisí na typu 

tkáně. Podjednotky L a H společně tvoří sktukturu, kde se ukládá až 4500 iontů železa ve 



 

 

19 

 

trojmocné podobě ferrihydritových krystalů (Harrison, 1986; Chasteen and Harrison, 

1999). Těžký řetězec má ferrioxidázovou aktivitu, lehký řetězec strukturu stabilizuje 

a pomáhá vyvazovat ionty železa (Bakker and Boyer, 1986; Chasteen and Harrison, 1999). 

Při vysokém nadbytku železa může docházet k tvorbě obdobné, avšak nerozpustné 

struktury – hemosiderinu (Ringeling et al., 1989; Saito, 2012).  

 Ferritin se nevyskytuje pouze uvnitř buněk, ale jisté množství je obsaženo 

i v plasmě, avšak bez navázaného železa. Přesto hladiny ferritinu v plasmě reflektují 

množství železa uvnitř organismu (Walters et al., 1973; Lipschitz et al., 1974), ale také 

přítomnost zánětu či buněčného poškození (Kell and Pretorius, 2014). Pokud není třeba 

zvýšit příjem železa do organismu, je železo uložené ve ferritinu či hemosiderinu po 2 – 3 

dnech vyloučeno z těla jako součást starého enterocytu.  

 

 

Obrázek 2.1: Schéma transportu železa u čtyř buněčných typů – enterocyty (A), erytroidní 

prekurzory (B), makrofágy (C) a hepatocyty (D), (převzato z Swinkels et al., 2006). HCP1 = heme 

carrier protein 1; apo-Tf = apotransferrin; Cp = ceruloplasmin; DcytB = duodenal cytochrome B; 

DMT1 = divalent metal transporter 1; Hb = hemoglobin; HJV = hemojuvelin; HO = heme 

oxygenase; NTBI = non-transferrin bind iron; sHJV = soluble HJV; Steap3 = six transmembrane 

epithelial antigen of the prostate 3; Tf = transferrin; TfR1 = transferrin receptor 1; TfR2 = 

transferrin receptor 2 
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 V případě nedostatku železa v systému či v případě zvýšené potřeby železa 

v tkáních (regenerace tkání po zranění, zvýšená erytropoéza po krvácení či menstruaci, růst 

plodu v těhotenství aj.) je volné železo (ve formě LIP) a železo vázané na ferritinu 

uvolňováno do plasmy, kde je dále distribuováno k místům potřeby. Proces, kterým 

dochází k uvolnění železa z ferritinové klece zatím nebyl zcela objasněn. Pravděpodobný 

mechanismus, kterým dochází k uvolnění železa z ferritinu, je rozklad ferritinu v lysozomu 

za doprovodu makroautofagie (Kidane et al., 2006; Asano et al., 2011). 

 

2.1.1.4 Uvolnění železa do organismu 

 Export železnatých kationtů z enterocytu do plasmy je zajištěn pomocí transportéru 

ferroportinu 1 (obr. 2.1), který je lokalizován na bazolaterální membráně enterocytu. 

Ferroportin je dosud jediný známý exportér iontů železa a kromě enterocytů je také hojně 

exprimován v hepatocytech, makrofázích sleziny a jater (Kupfferovi buňky), monocytech, 

ledvinách, plicích, vyvíjejícím se nervovém systému a srdci (Abboud and Haile, 2000; 

Donovan et al., 2000; McKie et al., 2000; Lakhal-Littleton et al., 2015). Stejně jako 

v enterocytech, i v ostatních buněčných typech slouží k exportu železa z buněk do 

krevního řečiště a to při zvýšené potřebě železa v organismu (např. z jaterních buněk) 

(Abboud and Haile, 2000), při recyklaci železa po rozkladu erytrocytů (v makrofázích 

a Kupfferových buňkách) (Knutson and Wessling-Resnick, 2003b) a v případě homeostáze 

železa a ochraně před toxickými vlivy železa u ostatních typů buněk, jako jsou buňky 

ledvin, mozku a srdce (Lakhal-Littleton et al., 2015). Transport železa prostřednictvím 

ferroportinu probíhá u enterocytů za přítomnosti ferrioxidázy hefestin, se kterou je 

kolokalizován na bazolaterální membráně (Han and Kim, 2007). Hefestin přispívá 

k usnadnění transportu železa ferroportinem pravděpodobně udržováním gradientu Fe
2+

 

jeho oxidací na Fe
3+

 (Kuo et al., 2004). 

 

2.1.2 Transport železa do buněk v rámci organismu  

2.1.2.1 Transferrinový cyklus 

 Po transportu železnatého kationtu z enterocytu a jeho oxidaci může být trojmocné 

železo vázáno na sérový transferrin. Transferrin je transportní protein obsahující dvě 

vysoko-afinní vazebná místa pro železo (při pH 7,4). Může přitom vázat dva atomy Fe
3+

 

(diferric, holotransferrin), jeden atom Fe
3+

 (monoferric) nebo být bez vazby Fe
3+

 

(apotransferrin) (Williams and Moreton, 1980). Transferrin v plasmě je u zdravého jedince 
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saturován cca ze 35 %. Za podmínek nadbytku železa však dochází i ke 100% saturaci 

(Cazzola et al., 1985). Míra saturace transferrinu, společně s hladinou sérového ferritinu, 

se používá jako diagnostický marker nedostatku či nadbytku železa v organismu. Vazebné 

místo blíže N-konci molekuly transferrinu má nižší afinitu k železitému iontu a je 

přístupné k vazbě i jiných iontů kovů (Vincent and Love, 2012; Senthilnathan et al., 2014). 

 Transferrin s navázaným železem je rozpoznán transferrinovým receptorem (TfR) 

na povrchu buněk (obr. 2.1). Vazba transferrinu a vznik komplexu TfR-transferrin 

vyvolává internalizaci komplexu pomocí receptorem zprostředkované endocytózy 

(Harding et al., 1983). Ve vzniklém endozomu dochází ke snižování pH a při hodnotě pH 5 

– 5,5 dochází ke značnému snížení afinity vazebných míst transferrinu k železitému 

kationtu, který je poté uvolněn do lumen endozomu (Dautry-Varsat et al., 1983). Volné 

železo je redukováno ferrireduktázou STEAP3 (six transmembrane epithelial antigen of the 

prostate 3) (Ohgami et al., 2005) a exportováno do cytoplasmy pomocí transportéru DMT1 

(Gunshin et al., 1997; Fleming et al., 1998). Transferrinový receptor s apotransferrinem se 

vrací na povrch cytoplasmatické membrány, kde se komplex TfR-transferrin opět ocitá 

v prostředí s pH 7,4 a dochází k disociaci apotransferrinu (Dautry-Varsat et al., 1983; 

Harding et al., 1983). 

 Transferrinové receptory jsou známy dva – transferrinový receptor 1 (TfR1) 

a transferrinový receptor 2 (TfR2). Ačkoli jsou TfR1 a TfR2 vysoce homologní (Kawabata 

et al., 1999), jejich primární funkce a vlastnosti se liší. Transportu železa se primárně 

účastní TfR1, přičemž jeho afinita k transferrinu je až 30 krát vyšší než u TfR2 (Kawabata 

et al., 2000). Na rozdíl od TfR1, který je exprimován téměř ve všech buněčných typech, je 

TfR2 exprimován výhradně v jaterních buňkách a erytroidních prekurzorech (Gatter et al., 

1983; Calzolari et al., 2004) a účastní se především regulace homeostáze železa (Deaglio 

et al., 2002; Calzolari et al., 2004). 

 

2.1.2.2 Transport ne-transferrinového železa 

 Železo v plasmě se může vyskytovat i v podobě tzv. ne-transferrinově vázaného 

železa (NTBI, non transferrin bound iron). U zdravého jedince se ne-transferrinově vázané 

železo vyskytuje pouze minoritně, ovšem u jedinců s nadbytkem železa se takto vázané 

železo stává podstatnou součástí plasmy se značně toxickými účinky. NTBI se v plasmě 

objevuje především poté, co saturace transferrinu v krvi dosáhne hodnoty 100 % (Breuer et 

al., 2000). Z chemického hlediska se pravděpodobně jedná o molekuly acetátu, citrátu, 
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případně albuminu, které vážou železitý kationt (Breuer et al., 2000), přičemž přesná 

chemická podstata NTBI zatím nebyla stanovena (Brissot et al., 2012). NTBI vstupuje 

především do buněk jater, mozku, pankreatu a srdce, které jsou při nadbytku železa nejvíce 

postiženy. Ke vstupu NTBI do buněk dochází nejčastěji prostřednictvím transportérů 

DMT1 a ZIP14 (Liuzzi et al., 2006; Nam et al., 2013). V případě srdečních buněk dochází 

k importu NTBI s velkou pravděpodobností i za pomoci vápenatých kanálů typu L a T 

(Oudit et al., 2006; Chen et al., 2014). Nicméně je pravděpodobné, že kromě zmíněných 

importérů se transportu NTBI do buněk účastní i další dosud nepopsané transportní 

mechanismy (Wang and Knutson, 2013). 

 Nadbytečné NTBI je uloženo v makrofázích retikuloendoteliálního systému 

(recyklace erytrocytů) a především v játrech (hlavní zásobní orgán železa) (Andrews, 

1999). Železo je zde uchováno stejně jako v případě enterocytů ve ferritinové kleci. Stejně 

jako u enterocytů dochází k exportu železa z ne-enterocytárních buněk prostřednictvím 

ferroportinu, ovšem v tomto případě je s ferroportinem asociována ferrioxidáza 

ceruloplasmin (Attieh et al., 1999). 

 

2.2 Regulace homeostáze železa 

 Doposud není znám žádný způsob, jakým by organismus aktivně vylučoval železo. 

Z toho důvodu je velmi přísně regulována absorpce železa do organismu tak, aby 

v organismu nedocházelo k nedostatku či toxickému nadbytku železa. Regulace příjmu 

železa do organismu a regulace hladin železa v tkáních je zajišťována na dvou úrovních – 

na úrovni vnitrobuněčné a na úrovni systémové. Obě úrovně regulace se vzájemně doplňují 

a ovlivňují. 

 

2.2.1 Regulace homeostáze železa na úrovni buňky 

 Uvnitř buněk se vyvinul mechanismus reagující na intracelulární hladinu železa, 

tzv. IRP (iron regulatory protein) / IRE (iron responsive element) regulační systém. 

Pomocí tohoto mechanismu dochází ke zvýšení exprese proteinů pro import železa při 

nízkých intracelulárních hladinách železa a naopak ke snížení hladiny proteinů 

zodpovědných za export a ukládání železa (Rouault, 2006). IRP/IRE systém nalezneme ve 

všech tkáních, ovšem díky unikátní funkci enterocytů má v tomto buněčném typu IRP/IRE 

systém dopad nejen na hladinu železa uvnitř buněk, ale i na celkový příjem železa ze 
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stravy do organismu (Casey et al., 1988). Základním principem tohoto systému je 

interakce mezi IRP proteiny a IRE sekvencemi na mRNA (obr. 2.2). 

 

 

Obrázek 2.2: Schéma regulace homeostáze železa pomocí IRP/IRE regulačního systému 

(převzato z Horák et al., 2010). DMT1 = divalent metal transporter 1; eALAS = erythroid 

aminolevulinate synthase; IRE = iron responsive element; IRP1 = iron regulatory protein 1; TfR1 

= transferrin receptor 1 

 

 IRE sekvence jsou vysoce konzervované vlásenkové struktury nacházející se na 

nepřekládaných oblastech mRNA (UTR, untranslated region) některých proteinů. IRE se 

mohou vyskytovat jak ve 3' UTR, tak ve 5' UTR (Horák et al., 2010). IRP proteiny jsou 

schopny rozpoznávat tyto struktury a na základě vazby na 3' UTR pak molekulu mRNA 

stabilizovat, bránit před působením RNáz a podporovat tak syntézu příslušného proteinu 

Naopak, pomocí vazby na 5' UTR mohou IRP regulační molekuly syntézu proteinu 

inhibovat (Casey et al., 1988; Piccinelli and Samuelsson, 2007). Při nedostatku železa tak 

dochází k podpoření translace proteinů, které zajišťují import železa (DMT1, TfR1) 

a naopak se sníží translace železo vázajících a železo exportujících proteinů (eALAS, L i H 

ferritin, ferroportin, mitochondriální akonitáza) (Rouault, 2006). Byla ovšem nalezena 
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i forma molekuly DMT1 bez IRE sekvence a existují i jiné transportéry železa, které 

sekvence IRE nemají (Liuzzi et al., 2006; Chen et al., 2014) a tak tento systém není při 

ochaně buňky před nadbytkem železa zcela efektivní. 

 IRP proteiny jsou známy dva – IRP1 (ACO1, aconitase 1) a IRP2 (IREB, iron 

responsive element binding protein). IRP1 má při dostatku železa akonitázovou aktivitu 

a nedochází k jeho vazbě na IRE. Při nedostatku železa je akonitázová aktivita potlačena 

z důvodu nedostatku železa pro formaci 4Fe-4S klastru v IRP1 proteinu. IRP1 bez 

akonitázové aktivity vykazuje vysokou afinitu k IRE sekvencím. IRP2 je naproti tomu při 

normálních hladinách železa v buňce oxidován, ubikvitinilován a následné degradován 

(Hentze and Kühn, 1996; Rouault, 2006). 

 

2.2.2 Regulace homeostáze železa na úrovni systému 

 Před objevem hlavního regulátoru hladiny železa v těle byl navrhnut regulační 

mechanismus založený na programování enterocytů během jejich zrání hladinou sérového 

železa. Teorie programování enterocytů během vývoje předpokládá, že enterocyty během 

zrání čerpají železo z plasmy pomocí TfR a na základě přijatého množství železa exprimují 

importéry iontů železa na apikální membráně. Je-li v plasmě železa dostatek, zralé 

enterocyty poté téměř neabsorbují železo z lumen tenkého střeva a naopak (Conrad et al., 

1964). Ovšem pokud by tato teorie byla jediná správná, změna absorpce železa by nastala 

až za 2 – 3 dny po stimulu. Po objevení regulačního hormonu hepcidinu se objasnilo, jak je 

možné, že ke změně absorpce dochází v řádu hodin a ne dnů (Frazer et al., 2004). Hepcidin 

je tedy klíčovou molekulou v regulaci homeostáze železa v biologickém systému (Nemeth 

et al., 2004). 

 Maturovaný hepcidin je peptidický hormon tvořený 25 aminokyselinami, méně 

často 20 či 22 aminokyselinami (Park et al., 2001), ovšem tyto kratší formy mají jen velmi 

omezenou schopnost regulace (Nemeth et al., 2006). Původně byl hepcidin objeven v moči 

a plasmě jako peptid s antimikrobiálními a fungicidními účinky, exprimovaný především 

v jaterní tkáni (Krause et al., 2000; Park et al., 2001). Jeho vyšší exprese byla zároveň 

zaznamenána u myší vykazujících známky přetížení železem (Pigeon et al., 2001). 

Následně byla ukázána spojitost mezi hepcidinem a regulací homeostáze železa (Nicolas et 

al., 2002a).  

 Hepcidin působí jako negativní regulátor transportu železa přes plasmatickou 

membránu. V krvi se váže na jediný známý exportér železa ferroportin 1 (Nemeth et al., 
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2004; Ramey et al., 2010). Tato vazba vede k fosforylaci ferroportinu, internalizaci 

komplexu ferroportin-hepcidin a následné degradaci ferroportinu uvnitř buňky (Ross et al., 

2012). Ze všech buněčných typů je ferroportin nejvíce exprimován především 

v enterocytech, hepatocytech a makrofázích. Vlivem hepcidinu tedy dochází především 

ke snížení recyklace železa makrofágy, uvolňování zásob železa z hepatocytů a vypouštění 

železa přes bazolaterální membránu enterocytů do organismu.  

 Hepcidin produkovaný mimo játra má pravděpodobně pouze autokrinní/parakrinní 

efekt. Role lokální exprese hepcidinu zůstává zatím nepochopena a je pravděpodobné, že 

má cytoprotektivní funkci před toxickými účinky intracelulárního železa (Collins et al., 

2008). Kromě exprese v jaterní tkáni byla nízká míra exprese hepcidinu zjištěna také 

v srdci a míše (Krause et al., 2000; Park et al., 2001), monocytech a makrofázích (Theurl 

et al., 2008), ledvinách, (Kulaksiz et al., 2005), adipocytech (Bekri et al., 2006), 

pankreatických beta buňkách (Kulaksiz et al., 2008) a mozkové tkáni (Raha-Chowdhury et 

al., 2015). Exprese hepcidinu je pozitivně i negativně regulována různými podněty. Mezi 

pozitivní stimuly patří například vysoká hladina železa v séru (Pigeon et al., 2001), 

působící pravděpodobně přes TfR2 (Rishi et al., 2015). Negativními regulátory jsou 

například anemie, hypoxie, zánět nebo erytropoéza (Nicolas et al. 2002b; Pak et al., 2006). 

 

2.3 Poruchy homeostáze železa 

 Poruchy homeostáze železa vedou k patologickým stavům, při kterých na jedné 

straně dochází k nedostatku železa a na straně druhé k jeho nadbytku. Deficit železa je 

například příčinou sideropenické anemie nebo hraje roli u selhání srdce (Silverberg et al., 

2004). Naproti tomu nadbytek železa v organismu je spjat s nadměrným ukládáním železa 

v buňkách a tkáních, které jsou nadbytkem železa následně poškozeny (kapitola 2.4), jako 

je tomu například u onemocnění hereditární hemochromatózou (Swinkels et al., 2006). 

 

2.3.1 Poruchy spojené s nedostatkem železa 

 K nedostatku železa v těle dochází ve chvíli, kdy hladina metabolicky dostupného 

železa klesne na úroveň, při které není schopné pokrýt fyziologické nároky organismu.  

Dle WHO (World Health Organization) je deficit železa nejběžnější a nejrozšířenější 

nutriční poruchou na světě. Hlavními příčinami nedostatku železa jsou především 

nedostatečný příjem potravou (malnutrice, nevyvážená rostlinná dieta) a nadměrné ztráty 

(především ztráta krve), ve vzácnějších případech mutace genů účastnících se homeostáze 
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železa (Zimmermann and Hurrell, 2007; Bermejo and García-López, 2009). Mezi 

nejčastější projevy deficitu železa patří únava, snížená produktivita, snížená odolnost vůči 

zátěži, snížené mentální a motorické funkce, zhoršená imunita, bolesti hlavy, sucho 

v ústech, tachykardie, a to i za normálních hodnot hemoglobinu.  

  Deficit železa je hlavní příčina vzniku anemie, tzv. anemie z nedostatku železa (též 

sideropenická anémie, IDA – „iron deficiency anemia“). Anemií trpí až třetina světové 

populace
1
. Často se vyvíjí v důsledku snížené syntézy hemoglobinu a erytropoézy 

(Zimmermann and Hurrell, 2007; Bermejo and García-López, 2009). Dochází k ní ve 

stavu, kdy koncentrace krevního hemoglobinu klesne u mužů pod 130 g/l a u netěhotných 

žen pod 120 g/l.
2
 Rozvoji sideropenické anemie předchází mobilizace uloženého železa 

a pokles hladin ferritinu. Když jsou buněčné zásoby železa vyčerpány, dochází ke klesání 

sérové hladiny železa se snížením hladiny sérového ferritinu a saturace transferrinu 

(Siimes et al., 1980; Lokeshwar and Shah, 2010).  

 Dalším příkladem anemií způsobených nedostatkem železa jsou anemie 

z chronických onemocnění (ACD, anemia of chronic disease) a IRIDA (iron refraktory 

iron deficiency anemia). Obě tyto formy anemie jsou způsobeny aktivitou hormonu 

hepcidin. ACD vzniká poté, kdy je v těle přítomen dlouhou dobu zánět. Zánět vede 

T-lymfocyty k produkci cytokinu IL-6 (interleukin 6), který mimo jiné vede k zvýšené 

expresi hepcidinu. Hepcidin poté uzavírá železo v buňkách. Tím se stává nedostupné nejen 

pro patogeny, pro něž je železo esenciální složkou, ale také pro účely erytropoézy (Weiss 

et al., 2005).  

 Extrémně vzácně se vyskytujícími typy anemií z nedostatku železa jsou geneticky 

podmíněná onemocnění aceruloplasminémie (Harris et al., 1995) a atransferrinémie 

(hypotransferrinémie) (Beutler et al., 2000; Beaumont-Epinette et al., 2015). Obě nemoci 

jsou spojeny s rozvinutou anemií v důsledku zadržování železa v buňkách tkání. 

Aceruloplasminémie je způsobena defektním genem pro ceruloplasmin, který tak není 

přítomen v cytoplasmě, v důsledku čehož nedochází k exportu železa z hepatocytů 

a makrofágů. Organismus tak nemá dostatek železa pro erytropoézu a přitom v jaterních 

buňkách a makrofázích se železo hromadí a tyto buňky poškozuje (Harris et al., 1995). 

Stejné následky má atransferrinémie, při které dochází k mutaci transportního proteinu 

transferrinu. Následkem mutace je přítomnost transferrinu značně snížena, nebo není 

                                                 
1
 – http://www.who.int/nutrition/topics/ida/en/ 

2
 – http://www.who.int/vmnis/indicators/haemoglobin.pdf 
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dostatečně schopný vázat železo, které tak nemůže být transportováno k dalšímu užití 

(Beutler et al., 2000; Beaumont-Epinette et al., 2015). V případě obou těchto 

onemocněních tak bez léčby dochází jak k rozvoji anemie, z důvodu nedostatku železa pro 

syntézu hemoglobinu, tak i k těžkému poškození nadbytkem železa v buňkách a tkáních, 

které železo ukládají. 

 

2.3.2 Poruchy spojené s nadbytkem železa 

 K nadbytku železa v organismu dochází primárně, kvůli genetickým poruchám 

(Swinkels et al., 2006), nebo sekundárně, například při léčbě anemií (časté krevní 

transfuze) (Cheng et al., 2015) nebo při zvýšeném příjmu železa v potravě. Příznaky 

nadbytku železa jsou velmi nespecifické, často dochází k únavě a chronickému vyčerpání, 

hyperpigmentaci kůže, bolestem kloubů nebo erektilním dysfunkcím a hypogonadismu 

(Andrews, 1999; Mattman et al., 2002). Nejvíce jsou toxickým působením železa 

postižena játra (fibróza, cirhóza, hepatocelulární karcinom) (Batts, 2007), srdce (arytmie, 

fibróza, kardiomyopatie) (Oudit et al., 2006; Das et al., 2015), mozek (neurodegenerativní 

choroby, např. Alzheimerova a Parkinsonova choroba) (Hadzhieva et al., 2014), klouby 

(bolest, artritida) a endokrinní orgány jako například pankreas (diabetes mellitus) či varlata 

(hypogonadismus) (Feder et al., 1996; Swinkels et al., 2006). Zvláště u pacientů se 

sekundárním nadbytkem železa je nejčastější příčinou úmrtí selhání srdce (Gao et al., 

2009a). 

 Nejčastějším onemocněním spojeným s nadbytkem železa je primární (hereditární) 

hemochromatóza (HH), která je zapříčiněna mutacemi v genech, které ovlivňují hladiny 

hepcidinu a tím regulaci homeostáze železa (Swinkels et al., 2006). HH typu 1 je 

nejběžnější genetické onemocnění evropské populace (Feder et al., 1996; Datz et al., 1998; 

Allen et al., 2008). Jedná se o autozomálně recesivní onemocnění způsobené bodovou 

mutací genu HFE. Nejčastěji se jedná o mutace C282Y a H63D. V důsledku mutace 

nedochází k vazbě molekuly HFE na β2-mikroglobulin. Protein HFE tak není 

transportován na povrch buňky, nemůže fungovat jako senzor nadbytku železa v plasmě a 

ovlivňvat tak expresi hepcidinu (Feder et al., 1996). K nástupům symptomů obvykle 

dochází po 40. věku života, přičemž více je nemoc rozvinuta u mužské populace. U žen je 

nástup pozdější z důvodu pravidelných ztrát krve. I přes značně vysoký výskyt mutací 

HFE genu v populaci, jen u 1 % populace se onemocnění rozvine (Allen et al., 2008). 

Během života mohou lidé s HH v těle nastřádat až 40 g železa (Gurzau et al., 2003).  
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 Druhou nejčastější formou hemochromatózy je juvenilní hemochromatóza (HH 

typu 2A a 2B). Příčinou je mutace genu pro HFE2 (typ 2A), kódující hemojuvelin 

(Papanikolaou et al., 2004), a genu HAMP (typ 2B), kódující hepcidin (Delatycki et al., 

2004). Oba subtypy jsou, stejně jako HFE-HH, charakteristické nízkou hladinou hepcidinu 

v těle. Přetížení železem vede ke kardiomyopatiím, diabetu a hypogonadismu často již před 

20. rokem života (Papanikolaou et al., 2004) u obou pohlaví stejnou měrou. K úmrtí 

dochází nejčastěji kvůli selhání srdce (Camaschella, 1998). 

 Kromě těchto typů HH jsou známy i další, se značně nižší frekvencí výskytu. Jsou 

jimi HH typu 3 způsobená mutací genu pro TfR2 (Gao et al., 2009b; Joshi et al., 2015), 

HH typu 4 (ferroportinová choroba) způsobená mutací genu pro ferroportin (Arden et al., 

2003; Drakesmith et al., 2005) a typu 5 způsobená mutací 5' UTR IRE sekvence těžkého 

řetězce ferritinu (Kato et al., 2001).  

 Sekundárně rozvinutý nadbytek železa, také označovaný jako sekundární 

hemochromatóza, je pozorován při léčbě některých anemií, jako jsou β-talasémie 

a srpkovitá anemie (Roseff, 2009; Cao and Galanello, 2010). Následkem obou těchto 

poruch dochází k chronické anemii a pacienti s těmito chorobami jsou závislí na 

pravidelných transfuzích, které s sebou přinášejí riziko postupné kumulace železa 

v tkáních. Vzhledem k průměrnému obsahu 200 mg železa v krevní jednotce, představuje 

transfuze až dvě stě krát zvýšený denní příjem železa, čímž může docházet ke zvýšení 

hladiny NTBI (Shander et al., 2009). Sekundární akumulace železa v organismu může být 

zároveň vedlejším efektem některých vážných onemocnění jako například alkoholového 

poškození jater (ALD), některých typů hepatitid, porfyrie aj. (Aigner et al., 2008; 

Dostalíková-Čimburová et al., 2012b; Dostalíková-Čimburová et al., 2014). 

 Není-li akumulace železa včas diagnostikována, dochází k rozvoji cirhózy až 

karcinomu jater, cukrovce, hypogonadismu, srdečním poruchám a mnoha dalším 

patologiím (Feder et al., 1996; Oudit et al., 2006; Batts, 2007). Z toho důvodu je při 

přetížení organismu železem třeba snížit hladiny železa uvnitř tkání. Nejčastěji se nadbytek 

železa léčí pravidelnými venepunkcemi. Standardně je odebíráno přibližně půl litru krve 

týdně, dle stavu zásob železa, po dobu několika měsíců až let (Camaschella, 2009). 

 Zatím jedinou alternativou k venepunkci je chelatace. Chelátory jsou látky, které 

vyvazují toxické kovy a následně jsou s nimi vyloučeny z těla ven (Nick et al., 2003). 

Příkladem takových chelátorů železa jsou deferasirox (Yang et al., 2007), deferiprone 

(Barman Balfour and Foster, 1999) a deferoxamine (Nick et al., 2003). Pro chelátory je 
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dobře dostupné železo vázané na nízkomolekulární ligandy, tedy železo ve formě LIP 

(Weaver and Pollack, 1989) a NTBI (Breuer et al., 2000).  Chelátory železa jsou důležité 

pro přežití pacientů s těžkým přetížením železem, ale také pro pacienty s chronickou 

anemií, u kterých dochází k přetížení železem v důsledku nutných častých transfuzí. 

Bohužel, chelátory mají značné vedlejší účinky, které někteří pacienti špatně snáší. 

Například deferoxamine se musí kvůli špatné orální dostupnosti a rychlé degradaci 

aplikovat subkutánně každých 8 – 12 hodin, infuze mohou být pro pacienty nejen časově 

náročné, ale také bolestivé (Poggiali et al., 2012). Hlavní problém i orálních chelátorů 

deferipronu a deferasiroxu je rychlost rozkladu. V budoucnu by nový chelátor železa měl 

být schopen dobře procházet trávicím traktem, přes buněčné membrány a měl by být 

schopen vyvázat nadbytečné železo z tkání jako je srdce, játra, mozek a endokrinní žlázy 

uložené i v jiné formě než LIP a NTBI (Poggiali et al., 2012).  

 

2.4 Nadbytek železa a mechanismus buněčného poškození 

 Železo nacházející se v organismu, jehož hladina překročí vazebnou kapacitu 

ferritinu a transferrinu, snižuje vitalitu a zhoršuje funkci jednotlivých buněk a může vést až 

k buněčné smrti a tkáňovému poškození. Zatím nebyl objeven mechanismus, 

prostřednictvím kterého by nadbytek železa aktivoval dráhy buněčných smrtí přímo. 

Nicméně, některé výzkumy propojují působení nadbytku železa a buněčnou smrt přes 

toxické působení železa na makromolekuly buňky. Pokud buňka neprodělá buněčnou smrt, 

velmi často dochází k nevratným změnám na jejích strukturách a ke snížení její funkčnosti.  

Nejvíce jsou tedy poškozeny buňky a tkáně, které jsou metabolicky velmi aktivní nebo 

ukládají velké množství železa. 

 

2.4.1 Oxidativní stres 

 Důvodem toxického působení železa je jeho schopnost produkovat reaktivní 

kyslíkové radikály (ROS) a v buňce tím vyvolávat oxidativní stres. Pokud dojde 

k překročení ochranné kapacity ferritinu, stává se železo dostupné chemickým reakcím. 

Jednou z nejtoxičtějších formem ROS je hydroxylový radikál, na jehož vzniku se právě 

železnaté kationty podílí Fentonovou reakcí: Fe2+ + H2O2
         
→   reaktivní intermediát 

          
→  Fe3+ +HO• + OH−. V následné reakci je železo znovu redukováno na dvojmocnou 

podobu superoxidovým radikálem: Fe3+ + O2
•−
         
→   Fe2+ + O2 (Galaris and Pantopoulos, 

2008) (obr. 2.3). Superoxidový radikál vzniká například při buněčném dýchání 



 

 

30 

 

v mitochondiích (Vinogradov and Grivennikova, 2005). Za normálních podmínek je 

v buňce eliminován pomocí enzymů SOD (superoxid dismutázy) na peroxid vodíku, který 

je dále redukován na vodu pomocí katalázy, glutation peroxidázy nebo peroxiredoxinu 

(Galaris and Pantopoulos, 2008). V případě nadbytku železa byla v některých studiích 

pozorována snížená aktivita těchto antioxidačních enzymů (Bartfay and Bartfay, 2000; 

Turoczi et al., 2003). Tvorba hydrolyxových radikálů byla potvrzena i v in vivo systémech 

(Burkitt and Mason, 1991; Kadiiska et al., 1995). 

 

 

Obrázek 2.3: Schéma úlohy železa v metabolismu reaktivních kyslíkových radikálů (ROS) 

(převzato z Dixon and Stockwell, 2014). Dráhy vzniku vybraných rozpustných (a) a lipidických (b) 

ROS. ROS = reactive oxygen species 

 

 Kromě hydroxylového radikálu může železitý kationt například v Kupfferových 

buňkách jater katalyzovat tvorbu nitroniového kationtu (NO2
+
) z peroxodusitanu (ONOO

–
), 

který v buňce vzniká reakcí oxidu dusnatého (NO) se superoxidovým radikálem (O2
•−) 

(Videla et al., 2003). 

 Hlavní důvod toxického působení hydroxylových radikálů a nitroniových kationtů 

spočívá v jejich schopnosti oxidovat a modifikovat membránové lipidy, báze nukleových 

kyselin a proteiny (Sodum and Chung, 1988; Houglum et al., 1990; Welch et al., 2002; 

Videla et al., 2003). Kromě toho může také docházet ke vzájemné vazbě DNA a proteinů 

(Altman et al., 1995). Modifikace těchto makromolekul má mnoho následků. Například 

peroxidace především polynenasycených mastných kyselin v membránách ovlivňuje 
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endoplasmatické retikulum (Wills 1972; Valerio and Petersen, 1998), lysozomy (Mak and 

Weglicki, 1985) a mitochondrie (Bacon et al., 1985; Bacon et al., 1993; Rauen et al., 

2004). 

 

2.4.2 Stres endoplasmatického retikula 

2.4.2.1 Endoplasmatické retikulum 

 Endoplasmatické retikulum (ER) je organela oddělující řadu buněčných procesů od 

redukujícího prostředí cytoplasmy. Vysoká koncentrace vápenatých iontů a oxidující 

prostředí vytváří v ER prostředí podobné extracelulárnímu (Hebert and Molinari, 2007). 

Mezi hlavní funkce ER patří syntéza, skládání a modifikace (tvorba disulfidických můstků, 

glykosilace) transmembránových proteinů a proteinů určených k sekreci (cca třetina všech 

proteinů eukaryotické buňky). Dále se jedná o zásobní organelu vápenatých iontů 

a probíhá zde syntéza fosfolipidů a steroidů (Voeltz et al., 2002). 

 Ke sbalování proteinů dochází za asistence chaperonů z rodiny HSP70 (heat shock 

protein 70), HSP90 (heat shock protein 90) a chaperonů lektinových. Jejich asistence je 

nutná nejen kvůli usnadněnému skládání peptidů, ale také aby se předcházelo jejich 

agregaci, která je pro ER toxická (Braakman and Hebert, 2013). 

 V případě HSP70 se jedná především o chaperon BiP/GRP78 (immunoglobulin 

binding protein; glucose regulated protein 78). HSP90 je zastoupen chaperonem GRP94 

(glucose regulated protein 94). Oba chaperony rozpoznávají nesbalené, špatně sbalené či 

agregované proteiny na základě hydrofobního povrchu těchto proteinů. Pokud je protein 

správně složen, je hydrofobní část schovaná uvnitř proteinu a tyto chaperony ho 

nerozeznají (Blond-Elguindi et al., 1993). Protein BiP se váže na peptidy a usnadňuje tak 

jejich správné složení již při jejich syntéze. Kromě toho jsou se syntézou nového peptidu 

asociovány proteiny PDI (protein disulfid isomerase), které umožňují vznik disulfidických 

můstků. Schopnost PDI vytvářet disulfidické můstky na peptidech je podpořena proteinem 

ERO1-Lα (ER oxidoreductase 1 Lα), který udržuje PDI v oxidovaném stavu (Hebert and 

Molinary, 2007).  

 Většina vnikajících proteinů je již při syntéze na N-konci glykosilována 

oligosacharidem N-glykanem (Braakman and Hebert, 2013). N-glykanový řetězec je 

tvořen cukernými zbytky – 2× N-acetylglukosamin, 9× manóza a 3× glukóza. Ten je dále 

důležitý pro kontrolu proteinů dalšími chaperony – lektiny (Hebert and Molinary, 2007). 
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 Lektinové chaperony se na rozdíl od chaperony BiP neváží přímo na hydrofobní 

povrchy špatně sbaleného proteinu, ale na oligosacharidovou kostru, která je hydrofilní 

(Hebert and Molinary, 2007). V případě lektinových chaperonů se mluví o kalnexinu 

a kalretikulinu. Po navázání N-glykanu na peptid je první ze tří glukóz N-glykanu 

odstraněna glukosidázou I, což je následováno odštěpením druhé glukózy glukosidázou II 

(GII) (Caramelo and Parodi, 2007). Zbylá jedna glukóza umožňuje asociaci kalnexinu 

a kalretikulinu s peptidem. Ve chvíli, kdy se tyto chaperony vyváží z proteinu, dochází 

k odstřižení poslední glukózy z N-glykanu (pomocí GII). Za předpokladu, že se protein 

správně sbalil, je označen k transportu do Golgiho aparátu. V případě, že peptid správnou 

konformaci nezaujal (na povrchu se stále vyskytuje mnoho hydrofobních aminokyselin), 

dochází k připojení nové glukózy a proces se může opakovat. Pokud je tento cyklus 

opakován vícekrát, dochází k odštěpení manózy z N-glykanu a protein je tak označen pro 

degradaci drahou ERAD (ER associated protein degradation) (Hebert and Molinary, 2007). 

Úkolem ERAD dráhy je především transportovat špatně sbalené proteiny do cytoplasmy 

retrotranslokonem, kde pak dochází k jejich ubikvitinilaci a degradaci proteazomem. 

Pokud je nesbalených či špatně sbalených proteinů v ER příliš, dochází ke stresu ER. 

 

2.4.2.2 Stres endoplasmatického retikula 

 Existuje mnoho vlivů, které vedou ke stresu ER. Příkladem jsou hypoxie, 

nedostatek glukózy, oxidativní stres, virová infekce a právě hromadění špatně složených 

proteinů (Tsai and Weissman, 2010). Stres ER vede ke spuštění drah a expresi proteinů, 

které mají buňce pomoci stres ER překonat. Mechanismy překonávání stresu ER se 

souhrně označují UPR (unfolded protein response). V prvních fázích UPR dochází 

k zastavení translace většiny proteinů a posílení ERAD dráhy, jejíž úkol je odstranit 

proteiny, které jsou příčinou stresu ER (Travers et al., 2000; Hampton, 2002). Pokud 

ovšem aktivace UPR není schopná překonat stres ER, dochází k aktivaci buněčné smrti 

(Logue et al., 2013). UPR zahrnuje tři signalizační dráhy (obr. 2.4). Senzorickými proteiny 

na začátku těchto drah jsou molekuly ATF6 (activating transcription factor 6), IRE1α 

(inositol requiring protein 1α) a PERK (RNA dependent protein kinase (PKR) like ER 

kinase) (Logue et al., 2013).  

 Přesný mechanismus aktivace UPR je stále hledán, existuje ovšem předpoklad, že 

UPR je aktivována proteinem BiP. Tato teorie předpokládá, že protein BiP za normálních 

podmínek váže luminální domény těchto senzorů a inhibuje tak jejich aktivaci (Sou et al., 
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2012). V případě, že se v ER začnou hromadit špatně sbalené proteiny, dochází k uvolnění 

chaperonu BiP a může dojít k aktivaci těchto senzorických proteinů (Bertolotti et al., 

2000). Dle druhé teorie dochází k aktivaci senzorických proteinů poté, co se na jejich 

luminální doménu přímo vážou nesbalené proteiny (Ron and Walter, 2007). 

 

2.4.2.3 Signální dráhy „Unfolded Protein Response“  

 ATF6 je transmembránový protein, který je za normálních podmínek neaktivní. 

Jeho aktivace je blokována vazbou proteinu BiP na jeho luminální část. Po disociaci 

proteinu BiP při nadbytku nesbalených proteinů je protein ATF6 transportován z ER do 

Golgiho aparátu. Tam dochází k jeho štěpení pomocí proteáz site-1 a site-2 a uvolňuje se 

cytosolická doména obsahující DNA vazebnou doménu bZIP (basic leucine zipper 

domain) (Ye et al., 2000). Transport do Golgiho aparátu je zajištěn pomocí lokalizačního 

signálu, který je během vazby proteinu BiP maskován (Shen et al., 2002). Cytosolická část 

proteinu ATF6 je translokována do jádra, kde reguluje expresi chaperonů (BiP, GRP94, 

PDI), EDEM1 (ER degradation enhancing α-mannosidase like protein 1), XBP1 (X-box 

binding protein 1), a transkripčního faktoru CHOP (CCAAT-enhancer-binding protein 

homologous protein) (Logue et al., 2013). 

 IRE1α je protein, který vykazuje serin/threoninovou kinázovou a endonukleázovou 

aktivitu ve své cytosolické části. K aktivaci IRE1α dochází poté, kdy protein BiP disociuje 

z jeho domény umístěné v lumen ER. Tím je umožněna dimerizace a autofosforylace 

proteinu IRE1α. Autofosforylací je aktivována jeho endonukleázová aktivita (Lee et al., 

2008) a aktivovaný protein IRE1α poté může vystřihnout 26 nukleotidů dlouhý intron 

z mRNA transkripčního faktoru XBP1. Vystřižením intronu dojde k posunutí čtecího 

rámce mRNA a vzniká stabilnější forma transkripčního faktoru XBP1 (Yoshida et al., 

2001). Ta následně může aktivovat expresi cílových proteinů UPR. Je zajímavé, že před 

vystřižením intronu má XBP1 opačnou funkci, reprimuje cílové geny UPR (Ron and 

Walter, 2007). Stabilnější XBP1 aktivuje expresi genů, které zajišťují homeostázu ER 

(např. BiP a jeho kofaktory ERDJ4, HEJD), komponenty ERAD dráhy (EDEM1, p58), 

transkripční faktory (CHOP, XBP1) (Logue et al., 2013). Kromě toho může molekula 

IRE1α aktivovat kinázu JNK (jun N-terminal kinase) (Urano et al., 2000). Kináza JNK pak 

může stimulovat aktivaci apoptotické dráhy modulací aktivity pro-apoptotických BH3-only 

proteinů (Dhanasekaran and Reddy, 2008). 



 

 

34 

 

 

Obrázek 2.4: Schéma signalizačních drah aktivovaných během stresu endoplasmatického 

retikula (převzato z Tsai and Weissman, 2010). 

 

Podobně jako kináza IRE1α je aktivována kináza PERK. Po disociaci proteinu BiP 

dochází u proteinu PERK k dimerizaci následovanou autofosforylací (Bertolotti et al., 

2000). Hlavním substrátem proteinu PERK (serin/threoninová kináza) je eIF2α (eukaryotic 

initiation factor 2α). Translační faktor eIF2α je fosforylován na serinu 51 a tím dochází 

k inhibici translace mRNA. Hlavní úlohou tohoto procesu je snížit zatížení 

endoplasmatického retikula nově syntetizovanými proteiny (Harding et al., 1999). 

Fosforylace eIF2α však vede i ke zvýšení translace některých mRNA, dochází tak 

například ke zvýšení hladiny transkripčního faktoru ATF4 (activating transcription 

factor 4). Po translaci dochází k translokaci transkripčního faktoru ATF4 do jádra, kde 

aktivuje expresi chaperonů (Bip a GRP94), transkripčního faktoru CHOP, genů pro 

syntézu aminokyselin, redoxní děje a sekreci proteinů (Logue et al., 2013). Všechny tři 

dráhy slouží preferenčně k překonání stresu ER. Ovšem v případě příliš dlouho trvajícího 

stresu začínají mít význam signalizace vedoucí k buněčné smrti (kapitola 2.5). 

 

2.5 Buněčná smrt 

Buněčná smrt je mechanismus, kterým dochází k odstranění nežádoucích buněk 

z organismu. Do dnešní doby bylo popsáno mnoho různých způsobů buněčné smrti. Mezi 
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první a doposud nejlépe popsané patří apoptóza, nekróza (Kerr et al., 1972) a buněčná smrt 

nesoucí znaky autofagie (Tsujimoto and Shimizu, 2005).  

   

2.5.1 Apoptóza 

 Apoptóza je buněčný proces, který se vyvinul k odstranění buněk za fyziologických 

podmínek. Apoptotickou buněčnou smrtí jsou odstraněny buňky, které jsou poškozené 

(např. radiací, kyslíkovými radikály, toxiny, hypoxií), napadené virovou infekcí či jinak 

nepotřebné, ale i během vývoje orgánů a např. prstů v embryogenezi. Apoptóza je však 

aktivována i u buněk, které nedostávají signály pro přežití (Kerr et al., 1972; Elmore 

2007). 

 Apoptotická buňka v pozdní fázi apoptózy vytváří tzv. apoptotická tělíska. Ta jsou 

tvořena fragmenty neporušené cytoplasmatické membrány obsahující zbytky jaderného 

obsahu a cytoplasmy (Kerr et al., 1972). Vzniku apoptotických tělísek předchází 

smršťování jádra a cytoplasmy, kondenzace chromatinu a fragmentace DNA, která je 

štěpena na úseky dlouhé 200 párů bazí. Zmenšování obsahu uvnitř plasmatické membrány 

vede k tvorbě výběžků, ze kterých poté apoptotická tělíska vznikají. Ta jsou následně 

fagocytována ostatními buňkami (Kerr et al., 1972; Elmore 2007). Na rozdíl od nekrózy 

tak nedochází k vylití buněčného obsahu do okolí buňky a následnému zánětu. Ke všem 

těmto procesům apoptózy je nutné ATP. Pokud v buňce dojde k narušení jeho tvorby 

a ATP je vyčerpáno, apoptóza přechází v nekrózu (Elmore 2007). 

 Dnes se aktivace apoptózy zcela standardně dělí na indukci vnější a vnitřní drahou 

(obr. 2.5). Obě dráhy vedou k aktivaci proteáz a nukleáz, které štěpí vnitřní struktury 

buňky. Nejvýznamnější proteázy účastnící se apoptózy jsou kaspázy. Vnější dráha je 

aktivována receptory smrti, např. buňkami imunitního systému po rozeznání virové nákazy 

(T-lymfocyty nesoucí Fas lignad) (Ashkenazi and Dixit, 1998). Vnitřní dráha je řízena 

mitochondriemi a proteiny z rodiny Bcl-2 (B-cell lymphoma 2), jejichž aktivita a poměr 

mezi jejich pro-apoptotickými a anti-apoptotickými členy rozhoduje o osudu buňky 

(Czabotar et al., 2014). 

 

2.5.1.1 Kaspázy 

 Kaspázy jsou hlavní efektorové molekuly apoptózy. Název kaspázy pochází 

z anglického „caspase“, neboli Cystein dependent ASPArtate directed proteaSE. Jak název 

napovídá, jedná se o endoproteázy, které štěpí substrát za aspartátem a ve svém aktivním 
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místě obsahují cystein. Kaspázy lze rozdělit na zánětlivé a apoptotické. Apoptotické 

kaspázy lze dále dělit na iniciační a exekuční (efektorové). Mezi zánětlivé kaspázy patří 

kaspáza-1, -4, -5, -11 a kaspáza-12. Mezi iniciační kaspázy patří kaspáza-2, -8, -9 

a kaspáza-10, mezi exekuční se řadí kaspáza-3, -6 a -7 (McIlwain et al., 2013). 

 Kaspázy jsou v buňce přítomny neustále v neaktivní podobě zymogenu. Iniciační 

kaspázy se vyskytují v podobě monomeru, exekuční kaspázy v podobě dimeru. K aktivaci 

iniciačních kaspáz je třeba jejich štěpení a dimerizace, k čemuž jsou využity mnohé 

adaptorové proteiny a kaspázy samotné. Interakce iniciačních kaspáz s adaptorovými 

proteiny je zajištěna pomocí N-koncové terminální domény. Jedná se o domény CARD 

(caspase recruitment domain) a DED (death effector domain). Efektorové kaspázy jsou 

aktivovány štěpením kaspázami iniciačními (Thornberry and Lazebnik, 1998; McIlwain et 

al., 2013). 

 Aktivované exekuční kaspázy štěpí substráty jako jsou proteiny cytoskeletu 

a proteiny ovlivňující cytoskelet, proteiny Bcl-2 rodiny, proteiny účastnící se opravy DNA, 

sestřihu RNA, DNA replikace a protein iCAD (inhibitor of caspase activated 

deoxyribonuclease) (Thornberry and Lazebnik, 1998). Důsledkem působení kaspáz 

dochází ke kondenzaci struktur cytoplasmy a jádra. 

 

2.5.1.2 Vnější dráha indukce apoptózy 

 Aktivace vnější apoptotické dráhy probíhá pomocí receptorů nazývaných receptory 

smrti. Příkladem těchto receptorů jsou Fas, TNFR1 (tumor necrosis factor receptor 1), 

TRAILR1 (TNF related apoptosis inducing ligand receptor 1) a jejich ligandy FasL (Fas 

ligand), TNF-α (tumor necrosis factor α), respektive TRAIL (TNF related apoptosis 

inducing ligand). Receptory smrti jsou typické přítomností intracelulární domény zvané 

doména smrti (DD, death domain), která po aktivaci receptoru zprostředkovává signál 

k aktivaci kaspáz a indukci buněčné smrti (Ashkenazi and Dixit, 1998). Aktivace vnější 

dráhy indukce apoptózy začíná navázáním ligandu na příslušný receptor.  

 Podle zůčastněných adaptorových molekul rozlišujeme dva různé způsoby, jakým 

receptory smrti způsobují aktivaci kaspáz (Lavrik et al., 2005). V prvním případě dochází 

na cytosolické části receptoru smrti k formaci tzv. DISC komplexu (death inducing 

signaling complex). Po aktivaci Fas a TRAIL receptorů dochází k asociaci DD receptoru 

s DD adaptorového proteinu FADD (Fas associated death domain). Protein FADD stejně 

jako kaspázy-8 a -10 obsahuje doménu DED, která u kaspázy-8 či -10 slouží právě 
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k navázání na DED proteinu FADD. Komplex receptoru smrti, proteinu FADD 

a kaspázy-8 nebo -10 se nazývá DISC. K aktivaci kaspázy-8 nebo -10 na komlexu DISC 

dochází autokatalyticky v důsledku vysoké lokální koncentrace kaspázy-8 nebo -10 

(Ashkenazi and Dixit, 1998, Lavrik et al., 2005). Aktivace kaspázy-8 může být inhibována 

proteinem c-FLIP (cellular FLICE inhibitory protein), který má také DED doménu a navíc 

vykazuje vyšší afinitu k DISC komplexu než kaspáza-8. Aby byla umožněna aktivace 

kaspázy-8, je v buňce nutná přítomnost nižší hladiny c-FLIP oproti hladině kaspázy-8 

(Lavrik et al., 2007). 

 Druhý případ zahrnuje asociaci receptoru smrti TNFR1 s adaptorovým proteinem 

TRADD (TNFR associated death domain). Protein TRADD může interagovat s dalšími 

signálními proteiny, jako jsou TRAF2 (TNF receptor associated protein 2), RIP1 (receptor 

associated protein kinase 1) a cIAP1 a cIAP2 (cellular inhibitor of apoptosis protein 1 and 

2). Kanonická signalizace prostřednictvím TNFR1 zahrnuje rychlou formaci receptoru 

TNFR1, proteinu TRADD, kinázy RIP1, proteinu TRAF2 a proteinu cIAP1 za vzniku 

komplexu označovaného jako komplex I, který posléze aktivuje signální dráhy podporující 

přežití buněk cestou aktivace NF-κB (nuclear factor kappa B) (Micheau and Tschopp, 

2003). 

 Za určitých situací, například po deubiquitinaci RIP1 pomocí CYLD 

deubiquitinázy, dochází ke vzniku sekundárního komplexu, který funguje jako sekundární 

DISC. Kináza RIP1 je po ubikvitinilaci disociována z receptoru TNFR1 a pomocí její DD 

dochází k interakci s proteinem FADD. Díky tomu dochází k asociaci sekundárního DISC 

s kaspázou-8 a může dojít k autoproteolytickému štěpení a k aktivaci kaspázy-8 (Wang et 

al., 2008). K substrátům kaspázy-8 patří mimo jiné právě i RIP1. Štěpením RIP1 dochází 

k blokování dráhy vedoucí od TNFR1 receptoru k aktivaci NF-κB (Lin et al., 1999). 

 Aktivovaná kaspáza-8 může následně přímo štěpením aktivovat exekuční 

kaspázu-3, kaspázu-6, případně kaspázu-7 (McIlwain et al., 2013; Czabotar et al., 2014) 

nebo aktivovat vnitřní dráhu apoptózy štěpením proteinu Bid (BH3 interacting domain 

death agonist) na zkrácenou formu tBid (truncated Bid). Protein tBid následně aktivuje 

pro-apoptotické proteiny Bax nebo Bak a vyvolává tak vznik póru v mitochondriální 

membráně, uvolnění mitochondriálních pro-apoptotických proteinů a cytochromu c 

(McIlwain et al., 2013; Czabotar et al., 2014). 
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2.5.1.3 Vnitřní dráha indukce apoptózy 

 Vnitřní dráha indukce apoptózy je také často nazývána mitochondriální drahou, 

jelikož mitochondrie hrají společně s proteiny Bcl-2 důležitou roli v iniciaci apoptózy. 

Vnitřní dráha reaguje na stresové podmínky, které poškozují struktury buňky. Takové 

stimuly jsou např. absence faktorů pro přežití, virová infekce, poškození DNA (v důsledku 

UV záření, ionuzujícího záření), přítomnost kyslíkových radikálů aj. (Kerr et al., 1972; 

Elmore 2007). 

 Stěžejní roli v indukci vnitřní dráhy apoptózy mají proteiny rodiny Bcl-2, dělící se 

na pro-apoptotické (Bak, Bax, Bok), anti-apoptotické (A1, Bcl-B, Bcl-W, Bcl-XL, Bcl-2, 

Mcl-1) a BH3-only proteiny (Bad, Bid, Bik, Bim, Bmf, Hrk, Noxa, Puma). 

Anti-apoptotické Bcl-2 proteiny brání funkci pro-apoptotických proteinů Bax a Bak ve 

vytváření póru v mitochondriální membráně (Czabotar et al., 2014), následkem čehož 

nedochází k vyplavení cytochromu c a pro-apoptotických proteinů jako jsou AIF 

(apoptosis inducing factor), endonukleáza G, Omi/HrtA2 (Omi/high temperature 

requirement protein A2), Smac/DIABLO (second mitochondria-derived activator of 

caspases/ direct IAP binding protein with low pI) (Uren et al., 2005). Cytochrom c, 

společně s adaptorovým proteinem Apaf-1, ATP a kaspázou-9 tvoří v cytoplasmě strukturu 

zvanou apoptozom, jehož úlohou je aktivace kaspázy-9 a následně aktivace efektorových 

kaspáz -3, -6 a -7 (Chinnaiyan, 1999). Úlohou BH3-only proteinů je zprostředkování 

signálů v reakci na cytotoxické stresy. Jejich aktivita je ovlivněna transkripčně nebo 

post-transkripčně. Fungují jako přímé aktivátory proteinů Bak a Bax, nebo neutralizují 

funkci anti-apoptotických Bcl-2 proteinů. Aktivace vnitřní dráhy apoptózy tak zavisí na 

množství proteinů rodiny Bcl-2 a poměru mezi všemi třemi členy rodiny Bcl-2 (Czabotar 

et al., 2014). 

 Jednou z možností, jak aktivovat vnitřní dráhu apoptózy, je aktivita transkripčního 

faktoru p53. Dle závažnosti poškození DNA protein p53 buď zprostředkuje zastavení 

buněčného cyklu, nebo spuštění apoptózy. Jedním z mechanismů, kterým protein p53 

umožňuje spustit apoptózu, je aktivace transkripce některých Bcl 2 proteinů, jako jsou 

Bax, Bid, Noxa, Puma. Zvýšená exprese proteinu p53 také souvisí s přítomností většího 

množství receptorů DR5 (death receptor 5) a Fas receptoru na povrchu buněk, které vedou 

k aktivaci kaspázy-8 a aktivaci vnitřní dráhy pomocí tBid. Kromě těchto proteinů ovlivňuje 

protein p53 také transkripci adaptorového proteinu Apaf 1 (aktivace kaspázy-9) a PIDD 

(aktivace kaspázy-2). Protein p53 se kromě vazby na DNA může vázat i přímo na jiné 
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proteiny. Může tak například vázat anti apoptotické proteiny Bcl XL (B cell lymphoma 

extra large) či Bcl 2 a bránit tak jejich vazbě na pro apoptotické proteiny Bcl 2 rodiny. Tím 

je umožněn vznik póru v mitochondriální membráně a únik molekul vedoucí k buněčné 

smrti (Amaral et al., 2010). 

 

 

Obrázek 2.5: Schéma vnější a vnitřní dráhy apoptózy (převzato a upraveno z McIlwain et al., 

2013). APAF1 = apoptotic protease activating factor 1; BID = BH3 interacting domain death 

agonist; tBID = truncated BID; FADD = Fas associated protein with death domain; ROS = 

reactive oxygen species 

  

2.5.2 Nekróza 

 Nekróza je typem buněčné smrti, která je často srovnávána s apoptózou (kapitola 

2.5.1). Na rozdíl od apoptózy není změna morfologie jádra spojena s organizovanou 

kondenzací chromatinu a tvorbou pravidelných fragmentů DNA. Buňky podléhající 

nekróze jsou rozloženy rychle a neorganizovaně a buněčný obsah je zcela vylit do 

okolního prostoru. Uvnitř buněk dochází k rychlému neuspořádanému rozkládání 

komponent cytoplasmy a jádra (Proskuryakov et al., 2003; Edinger and Thompson, 2004). 

Probíhající nekróza je typická přítomností oxidativního stresu, vakuolizací cytoplasmy, 

rozrušením integrity plasmatické membrány a vypouštěním buněčného obsahu do okolí 
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buňky. Buněčný obsah v okolí buňky vede k aktivaci zánětlivé odpovědi tkání 

(Proskuryakov et al., 2003; Edinger and Thompson, 2004). Mezi induktory nekrózy patří 

např. deplece ATP, diabetes, fyzické poškození, infekce, ischemie, působení toxinů, ale 

také aktivita imunitního systému (Proskuryakov et al., 2003). Nekróza byla v minulosti 

vždy považována za zcela náhodnou a přísně neorganizovanou buněčnou smrt. Toto 

paradigma se však v posledních několika letech zcela změnilo. V roce 2005 se poprvé 

povedlo inhibovat rozvoj nekrotické buněčné smrti po ischemii mozku za pomoci 

inhibitoru nekrostatinu-1 (Degterev et al., 2005). Jelikož možnost inhibice naznačuje 

organizovanost, byla poprvé diskutována existence signální dráhy vedoucí k nekróze. 

Programovaná buněčná smrt se znaky nekrózy byla označena termínem nekroptóza 

(Degterev et al., 2005).  

 

2.5.3 Autofagie 

 Autofagie (makroautofagie) je evolučně velmi starý mechanismus, kterým dochází 

k degradaci složek cytoplasmy (glykogen, proteiny, lipidy, nukleotidy aj.) a organel za 

pomoci lysozomu. Za běžných podmínek je aktivita autofagie minimální, ovšem stimuly 

jako limitace živin, hypoxie, poškození DNA a organel, vysoká denzita buněk či změna 

teploty mohou vést ke značnému nárůstu její aktivity (Levine and Kroemer, 2008). 

Hyperaktivace této dráhy může vést k buněčné smrti (Tsujimoto and Shimizu, 2005). 

Autofagie je také proces, který je spojen s diferenciací a vývojem (Mizushima and Levine, 

2010). Pro autofagii je typická tvorba váčků obalených dvojitou membránou, které směřují 

svůj obsah k rozkladu do lysozomu, tzv. autofagozomy. Formování těchto váčků mají na 

starosti proteiny Atg (autophagy related), které byly poprvé objeveny a popsány 

u kvasinek, ovšem jsou vysoce konzervovány napříč eukaryoty (Mizushima et al., 2011). 

Iniciace autofagie je regulovaná komplexy Atg1/ULK (unc 51 like kinase) a PI3K 

(fosfatidylinositol 3 kinase) kinázou třídy III – Vps34 (vesicular protein sorting 34).  

 Autofagie probíhá v pěti základních krocích – formování fagoforu (izolované 

membrány), elongace fagoforu, zrání autofagozomu, fúze autofagozomu s lysozomem 

a rozklad pomocí lysozomálních proteinů (Ryter et al., 2014). Pro vznik autofagozomů je 

nutná aktivní Atg1/ULK kináza. Ta ke své aktivní podobě potřebuje být v interakci 

s regulačním proteinem Atg13. Ve chvíli, kdy se v okolí buňky nachází dostatečné 

množství živin, je protein Atg13 udržován ve fosforylované podobě pomocí kinázy mTOR 

(mammalian target of rapamycin), čímž je velmi snížena afinita Atg13 k Atg1/ULK. 
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Komplex Atg1/ULK běžně nevykazuje kinázovou aktivitu. Ovšem za podmínek 

nedostatku živin pro buňku, je činnost mTOR kinázy inhibována, Atg13 je defosforylován 

a může interagovat s Atg1/ULK. Tím dojde k aktivaci kinázové aktivity Atg1/ULK (Díaz-

Troya et al., 2008). Úlohou Atg1 je především stimulace proteinu Atg9, který je esenciální 

pro rozšiřování fagoforu (Papinski et al., 2014). 

 Rozšiřování fagoforu a formování autofagozomu mají na starosti dva ubiquitin like 

konjugační systémy – Atg12-Atg5 a Atg8/LC3-PE (microtubule-associated protein 1A/1B-

light chain 3 - fosftatidyl ethanolamin). Protein Atg 12 je aktivován proteinem Atg7 

(E1enzym), přenesen na protein Atg10 (E2 enzym), konjugován s proteinem Atg5 

a\následně se formuje komplex Atg12-Atg5-Atg16 (E3 enzym). Tento komplex je 

přítomen na membráně po celou dobu, kdy dochází k formování autofagozomu, ale po 

skončení procesu se od membrány odpojuje. Je upravován proteázou Atg4 a Atg7 

(E1 enzym) a přenesen na protein Atg3 (E2 enzym). Následně je komplex Atg8/LC3 

spojen s PE na membráně. Vzniklý komplex Atg8/LC3-PE je součástí izolační membrány 

i autofagozomu. Po štěpení proteázou Atg4 vzniká komplex LC3-I, který je cytosolický, 

po spojení s PE se označuje jako LC3-II a je pevně vázán v membráně autofagozomu. 

Konjugační systémy slouží k vázání membrány vznikajícího autofagozomu. Po uzavření je 

autofagozom směrován k fúzi s lysozomem, kde dochází k degradaci obsahu těchto váčků 

(Mizushima et al., 2011; Reggiori et al., 2012). Výběr specifických substrátů pro degradaci 

autofagií je zajištěn proteinem p62, který rozpoznává ubikvitinované substráty a následně 

se váže přímo na Atg8/LC3 a stává se tak součástí autofagozomu (Reggiori et al., 2012). 

 Kromě těchto byly dodnes definovány další typy buněčných smrtí – anoikis (Frisch 

and Francis, 1994), entóza (Overholtzer et al., 2007), ferroptóza (Dixon et al., 2012), 

kornifikace (Eckhart et al., 2013), mitotická katastrofa (Castedo et al., 2004), netóza 

(Remijsen et al., 2011), parthanatos (Fatokun et al., 2014) a pyroptóza (Bergsbaken et al., 

2009). 

 

2.6 Nadbytek železa, buněčné poškození a buněčná smrt 

 Jedním z důsledků působnení nadbytku železa je oxidativní poškození buněčných 

membrán a poškození mitochondrií. Oxidativní poškození mitochondrií při nadbytku 

železa má za následek defekty v mitochondriálním elektron transportním řetězci, 

v důsledku čehož lze pozorovat nižší spotřeby kyslíku a nižší tvorbu ATP (Bacon et al., 

1985; Bacon et al., 1993; Almeida et al., 2006; Gao et al., 2009a). U in vivo modelu 
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přetížení železem byla nalezena snížená aktivita cytochrom c oxidázy (Bacon et al., 1993). 

Při nadbytku železa dochází k vytvoření neselektivního MPT (mitochondrial permeability 

transition) póru v mitochondriální membráně (Rauen et al., 2004). Membrána je navíc 

z důvodu peroxidace náchylnější k rozrušení, které společně s otevřením MPT může vést 

k uvolnění cytochromu c z mezimembránového prostoru (Halestrap and Pasdois, 2009). 

Nemůže tak nadále přenášet elektron k cytochrom c oxidáze. Cytochrom c uvolněný do 

cytoplasmy má navíc za následek spuštění procesů vedoucích k apoptóze či nekróze 

(kapitola 2.5). Ať už apoptóza, tak nekróza byly u buněk ovlivněných nadbytkem železa 

mnohokrát pozorovány jak na úrovni morfologie (Rauen et al., 2004; Masuda et al., 2014;  

Zheng et al., 2015), tak v případě apoptózy i prostřednicvím aktivace kaspáz (Miwa et al., 

2011; Wang et al., 2011;  Taoka et al., 2012; Yang et al., 2013; Gu et al., 2014; Chen et 

al., 2014; Li et al., 2015; You et al., 2015). 

 Peroxidace lipidů nadbytkem železa kromě poškozování biomembrán produkuje 

mimo jiné i toxické reaktivní aldehydy – malondialdehyd (MDA) a 4-hydroxy-2-nonenal 

(HNE), které následně in vivo tvoří adukty s DNA (Sodum and Chung, 1988), a proteiny 

(Houglum et al., 1990). Tyto modifikace DNA a proteinů mohou přispívat k rozvoji 

malignit a fibrózním změnám (Bartsch and Nair, 2004), které jsou pozorovány při 

nadbytku železa např. u jater (Batts, 2007), sleziny (Khan et al., 1999) či srdce (Oudit et 

al., 2006; Das et al., 2015). Při působení nadbytku železa in vivo se tyto adukty váží na 

proteiny mikrozomální frakce v jaterních buňkách, což může být další z příčin poškození 

buněk a tkání během nadbytku železa (Valerio and Petersen, 1998). Kromě toho byly 

pozorovány i další změny DNA. Konkrétně se u pacientů s nealkoholovou steatózou jater 

jednalo o modifikaci guaninu na 7,8-dihydro-8-oxo-2' deoxyguanosin (8-exodG). Výskyt 

této modifikace byl signifikantně spojen s nadbytkem železa. Redukce hladiny železa by 

tak u těchto pacientů mohla snížit pradvděpodobnost rozvoje hepatocelulárního karcinomu 

(Fujita et al., 2009). Modifikace guaninu na 8-exodG způsobuje transverzi GC na TA, 

která vede k rozvoji nádorových onemocnění a jiných patologií (Cheng et al., 1992).  

 Kromě jaderné DNA dochází během oxidativního stresu ve větší míře i ke 

značnému poškození mitochondriální DNA (Yakes and Houten, 1997). Během nadbytku 

železa dochází ke kumulativnímu poškození, kdy stejně jako u jaderné DNA dochází ke 

vzniku 8-exodG modifikacím a navíc s časem dochází k fragmentaci. Tato poškození 

značně snižují spotřebu kyslíku a tvorbu ATP, jelikož kvůli poškození DNA dochází ke 
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snížení hladiny komponent elektron transportního řetězce (Almeida et al., 2006; Gao et al., 

2009a). 

 Navíc se ukazuje, že peroxidace lipidů a přítomnost MDA a HNE při nadbytku 

železa hraje roli při expresi TGF-β1 (transforming growth factor beta) a přispívá k rozvoji 

fibrózy v játrech (Houglum et al., 1997; Branton and Kopp, 1999). Stejně tak byl 

pozorován rozvoj fibrózy při zvyšujícím se množství železa u kardiomyocytů a tím spojené 

kardiomyopatie (Oudit et al., 2006). Tvorba kolagenu v důsledku působení nadbytku 

železa u jater či srdce byla pozorována i v případě jiných studií (Weintraub et al., 1988; 

Gardi et al., 2002; Wang et al., 2011; Das et al., 2015) 

 Dále mohou být oxidativně porušeny membrány lysozomů (Mak and Weglicki, 

1985). Ty následně ztrácí pevnost a může docházet k vypouštění lysozomálních enzymů do 

cytoplasmy. Na základě rozsahu poškození může docházet až k apoptóze (Lunova et al., 

2014) a nekróze (Stål et al., 1990). Vypuštění lysozomálních enzymů může spouštět 

buněčnou smrt přes působení na mitochondrie, uvolnění cytochromu c a aktivaci vnitřní 

dráhy apoptózy (Zhao et al., 2003). 

 Peroxidace membrán způsobuje také snížení funkce endoplasmatického retikula 

(ER). Konkrétně byly během nadbytku železa v buňce pozorovány snížené aktivity 

enzymů ER (zhoršená funkce p450, aminopyrin demethylázy, glukóza-6-fosfatázy) 

a snížená schopnost zadržovat vápenaté ionty (Valerio and Petersen, 1998). V rámci 

několika studií bylo také pozorováno, že při nadbytku železa se v buňkách objevují 

známky stresu ER (Tan et al., 2013; Park et al., 2014). Stres ER byl pozorován u jater 

a srdcí potkanů s vyvolaným akutním i chronickým nadbytkem železa, kdy během 

hromadění železa v tkáních potkanů docházelo k vyšší aktivitě chaperonu BiP a aktivaci 

kaspáz (Lou et al., 2009).  

 Dalším příkladem mechanismu indukce apoptózy v důsledku stresu ER je již dříve 

zmiňovaná aktivace JNK kinázy (kapitola 2.4.2.3), která vede k aktivaci pro-apoptotických 

BH3-only proteinů. Ty následně umožní proteinům Bak a Bax vytvořit pór 

v mitochondriální membráně a spustit tak vnitřní dráhu apoptózy. JNK kináza dále 

fosforyluje anti-apoptotické proteiny Bcl-2 a Bcl-XL, čímž přeruší jejich anti-apoptotickou 

funkci (Dhanasekaran and Reddy, 2008; Logue et al., 2013). Dalším mechanismem 

indukce apoptózy v důsledku stresu ER je aktivace transkripčního faktoru CHOP, který je 

transkribován při delším trvání signalizací všech tří drah. CHOP je transkripční faktor 

obsahující bZIP doménu a jeho funkce v aktivaci apoptózy spočívá v pozitivní regulaci 
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exprese BH3-only proteinů (Bim, Puma) a zároveň negativně reguluje expresi anti-

apoptotického proteinů Bcl-2 (Teske et al., 2013). Kromě CHOP transkripčního faktoru 

může být apoptóza během stresu ER spuštěna pomocí kaspázy-12. Při dostatečném stimulu 

dochází během stresu ER k expresi kaspázy-12 a zároveň dochází k translokaci kaspázy-7 

z cytosolu na povrch ER. Kaspáza 7 na povrchu ER následně štěpí kaspázu-12, čímž 

dochází k její aktivaci vedoucí k indukci apoptózy pomocí interakce s kaspázou-9 (Rao et 

al., 2004).  

 Stres ER se také ukázal být jedním z mechanismů, kterým dochází k pozitivní 

regulaci exprese hepcidinu. In vitro i in vivo bylo pozorováno, že stres ER indukuje expresi 

hepcidinu pomocí stresem ER aktivovaného transkripčního faktoru CREBH (cyclic AMP 

response element-binding protein H). CREBH se váže na hepcidinový promotor a aktivuje 

jeho expresi (Oliveira et al., 2009; Vecchi et al., 2009). 
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3 MATERIÁL A METODY 

3.1 Chemikálie 

2-merkaptoethanol (GIBCO, Carlsbad, USA); 

30% akrylamid/bis-akrylamid (Sigma-Aldrich, St. Luis, USA); 

35% kyselina chlorovodíková – HCl (Penta, Praha, Česká republika); 

APS (AppliChem, Darmstadt, Německo); 

bromfenolová modř (Sigma-Aldrich, St. Luis, USA); 

citrát sodný (Sigma-Aldrich, St. Luis, USA); 

CO2 (Air Liquide CZ, s.r.o., Praha, ČR); 

DTT (Serva, Heidelberg, Německo); 

EDTA (Sigma-Aldrich, St. Luis, USA); 

ethanol 96% (Dr. Kulich, Pharma s.r.o., Hradec Králové, ČR); 

FeCl3 ∙ 6H2O (Sigma-Aldrich, St. Luis, USA); 

fatální bovinní sérum – FBS (Sigma-Aldrich, St. Luis, USA); 

glycerol (Sigma-Aldrich, St. Luis, USA); 

glycin (Serva, Heidelberg, Německo); 

H2O pro tkáňové kultury; 

HEPES (Sigma-Aldrich, St. Luis, USA); 

inhibitor fosfatáz PhosSTOP (Roche, Basilej, Švýcarsko); 

inhibitor proteáz c0mplete ULTRA mini (Roche, Basilej, Švýcarsko); 

KCl (Lachema, Brno, ČR); 

KH2PO4 (Lachema, Brno, ČR); 

kyselina listová (Sigma-Aldrich, St. Luis, USA); 

kyselina octová (Penta, Praha, Česká republika); 

L-glutamin (Biochrom Ltd., Cambridge, UK); 

methanol 100% (Penta, Praha, Česká republika); 

Na2HPO4 ∙ 12 H2O (Sigma-Aldrich, St. Luis, USA); 

NaCl (Lachema, Brno, Česká republika);  

NaHCO3 7,5 % (Sigma-Aldrich, St. Luis, USA); 

NaOH (Lachner, Neratovice, ČR); 

penicilin (Sigma-Aldrich, St. Luis, USA); 

ponceau S (Sigma-aldrich, St. Louis, USA); 
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propidium jodid (PI) (Sigma-aldrich, St. Louis, USA); 

pyruvát sodný (Sigma-Aldrich, St. Luis, USA); 

RIPA (Sigma-Aldrich, St. Luis, USA); 

RNáza (Sigma-aldrich, St. Louis, USA); 

RPMI-1640 (10×) (Sigma-Aldrich, St. Luis, USA); 

SDS (Sigma-Aldrich, St. Luis, USA); 

standard molekulových hmotností Kaleidoscope (Bio-Rad, Hercules, USA); 

streptomycin (Sigma-Aldrich, St. Luis, USA); 

TEMED (Carl Roth, Karlsruhe, Německo); 

TGS (Serva, Heidelberg, Nemecko); 

tris (Carl Roth, Karlsruhe, Německo); 

trypanová modř 0,4% (Sigma-Aldrich, St. Luis, USA); 

trypsin (Sigma-Aldrich, St. Luis, USA); 

tween-20 (Serva, Heidelberg, Nemecko) 

 

3.2 Materiál 

1,5 ml a 2 ml sterilní mikrozkumavka (Corning Inc., New York, USA); 

20 ml injekční stříkačka (B. Braun, Hessen, Německo); 

96-jamková mikrotitrační destička (Brand, Wertheim, Německo); 

96-jamková mikrotitrační destička (Orange Scientific, Braine-I´Alleud, Belgie); 

aparatura pro western blot Mini Trans-blot
®
 Cell (Bio-Rad, Hercules, USA); 

Bürkerova komůrka (Glaswarenfabrik Karl Hecht, Sondheim v. d. Rhön, Německo); 

centrifugační zkumavka 15 ml a 50 ml (Jet Bio-Filtration Co.; Guangzhou; Čína);  

filtr s póry 0,20 µm (Corning Inc., New York, USA);  

filtrační papír pro western blot Chromatography paper 3 MM (GE Healthcare, UK); 

kádinka 250 ml (Fisher Scientific, Waltham, USA); 

nitrocelulózová membrána pro western blot Protran 0,2 µm (GE Healthcare, UK); Petriho 

miska 60 mm a 100 mm (Orange Scientific, Braine-I´Alleud, Belgie);  

plastová pipeta (Orange Scientific, Braine-I´Alleud, Belgie); 

skleněná pipeta (Brand, Wertheim, Německo); 

systém pro přípravu gelů a elektroforézu Mini-PROTEAN® Tetra Handcast System (Bio 

Rad, Hercules, USA); 

zkumavka pro FACS (Becton Dickinson Labware, New Jersey, USA) 
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3.3 Přístrojové vybavení 

centrifuga Eppendorf Centrifuge 5702 s rotorem A-4-38 (Eppendorf, Hamburk, Něměcko);  

CO2 inkubátor (Nuaire, Plymouth, USA);  

destilační kolona (GFL, Burgwedel, Německo);  

chlazená centrifuga Jouan BR4i s rotorem S40 či rotorem AB 1.14 (Jouan, Saint-Herblain, 

Francie);  

kamera Gel Logic Imaging System 4000 Pro (Carestream, Rochester, USA);  

laminární box Microbiological safety cabinet (MSC) Holten Jouan S 2010 (Jouan, Saint-

Herblain, Francie);  

manuální mikropipety – biohit, eppendorf (Biohit, Göttingen, Německo; Eppendorf, 

Hamburk, Něměcko) 

minitřepačka MS2 Minishaker (IKA, Staufen, Německo); 

mrazicí box -86 °C Sanyo (Panasonic, Illinois, USA); 

inverzní mikroskop LEICA DMIL (LEICA, Wetzlar, Německo);  

pH metr InoLab s elektrodou 8102BNUWP (Thermo Scientific, Massachusetts, USA); 

pipetovací nástavec accu-jet pro (Brand, Wertheim, Německo); 

průtokový cytometr (FACS) Calibur (BD Biosciences, Heidelberg, Německo); 

překlápěcí třepačka MR-1 (BIOSAN, Riga, Lotyšsko); 

spektrofotometr (Sunrise Tecan, Männedorf, Švýcarsko),  

stolní mikrocentifuga Combi-spin (Biosan, Riga, Litva);  

suchý termoblok MD–02 (Major Science, Saratoga, USA);  

vodní lázeň (Memmert GmbH, Schwabach, Německo);  

zdroj elektrického proudu PowerPaC HC High-Current Power Supply (Bio-Rad, Hercules, 

USA) 

 

3.4 Komerční sady 

sada pro detekci chemiluminiscence: SuperSignal
®
 West Pico Chemiluminiscence Kit 

(Thermo Scientific, Massachusetts, USA); 

sada pro měření koncentrace proteinů: Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, 

Massachusetts, USA) 
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3.5 Software 

Carestream (verze 5.2) (Carestream, Rochester, USA);  

FlowJo (verze 10) (FlowJo, LLC., Ashland, USA); 

Microsoft Excel (verze 2003) (Microsoft; Washington, USA);  

XRead Plus (verze V 4.20) (Sunrise Tecan, Männedorf, Švýcarsko) 

 

3.6 Roztoky a média 

 0,5 M tris-HCl pH 6,8: Pro přípravu 150 ml roztoku jsme rozpustili 9,0855 g tris 

v cca 120 ml dH2O a pomocí HCl 35 % jsme upravili pH na hodnotu 6,8. Roztok jsme 

doplnili do celkového objemu 150 ml dH2O a ověřili pH. Roztok jsme skladovali při 4 °C. 

 

 1,5 M tris-HCl pH 8,8: Pro přípravu 200 ml roztoku jsme rozpustili 36,34 g tris 

v cca 180 ml dH2O a pomocí HCl 35 % jsme upravili pH na hodnotu 8,8. Roztok jsme 

doplnili do celkového objemu 200 ml dH2O a ověřili pH. Roztok jsme skladovali při 4 °C. 

 

 1% roztok BSA: 1% roztok BSA jsme získali ředěním 5% roztoku BSA v roztoku 

TBS v poměru 1:4. Roztok jsme krátkodobě uchovávali při 4° C. 

 

 5% roztok BSA: Rozpustili jsme 2 g BSA ve 40 ml roztoku TBS. Roztok jsme 

krátkodobě uchovávali při 4° C. 

 

 10% roztok persíranu amonného (APS – amonium persulfate): K přípravě 10% 

APS jsme rozpustili 1 g APS v 10 ml dH2O. Alikvóty roztoku jsme skladovali při -20 °C. 

 

 10% roztok SDS: K přípravě 10% SDS jsme rozpustili 1 g SDS v 10 ml dH2O. 

Roztok jsme skladovali při pokojové teplotě. 

 

 70% roztok ethanolu: Roztok jsme připravili smícháním 29,2 ml 96% ethanolu 

a 10,8 ml dH2O. Roztok jsme skladovali při 4 °C. 

 

 Fosfátový pufr (PBS – phosphate buffered saline): Pro přípravu 1 litru PBS jsme 

rozpustili 8 g NaCl; 0,2 g KCl; 2,89 g NaHPO4 ∙ 12 H2O a 0,2 g KH2PO4 v dH2O pro 
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tkáňové kultury do celkového objemu 1 litr. Připravený roztok jsme sterilizovali pomocí 

autoklávu a skladovali při pokojové teplotě. 

 

 Kultivační médium: Pro rutinní kultivaci buněčných linií jsme používali kultivační 

médium připravené smícháním základního média s tepelně inaktivovaným fetálním 

bovinním sérem (FBS) v poměru 9:1. Médium jsme krátkodobě skladovali při 4 °C. 

 

 Kultivační médium bez 2-merkaptoethanolu: Pro přípravu 100 ml média jsme 

smíchali 90 ml základního média bez přidaného 2-merkaptoethanolu a 10 ml FBS. 

Médium jsme skladovali při teplotě 4 °C. 

 

 Kultivační médium bez 2-merkaptoethanolu s 15 mM nadbytkem citrátu železitého: 

Pro přípravu 100 ml média jsme smíchali 82,5 ml základního média bez přidaného 

2-merkaptoethanolu, 10 ml FBS a 7,5 ml 200 mM citrátu železitého. Médium jsme 

připravovali vždy čerstvé. 

 

 Kultivační médium s 50 µM nadbytkem citrátu železitého: Pro přípravu média jsme 

do 400 ml kultivačního média (360 ml základního média, 40 ml FBS) přidali 100 µl 200 

mM roztoku citrátu železitého. Médium jsme krátkodobě skladovali při teplotě 4 °C. 

 

 Kultivační médium se 100 µM nadbytkem citrátu železitého: Pro přípravu média 

jsme do 400 ml kultivačního média (360 ml základního média, 40 ml FBS) přidali 200 µl 

200 mM roztoku citrátu železitého. Médium jsme krátkodobě skladovali při teplotě 4 °C. 

 

 Lyzační pufr: V 17 ml RIPA pufru jsme rozpustili 2 tablety inhibitorů fosfatáz 

PhosSTOP a 2 tablety inhibitorů proteáz c0mplete ULTRA mini. Alikvóty roztoku jsme 

skladovali při -20 °C. 

 

 PI master mix: Smíchali jsme 40µl roztoku PI (1 mg/ ml), 10 µl roztoku RNázy 

(10 mg/ ml) a 950 µl PBS. 

 

 Promývací roztok TBS-T: Rozpustili jsme 0,9 ml Tween-20 v 900 ml 1× TBS. 
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 Roztok citrátu železitého 200 mM: Pro přípravu 200mM zásobního roztoku citrátu 

železitého jsme odvážili 5400 mg FeCl3 ∙ 6H2O a 8820 mg citrátu sodného a přidali 

základní médium bez přidaného 2-merkaptoethanolu do celkového objemu 100 ml. Po 

úplném rozpuštění solí jsme roztok filtrovali ve sterilních podmínkách v laminárním boxu 

za použití 20 ml injekční stříkačky a filtru s póry o rozměru 0,20 µm. Zásobní roztoky 

citrátu železitého jsme uchovávali v 15 ml a 50 ml centrifugačních zkumavkách při teplotě 

4 °C. 

 

 Roztok Ponceau S: Rozpustili jsme 2 mg Ponceau S ve 100 ml předem 

připraveného roztoku 5% kyseliny octové v dH2O. 

 

 Roztok trypsinu s EDTA (0,2%): Pro přípravu 200 ml roztoku jsme rozpustili 

0,4 g trypsinu a 0,04 g EDTA ve 200 ml PBS. Při laboratorní teplotě jsme 1 M roztokem 

NaOH upravili pH trypsinu na hodnotu 7,4. Roztok jsme sterilizovali filtrací přes filtr 

s póry o velikosti 0,20 µm a skladovali při teplotě -20 °C. 

 

 TBS (tris-buffered saline) pufr (1×): Pro přípravu jednoho litru roztoku 1× TBS 

jsme smíchali 100 ml roztoku 10× TBS a 900 ml dH2O. Pomocí 35% HCl jsme upravili pH 

na hodnotu 7,5. Roztok jsme skladovali při 4° C. 

 

 TBS (tris-buffered saline) pufr (10×): Roztok jsme připravili rozpuštěním 12,14 g 

tris a 75,92 g NaCl v dH2O do celkového objemu 1l. Roztok jsme skladovali při 4° C. 

 

 Transferový pufr (1×): Roztok jsme připravili smícháním 100 ml 10× 

koncentrovaného transferového pufru, 200 ml methanolu a dH2O do celkového objemu 1l. 

Roztok jsme skladovali při 4° C. 

 

 Transferový pufr (10×): Pro přípravu 10× koncentrovaného roztoku jsme rozpustili 

144 g glycinu a 30 g trisu v dH2O do celkového objemu 1l. Roztok jsme skladovali při 

teplotě 4 °C. 
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 Tris-Glycin/SDS (TGS) elektroforetický pufr (1×): Roztok jsme připravili 

smícháním 100 ml TGS (Serva, Heidelberg, Německo) s 900 ml dH2O. Roztok jsme 

skladovali při 4 °C. 

 

 Vzorkový pufr (2×): Pro přípravu vzorkového pufru jsme smíchali 2 ml 1M DTT, 

0,8 ml glycerolu, 3,2 ml 10% SDS, 2 ml 0,5 M tris-HCl pH 6,8 a promíchali. Poté jsme 

přidali 4 mg bromfenolové modři a opět promíchali. Roztok jsme dlouhodobě skladovali 

při -20 °C, nebo krátkodobě při 4 °C. 

 

 Základní médium (500 ml): Základní médium jsme připravili smícháním chemikálií 

dle rozpisu v tabulce 3.1. Všechny složky byly před použitím promíchány a sterilně 

otevřeny. Médium jsme skladovali při 4°C po dobu max jednoho měsíce.  

 

 Základní médium bez přidaného 2-merkaptoethanolu: Základní médium připravené 

dle tabulky 3.1 bez přidaného 2-merkaptoethanolu. 

 

dH2O pro tkáňové kultury 411,5 ml 

RPMI-1640 (10×) 50,0 ml 

200 mM L-glutamin 10,0 ml 

100 mM Pyruvát sodný 5,0 ml 

2,3 mM Kyselina listová 0,5 ml 

Antibiotika (penicilin 6,3 mg/ml, streptomycin 10 mg/ml) 5,0 ml 

7,5% NaHCO3 13,0 ml 

1,5 M HEPES 5,0 ml 

5 mM 2-merkaptoethanol 0,5 ml 

 Tabulka 3.1: Rozpis chemikálií pro přípravu 500 ml základního média. 

 

3.7 Buněčné linie 

 Experimenty jsme prováděli na buněčných liniích, které reprezentují dva nejvíce 

poškozované typy tkání při nadbytku železa v organismu, tedy s buňkami HEP-G2 

reprezentujícími lidské jaterní tkáně a NES2Y reprezentujícími lidské pankreatické beta 

buňky. Obě buněčné linie jsou adherentní. 
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 HEP-G2 je buněčná linie odvozená z hepatocelulárního karcinomu 15 letého 

argentinského chlapce. Morfologicky odpovídá jaterním parenchymálním buňkám (Aden 

et al., 1979). Pravděpodobně se ovšem jedná o linii odvozenou z hepatoblastomu (López-

Terrada et al., 2009). Díky zachovalé syntéze jaterních proteinů se jedná o užitečnou 

buněčnou linii pro studium lidských hepatocytů (Bouma et al., 1989) a to včetně studia 

metabolismu železa (Popovic and Templeton, 2004). 

 Buněčná linie NES2Y je odvozená z buněk Largenhansových ostrůvků pacienta 

s perzistující hyperinzulinemickou hypoglykemií (MacFarlane et al., 1997). Tyto buňky 

konstitutivně exprimují inzulin bez odezvy na glukózu v důsledku špatné aktivity 

draselného kanálu (MacFarlane et al., 1997). Obnovení funkce draselného kanálu v těchto 

buňkách vede k obnovení správné funkce těchto buněk při odpovědi na glukózu 

(MacFarlane et al., 1999). Buňky jsou velmi snadno kultivovatelné. 

  

3.8 Rozmrazování a kultivace buněčných linií  

3.8.1 Rozmrazování buněčných linií 

 Buněčné linie byly dlouhodobě uchovávány v kultivačním médiu (viz kapitola 3.6) 

s přídavkem 10 % DMSO v tekutém dusíku při teplotě -196 °C. Zkumavky s buňkami jsme 

vyjmuli z tekutého dusíku a ihned rozmrazili ve vodní lázni při teplotě 37 °C tak, aby 

nedošlo ke kontaminaci buněk. Po rozmrazení jsme zkumavky dezinfikovali 70% 

ethanolem a sterilně otevřeli v laminárním boxu. Pro vyředění DMSO jsme obsah 

zkumavky (1 ml suspenze buněk) přenesli do 10 ml čerstvého kultivačního média 

připraveného v centrifugačních zkumavkách a promíchali. Sterilně uzavřené zkumavky se 

suspenzí buněk jsme centrifugovali při 2 500 rpm (959 × g) po dobu 4 minut. 

 Po centrifugaci a odstranění supernatantu jsme pelety obsahující živé buňky opatrně 

resuspendovali v 5 ml čerstvého kultivačního média a přenesli na popsané sterilní 60 mm 

Petriho misky. Petriho misku jsme vložili do CO2 inkubátoru (37 °C, vlhčená atmosféra 

s 5% CO2). Po 24 hodinách jsme vyměnili médium za nové. Buňky jsme poprvé pasážovali 

před dosažením bodu konfluence. 

 

3.8.2 Kultivace buněčných linií 

 Buněčné linie jsme kultivovali v inkubačním boxu při teplotě 37 °C, vysoké 

vzdušné vlhkosti a 5% hladině CO2. Buňky jsme kultivovali na Petriho miskách 

s průměrem 60 mm a 100 mm s 5 ml, respektive s 10 ml kultivačního média a před 
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dosažením bodu konfluence jsme každou buněčnou linii pasážovali ve sterilních 

podmínkách laminárního boxu. 

 Při pasážování jsme z Petriho misky odsáli médium, Petriho misku s buňkami jsme 

opláchli 0,5 ml sterilního roztoku trypsinu s EDTA, který jsme před použitím zahřáli ve 

vodní lázni na teplotu 37 °C. Přidali jsme opět 0,5 ml nového roztoku trypsinu s EDTA pro 

rozrušení mezibuněčných spojů a fokálních adhezí a Petriho misky jsme umístili na suchý 

zahřívací blok (37 °C). Po uvolnění buněk do roztoku (cca 3 – 5 minut), jsme buňky 

resuspendovali v čerstvém kultivačním médiu a část buněk převedli na novou Petriho 

misku s čerstvým kultivačním médiem. V závislosti na rychlosti růstu jednotlivých 

buněčných linií jsme buňky ředili v poměru 1:5, 1:10 až 1:20. V závislosti na rychlosti 

růstu buněk jsme tuto proceduru opakovali 1 – 2× týdně. V případě potřeby jsme po 2 – 3 

dnech kultivace buněk vyměnili kultivační médium za čerstvé. 

 

3.9 Příprava buněk pro experimenty 

3.9.1 Počítání buněk pomocí Bürkerovy komůrky 

 Bürkerovu komůrku jsme používali ke stanovení koncentrace buněk v suspenzi. 

Před použitím jsme komůrku řádně očistili 70% roztokem ethanolu. Experimenty jsme 

prováděli v 96-jamkových mikrotitračních destičkách. Z jamky na 96-jamkové destičce, 

jsme odstranili médium a přidali 50 µl roztoku trypsinu s EDTA. Destičku jsme vložili na 

suchý termoblok vyhřátý na 37 °C a nechali roztok trypsinu s EDTA působit, dokud se 

buňky zcela neuvolnily z podkladu. Následně jsme do jamky přidali 50 µl roztoku 

trypanové modři, řádně promíchali a nanesli do Bürkerovy komůrky. V definovaném počtu 

polí komůrky jsme počítali buňky, které nebyly zbarveny do modra, tedy buňky živé. 

 Při zakládání expretimentů jsme získaná data použili pro přepočet koncentrace 

buněk pro nasazení buněk na Petriho misky nebo do jamek 96-jamkové mikrotitrační 

destičky. Data získaná při „dose response“ experimentech a pro vytvoření růstových křivek 

jsme zpracovali v Programu Microsoft Excel (verze 2007), graficky znázornili průměr 

z několika nezávislých opakování a vynesli chybové úsečky jako hodnoty S.E.M. 

(z anglického standard error of the mean). Statistické vyhodnocení dat jsme provedli 

pomocí párového t-testu (Studentův t-test). Získané rozdíly hodnot jsme považovali za 

statisticky významné při hladině významnosti 5 % (P<0,05), respektive 0,1 % (P<0,001). 
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3.9.2 Vysetí buněk pro experimenty 

 Při sběru buněk pro experimenty jsme postupovali stejně jako v případě pasážování 

(kapitola 3.8.2). Po uvolnění buněk z podkladu jsme je přenesli do sterilní centrifugační 

zkumavky za použití 5 – 20 ml kultivačního média. Buňky jsme řádně promíchali a část 

(cca 50 µl) suspenze odebrali pro stanovení koncentrace buněk. Koncentraci buněk 

v roztoku jsme stanovili pomocí Bürkerovy komůrky (kapitola 3.9.1). Buňky jsme ředili na 

požadovanou koncentraci pro experimenty a to: 1 × 10
4
 buněk/ 100 µl/ jamku 96-jamkové 

mikrotitrační destičky pro stanovení „dose response“ a růstových křivek (kapitola 3.10 

a 3.11.3) a 6 × 10
5
 buněk/ 6 ml/ 60 mm Petriho misku či 1,6 × 10

6
 buněk/ 12 ml/ 100 mm 

Petriho misku pro přípravu vzorků pro western blot analýzu a analýzu buněk průtokovou 

cytometrií (kapitola 3.12 a 3.15). Po vysetí byly buňky inkubovány za standardních 

kultivačních podmínek po dobu 24 hodin umožňující buňkám přisednutí před výměnou 

média za médium experimentální. 

 

3.10 Experimenty odpovědi buněk na dávku – „dose response“ 

 Namnožené buňky pro experiment jsme vyseli dle kapitoly 3.9.2 do 96-jamkových 

mikrotitračních destiček v koncentraci 1 × 10
4
 buněk/ 100 µl/ jamku do média, ve kterém 

jsme je standardně kultivovali. Po 24 hodinách jsme buňkám vyměnili médium za médium 

experimentální: kontrola – základní médium bez přidaného 2-merkaptoethanolu s 10% 

FBS; média s 0,5 mM až 20 mM citrátem železitým. Roztoky jsme připravili dle 

následující tabulky 3.2: 

 

Médium s nadbytkem citrátu železa / Rozpis pipetování roztoků 

20 mM FeC 180 µl 200 mM FeC + 180 µl FBS + 1440 µl média 

15 mM FeC 135 µl 200 mM FeC + 180 µl FBS + 1485 µl média 

10 mM FeC 800 µl 20mM FeC + 800 µl média s 10% FBS 

5 mM FeC 600 µl 10mM FeC + 600 µl média s 10% FBS 

2 mM FeC 180 µl 20mM FeC + 1620 µl média s 10% FBS 

1 mM FeC 800 µl 2mM FeC + 800 µl média s 10% FBS 

0,5 mM FeC 600 µl 1mM FeC + 600 µl média s 10% FBS 

Kontrola 1000 µl média s 10% FBS 

Tabulka 3.2: Rozpis přípravy médií s nadbytkem citrátu železitého pro stanovení 

odpovědi na dávku. Jako kontrola slouží základní médium bez přidaného 2-

merkaptoethanolu. FBS = fetal bovine serum; FeC = ferric citrate 
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 Po 48 hodinách, respektive 96 hodinách inkubace s experimentálními médii, jsme 

pomocí Bürkerovy komůrky stanovili počty buněk v každé jamce s příslušnými médii. 

 

3.11 Kultivace buněk s nadbytkem železa 

3.11.1 Krátkodobá kultivace buněk s nadbytkem železa 

 Namnožené buňky pro experiment jsme vyseli dle kapitoly 3.9.2 na 100 mm 

Petriho misky v koncentraci 1,6 × 10
6
 buněk/ 12 ml standardního kultivačního média. Po 

24 hodinách jsme vyměnili médium za kultivační médium bez 2-merkaptoethanolu jako 

kontrolu a za kultivační médium bez 2-merkaptoethanolu s 15 mM nadbytkem citrátu 

železitého. Buňky jsme vložili do CO2 inkubátoru. Po 12, 24 a 36 hodinách (buněčná linie 

HEP-G2), respektive 12, 24, 36 a 48 hodinách (buněčná linie NES2Y) inkubace, jsme dále 

postupovali dle kapitoly 3.12. 

 

3.11.2 Dlouhodobá kultivace buněk s nadbytkem železa 

 Rozmrazili jsme obě buněčné linie HEP-G2 a NES2Y dle postupu popsaném 

v kapitole 3.8.1. V průběhu 3. – 6. pasáže jsme obě buněčné linie převedli ze standardního 

kultivačního média zároveň na kultivační médium s 50 µM a 100 µM nadbytkem citrátu 

železitého. Médium s 10% FBS bez nadbytku železa, s 50 µM a 100 µM citrátem 

železitým, jsme pasážovali a kultivovali za stejných podmínek. Všechny tři varianty 

kultivovaných buněk jsme sklízeli po 1 až 4 měsících dle kapitoly 3.12. 

 

3.11.3 Růstová křivka dlouhodobě kultivovaných buněk s nadbytkem železa 

 Po pěti měsíční kultivaci jsme porovnali růstové schopnosti buněk. Každou 

buněčnou linii jsme vyseli dle kapitoly 3.9.2 do média, ve kterém jsme je dlouhodobě 

kultivovali v koncentraci 1 × 10
4
 buněk/ 100 µl/ jamku. Po 24, 48 a 72 hodinách od 

nasazení jsme množství buněk v jamkách stanovili počítáním na Bürkerově komůrce 

(kapitola 3.9.1).  

 

3.12 Příprava buněčných lyzátů a vzorků pro SDS-PAGE 

3.12.1 Sklízení buněk a tvorba proteinových lyzátů 

 Po uplynutí doby kultivace příslušného experimentu jsme v případě krátkodobé 

kultivace odebrali médium do 15 ml centrifugační zkumavky (kultivace na 60 mm Petriho 

miskách), respektive 50 ml centrifugační zkumavky (kultivace na 100 mm Petriho 



 

 

56 

 

miskách), která byla připravena v ledové lázni. Buňky jsme opláchli roztokem trypsinu 

s EDTA, přidali nový roztok trypsinu s EDTA pro rozrušení mezibuněčných spojů 

a fokálních adhezí a misky umístili na suchý termoblok vyhřátý na 37 °C. Po uvolnění 

buněk jsme je resuspendovali v PBS vychlazeném na 4 °C, přidali k médiu ve zkumavce 

a zkumavku doplnili PBS na 8 ml (respektive 20 ml). Suspenzi buněk jsme centrifugovali 

při 4 °C při 2000 rpm/ 721 × g po dobu 10 minut, slili supernatant a peletu resuspendovali 

v 1 ml vychlazeném PBS. Znovu jsme doplnili objem pomocí vychlazeného PBS 

a podruhé centrifugovali za stejných podmínek. Poté jsme peletu resuspendovali v 2× 

0,5 ml PBS, přenesli do 1,5 ml mikrozkumavek a centrifugovali při 4 °C při 8000 rpm/ 

5591 × g po dobu 8 minut. Supernatant jsme odsáli do stavu suché pelety a dle velikosti 

pelety přidali 30 – 50 µl lyzačního pufru. Lyzovali jsme na třepačce po dobu nezbytně 

nutnou k narušení buněk a mikrozkumavku s lyzovanými buňkami jsme vložili minimálně 

na 1 hodinu do -80 °C. Po zamrazení jsme lyzát opětovně rozpustili na ledu, protřepali na 

třepačce a centrifugovali při 4°C při 14000 rpm/ 17123 × g po dobu 30 minut. Supernatant 

obsahující rozpuštěné proteiny jsme přenesli do nové mikrozkumavky. Koncentraci 

proteinů jsme stanovili pomocí BCA metody a proteinové lyzáty uložili do -80 °C. 

 

3.12.2 Měření koncentrace proteinů metodou BCA 

 Měření koncentrace proteinů v roztoku pomocí kyseliny bicinchoninové (BCA) je 

standardně používaná metoda, která využívá redukci měďnatých iontů na měďné při reakci 

s peptidickými vazbami proteinů. Množství reakcí proporčně odpovídá množství peptidů 

v roztoku. Vzniklé měďné ionty jsou vázány kyselinou bicinchoninovou, čímž dochází 

k barevné změně na fialovou, jejíž intenzita odpovídá různé koncentraci proteinů v roztoku 

(Smith et al., 1985). 

 Pro zjištění koncentrace proteinů v našich vzorcích jsme postupovali následovně. 

Připravili jsme vzorky pro body kalibrační křivky dle tabulky 3.3. Proteinové lyzáty jsme 

ředili 10×, tedy 1,5 µl lyzátu a 13,5 µl dH2O. Následně jsme k připraveným vzorkům 

přidali 300 µl roztoku z BCA sady (roztoky A:B smíchané v poměru 50:1), promíchali 

a inkubovali při 37 °C po dobu 30 minut. Po 30 minutách jsme vzorky přenesli v tripletu 

na 96-jamkovou mikrotitrační destičku a měřili spektrofotometrem při vlnové délce 570 

nm. Na základě kalibrační křivky (příklad viz obr. 3.1) jsme počítali koncentraci proteinů 

v proteinových lyzátech za použití programu Microsoft Excel (verze 2007). 
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Množství 

proteinů 

dH2O BSA (2µg/µl) 

0 µg 15 µl – 

5 µg 12,5 µl 2,5 µl 

10 µg 10 µl 5 µl 

20 µg 5 µl 10 µl 

30 µg – 15 µl 

   Tabulka 3.3: Rozpis pro tvorbu kalibrační křivky.  

 

 
 Obrázek 3.1: Příklad kalibrační křivky naměřené z reálných dat. 

 

 

3.13 SDS-PAGE (SDS-Polyakrylamidová gelová elektroforéza) 

3.13.1 Příprava vzorků a provedení SDS-PAGE 

 Proteinové lyzáty jsme rozpustili na ledu. Dle hodnot koncentrací proteinů 

zjištěných BCA metodou jsme připravili vzorky tak, aby v každém bylo 15 µg proteinů. 

Lyzáty jsme na stejný objem ředili RIPA pufrem. Následně jsme přidali 2× koncentrovaný 

vzorkový pufr o stejném objemu jako byl objem naředěného vzorku. Připravené vzorky 

jsme řádně promíchali, krátce točili na stolní centrifuze a denaturovali v suchém 

termobloku při 95 °C po dobu 10 minut. 

 Pro přípravu gelů jsme složili aparaturu umožňující tvorbu gelů o tloušťce 

1,00 mm. Dle rozpisu v tabulce 3.4 jsme připravili 12% separační gel, jemně promíchali 
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a ihned nanesli mezi skla aparatury 1,5 – 2 cm pod horní okraj. Roztok jsme převrstvili 

70% ethanolem, aby nedocházelo k přístupu vzdušného kyslíku, který inhibuje polymeraci. 

Po 30 – 45 minutách, kdy byl gel zcela polymerován, jsme odstranili ethanol a dle rozpisu 

v tabulce 3.4 připravili 4% zaostřovací gel. Ten jsme nanesli nad separační gel a mezi skla 

jsme vsadili hřebínek pro tvorbu 15 jamek. 

 Připravené gely jsme přenesli do aparatury pro elektroforézu. Do aparatury jsme 

přes prostor mezi skly s gely nalili TGS elektroforetický pufr až po vyznačenou rysku. Do 

jedné z jamek jsme nanesli 2 µl standardu molekulových hmotností, který byl zředěný 

vzorkovým pufrem a RIPA pufrem na stejný objem jako ostatní vzorky. Do zbylých jamek 

jsme nanesli připravené řádně promíchané vzorky. Po nanesení všech vzorků jsme 

k aparatuře připojili zdroj elektrického proudu. Elektroforéza proteinů probíhala při napětí 

120 V. Po dokončení elektroforézy jsme gely před dalším zpracováním ekvilibrovali 15 – 

20 minut v transferovém pufru. 

 

Roztok 12% (separační) gel 4% (zaostřovací) gel 

dH2O 2,01 ml 1,83 ml 

0,5 M tris–HCl pH 6,8 – 750 µl 

1,5 M tris–HCl pH8,8 1,50 ml    – 

10% SDS 60 µl 30 µl 

30% akrylamid/bis–akrylamid 2,40 ml 399 µl 

TEMED 3 µl 3 µl 

10% APS 30 µl 15 µl 

Tabulka 3.4: Složky 12% separačního a 4% zaostřovacího gelu. Pořadí v tabulce je 

stejné jako při pipetování. 

  

3.14 Western blot 

3.14.1 Provedení western blotu 

 Po ekvilibraci gelů se separovanými proteiny, jsme sestavili blotovací „sendvič“ 

v následujícím uspořádání – těsnící houbička, 2× filtrační papír, nitrocelulózová 

membrána, separační gel s rozdělenými proteiny, 2× filtrační papír, těsnící houbička. 

Sestavený „sendvič“ jsme uzavřeli do blotovací kazety, umístili do blotovací aparatury, 

přidali chladící vložku předchlazenou na -20 °C a zalili transferovým pufrem. Transfer 

proteinů z gelů na nitrocelulózovou membránu probíhal při proudu 250 mA po dobu 180 

minut. 
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 Po ukončení western blotu jsme proteiny navázané na membráně obarvili pomocí 

barvícího roztoku Ponceau S a pomocí standardu molekulových hmotností jsme nařezali 

membránu na části zahrnující oblast s navázanými sledovanými proteiny. Následně jsme 

Ponceau S vymyli v roztoku TBS-T 3× po dobu 5 minut. Po odmytí jsme membránu 

blokovali 5% roztokem BSA v TBS po dobu 20 – 30 minut (dle detekovaného proteinu) 

a přebytek blokačního agens odmyli 3× po dobu 5 minut pomocí roztoku TBS-T. 

 

3.14.2 Imunodetekce proteinů 

 Po blokování a promytí membrán jsme na membrány nanesli primární protilátky 

ředěné v 1% roztoku BSA v TBS na potřebnou koncentraci (viz tabulka 3.5). Membrány 

jsme s primárními protilátkami inkubovali ve vlhké komůrce při 4°C přes noc. Druhý den 

jsme membrány promyli 3× po dobu 5 minut roztokem TBS-T a inkubovali při pokojové 

teplotě 2 hodiny s příslušnými sekundárními protilátkami za konstantního kývání. 

Sekundární protilátky jsme rovněž naředili v 1% roztoku BSA v TBS (viz tabulka 6). Po 2 

hodinách inkubace jsme membrány opět promyli 3× po dobu 5 minut roztokem TBS-T. 

 Pro vývoj signálu jsme smíchali luminol a peroxid vodíku z chemiluminiscenční 

sady (SuperSignal® West Pico Chemiluminiscence Kit) v poměru 1:1 a nanesli na 

membránu. Díky reakci s křenovou peroxidázou navázanou na sekundární protilátce došlo 

k emitaci signálu, který jsme zaznamenali pomocí kamery Gel Logic Imaging Systém 4000 

Pro s programem Carestream (verze 5.2). Doba expozice závisela na intenzitě signálu. 

 

3.15 Průtoková cytometrie 

 Dlouhodobě kultivované buňky (kapitola 3.11) jsme sklízeli dle postupu 3.7.2. Po 

promytí chlazeným PBS jsme buňky resuspedovali v 1 ml vychlazeném PBS a odebrali 

100 µl roztoku s buňkami (cca 5 × 10
5
 buněk) do 1 ml ledově vychlazeného 70% ethanolu 

(-20 °C) ve FACS zkumavkách. Tyto buňky jsme opatrně třepali a postupně přidali další 1 

ml 70% ledově vychlazeného ethanolu. Buňky jsme fixovali při teplotě 4 °C minimálně 

jednu hodinu. Před měřením jsme buňky v ethanolu centrifugovali 2000 rpm/ 721 × g při 

4 °C po dobu 10 minut, promyli v 1 ml chlazeného PBS a opět centrifugovali při stejném 

nastavení. Následně jsme buňky resuspendovali v roztoku 500 µl PI master mixu 

a inkubovali 40 minut při 37 °C ve tmě v inkubátoru. Obsah DNA v buňkách jsme 

analyzovali pomocí průtokového cytometru měřením na kanálu FL-2 a zpracovali 

programem FlowJo vz. 10. 
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4 VÝSLEDKY 

4.1 Krátkodobá kultivace buněk s vysokými koncentracemi citrátu 

železitého 

Cílem této části diplomové práce bylo určit vliv vysokého nadbytku železa na 

buněčné procesy, zejména oxidativní stres, stres endoplasmatického retikula, autofagii či 

apoptózu. Pro studium zmíněných procesů jsme vytvořili buněčný model krátkodobého 

působení vysokých dávek železa u lidských buněčných linií jaterních buněk HEP-G2 

a beta buněk NES2Y. Použili jsme takové koncentrace citrátu železitého, které u obou linií 

způsobují snížení počtu buněk pod inokulum v horizontu 96 hodin od jejich ošetření. Pro 

ověření správnosti vytvořeného buněčného modelu s akutním přetížením železem jsme 

sledovali hladiny vybraných proteinů účastnících se homeostáze železa. 

 

4.1.1 Vliv krátkodobého nadbytku železa na růst a přežívání buněk 

Buňky linií HEP-G2 a NES2Y, jsme vyseli na 96-jamkovou mikrotitrační destičku 

v koncentraci 1 × 10
4
 buněk/ jamku v celkovém objemu 100 µl kultivačního média. Po 24 

hodinách umožňujících buňkám přisednutí jsme kultivační médium vyměnili za 100 µl 

kultivačního média bez merkaptoethanolu obsahující navíc 0,5 mM; 1 mM; 2 mM; 5 mM; 

10 mM; 15 mM či 20 mM citrát železitý. Kontrolní buňky byly kultivovány v kultivačním 

médiu bez merkaptoethanolu bez přidaného citrátu železitého. Pomocí Bürkerovy komůrky 

jsme stanovili počet živých buněk 48 hodin, respektive 96 hodin po aplikaci citrátu 

železitého. Hodnoty počítání jsme zanesli do grafu jako průměr všech nezávislých 

biologických opakování ± S.E.M. (graf 4.1). 

U obou buněčných linií jsme pozorovali snížené množství buněk po aplikaci 

nadbytku citrátu železitého oproti kontrole, které se projevovalo již po 48 hodinách 

kultivace. U buněčné linie HEP-G2 docházelo k poklesu v počtu buněk již u nejnižší 

použité koncentrace citrátu železitého (0,5 mM), u buněčné linie NES2Y při koncentracích 

vyšších než 1 mM citrát železitý. Při nadbytku citrátu železitého o koncentraci 10 mM, 

15 mM a 20 mM docházelo u buněčné linie HEP-G2 ke snížení počtu buněk pod inokulum 

v 48 i 96 hodinách po aplikaci. Stejný efekt jsme zaznamenali u buněčné linie NES2Y, 

u které docházelo ke snížení počtu buněk pod inokulum při působení citrátu železitého 

o koncentraci 15 mM a 20 mM. U obou buněčných linií jsme pozorovali v 96 hodinách od 

aplikace citrátu železitého o koncentraci 20 mM smrt všech (HEP-G2) či téměř všech 

(NES2Y) buněk. Pro následné experimenty s nadbytkem citrátu železitého jsme na základě 
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těchto výsledků zvolili koncentraci 15 mM citrát železitý v médiu pro kultivaci obou 

buněčných linií. Tato koncentrace vedla u obou linií ke snížení množství buněk pod 

inokulum již ve 48 hodinách po aplikaci. 

Efekt 15 mM citrátu železitého na proliferaci buněk HEP-G2 a NES2Y 48 hodin po 

ošetření ve srovnání s kontrolou je zachycen na obr. 4.1. Množství buněk po 48 hodinách 

působení 15 mM citrátu železitého je výrazně nižší než u buněk kontrolních. 

 

 
 

 
Obrázek 4.1: Buňky linie HEP-G2 (A) a NES2Y (B) po 48 hodinách od aplikace 15 mM 

citrátu železitého. Buňky linií HEP-G2 (B) a NES2Y (A) jsme vyseli na 60 mm Petriho misky 

v koncentracích 6 × 10
5
/ 6 ml do standardního kultivačního média. Po 24 hodinách jsme médium 

vyměnili za kultivační médium bez merkaptoethanolu s 15 mM nadbytkem citrátu železitého 

(15mM FeC) a bez přidaného citrátu železitého (Kontrola – KO). V čase 48 hodin po výměně 

médií jsme aktuální stav buněk vyfotili fotoaparátem Canon PowerShot G9 připojeným 

k inverznímu mikroskopu. FeC = ferric citrate 
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Graf 4.1: Růst a přežívání buněk linií HEP-G2 (A) a NES2Y (B) v závislosti na dávce citrátu 

železitého („dose response“). Buňky jsme vyseli do sterilní 96-jamkové mikrotitrační destičky v 

koncentraci 1 × 10
4
 buněk/ 100 µl/ jamku. Po 24 hodinách umožňujících přisednutí buněk jsme na 

buňky aplikovali citrát železitý o koncentracích 0,5; 1; 2; 5; 10; 15 a 20 mM v základním médiu 

bez přidaného merkaptoethanolu. Kontrolní médium neobsahovalo žádný přidaný citrát železitý. 

Ve 48 a 96 hodin od aplikace jsme za pomoci Bürkerovy komůrky stanovili množství živých buněk 

na jamku. Přerušovaná čára představuje inokulum. Výsledky jsou prezentovány jako průměr 

výsledků z min. čtyř nezávislých měření ± S.E.M. 
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4.1.2 Vliv krátkodobého nadbytku železa na hladiny vybraných proteinů 

homeostáze železa 

Pro ověření správnosti vytvořeného modelu buněk s přetížením železem jsme 

metodou western blot a imunodetekce sledovali vliv 15 mM citrátu železitého na hladiny 

vybraných proteinů homeostáze železa u linií HEP-G2 a NES2Y. Sledovali jsme proteiny 

účastnící se regulace vnitřní homeostáze železa – IRP1 a IRP2 (iron regulatory protein 

1, 2), proteiny účastnící se transportu železa přes membránu – DMT1 (divalent metal 

transporter 1), transferrinový receptor 1 (TfR1), ferroportin a protein účastnící se 

intracelulárního skladování železa – ferritin, lehký řetězec. 

U obou buněčných linií jsme detekovali pokles hladin proteinů IRP1, IRP2 a TfR1. 

Stejně tak jsme pozorovali u obou buněčných linií 12 hodin po aplikaci nadbytku železa 

snižování hladiny importéru železnatých kationtů DMT1 (obr. 4.2) a u linie NES2Y růst 

hladiny železnatého exportéru ferroportinu, jehož exprese se zvyšovala s časem po aplikaci 

nadbytku železa (obr. 4.2 B). Naproti tomu u buněčné linie HEP-G2 docházelo 

u ferroportinu k poklesu jeho hladiny (obr. 4.2 A).  

 

4.1.3 Vliv krátkodobého nadbytku železa na hladiny vybraných proteinů účastnící 

se odpovědi na oxidativní stres 

 Testovali jsme proteiny účastnící se ochrany buňky před vlivy oxidativního stresu – 

SOD1 a SOD2 (superoxide dismutase 1/2), glutathion reduktázu, a proteiny HIF1α 

a HIF2α (hypoxia inducible factor 1α/2α). 

 Během kultivace buněk v 15 mM nadbytku železa nedocházelo ke změně hladin 

proteinů HIF1α nebo HIF2α ani glutathion reduktázy. U obou buněčných linií jsme však 

pozorovali zvyšující se hladiny proteinu SOD2 (obr. 4.3). Hladina proteinu SOD1 

v případě linie HEP-G2 v čase klesala, u linie NES2Y se s časem neměnila (obr. 4.3). 

 

4.1.4 Vliv krátkodobého nadbytku železa na hladiny vybraných proteinů 

účastnících se stresu endoplasmatického retikula 

 Prostřednictvím metody western blot a imunodetekce markerů stresu 

endoplasmatického retikula (stresu ER) jsme sledovali přítomnost stresu ER v buňkách po 

aplikaci 15 mM citrátu železitého u buněčných linií HEP-G2 a NES2Y v řádu hodin. Mezi 

sledované molekuly patřily proteiny PERK (RNA dependent protein kinase (PKR) like ER 

kinase), IRE1α (inositol requiring protein 1α), p-IRE1α (fosfo Ser724), Kalnexin, BiP 

(binding immunoglobulin protein), Ero1-Lα (ER oxidoreductase 1 Lα), PDI 
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(protein disulfid isomerase), CHOP (CCAAT-enhancer-binding protein homologous 

protein) a fosforylovaná forma iniciačního faktoru p-eIF2α (eukaryotic initiation factor 2α, 

fosfo Ser51). 

U buněčné linie HEP-G2 jsme pozorovali po ošetření buněk 15 mM citrátem 

železitým výrazný nárůst hladiny proteinu PERK a mírnější nárůst u proteinu IRE1α (obr. 

4.4 A). Dále jsme pozorovali mírně klesající hladinu fosforylované formy proteinu IRE1α 

36 hodin po ošetření. Po aplikaci 15 mM citrátu železitého docházelo u linie NES2Y ke 

zvýšení hladiny obou proteinů oproti kontrole (obr. 4.4 B). 

 U obou linií docházelo k výraznému poklesu hladin proteinu kalnexinu a to již 

12 hodin po aplikaci 15 mM citrátu železitého (obr. 4.4), hladina proteinu BiP mírně 

stoupala u linie NES2Y (obr. 4.4 B), u linie HEP-G2 zůstávala beze změny (obr. 4.4 A). 

Protein Ero1-Lα v průběhu času klesal oproti kontrole u linie NES2Y (obr. 4.5 B), u linie 

HEP-G2 (obr. 4.5 A) jsme nepozorovali žádné změny v jeho expresi. U proteinu PDI, který 

je zpětně oxidován proteinem Ero1-Lα, nedocházelo ani u jedné z linií ke změně hladiny 

v důsledku nadbytku železa. Již 12 hodin po ošetření 15 mM citrátem železitým jsme 

sledovali u obou buněčných linií výrazně stoupající hladinu fosforylované formy 

eukaryotického iniciačního faktoru 2α (obr. 4.5), která u linie HEP-G2 rostla s časem. 

U obou buněčných linií jsme po 36 hodinách detekovali vyšší hladinu transkripčního 

faktoru CHOP (obr. 4.5). 

 

4.1.5 Vliv krátkodobého nadbytku železa na přítomnost autofagie 

Přítomnost autofagie v buňkách po ošetření 15 mM citrátem železitým jsme 

stanovili prostřednictvím sledování exprese vybraných proteinů metodou western blot 

a imunodetekce. Analyzovanými proteiny autofagie byly mTOR (mammalian target of 

rapamycin), protein p62 a protein LC3B (microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 

3 B). 

U buněčné linie HEP-G2 i NES2Y jsme zaznamenali již po 12 hodinách od 

aplikace 15 mM citrátu železitého snížení hladiny proteinu p62, která 

s postupujícím časem dále klesala. Stejně tak u obou sledovaných linií docházelo po 

24 hodinách k nárůstu hladiny proteinu LC3B. Ani u jedné buněčné linie jsme 

nepozorovali žádné změny v hladině proteinu mTOR (obr. 4.6). 
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4.1.6 Vliv krátkodobého nadbytku železa na aktivaci apoptózy  

 Aktivaci apoptotické buněčné smrti po aplikaci 15 mM citrátu železitého jsme 

sledovali u buněčných linií HEP-G2 a NES2Y na základě aktivace iniciačních 

a exekučních kaspáz. Přítomnost štěpených forem, a tedy aktivaci kaspáz, jsme sledovali 

na úrovni proteinů pomocí metody western blot a imunodetekce specifickými primárními 

protilátkami v čase 12, 24 a 36 hodin po aplikaci 15 mM citrátu železitého u buněčné linie 

HEP-G2, respektive 12, 24, 36 a 48 hodin u buněčné linie NES2Y.  

 Sledovali jsme hladiny iniciačních kaspáz – kaspázy-2, kaspázy-8 a kaspázy-9 

a jejich štěpených forem a hladiny exekučních kaspáz – kaspázy-3, kaspázy-6 a kaspázy-7 

a jejich štěpených forem. 

 

4.1.6.1 Vliv krátkodobého nadbytku železa na aktivaci iniciačních kaspáz 

 U buněčné linie HEP-G2 docházelo u všech zkoumaných iniciačních kaspáz 

(tj.kaspáza-2, -8, -9) ke snížení hladiny celých forem proteinů oproti kontrole již ve 12 

hodinách po aplikaci vysokého nadbytku železa (obr. 4.7 A). Hladiny sledovaných celých 

forem iniciačních kaspáz klesaly v čase. Ve 36 hodinách po aplikaci vysokých hladin 

železa byla jejich hladina nejnižší. Hladina štěpené formy kaspázy-8 byla oproti kontrole 

nejvyšší ve 12 hodinách, následně tato forma klesala pravděpodobně v důsledku dalšího 

štěpení. Dále jsme detekovali štěp kaspázy-2 (obr. 4.7 A) jehož množství se s časem 

zvyšovalo. Štěp kaspázy-9 se nám zvolenou metodou nepodařilo detekovat v žádném 

z experimentálních opakování. 

  U buněčné linie NES2Y docházelo již ve 12 hodinách po aplikaci vysokého 

nadbytku železa ke snížení hladiny iniciační kaspázy-2 a kaspázy-8 oproti kontrole (obr. 

4.7 B). Hladina kaspázy-2 klesala v čase a ve 48 hodinách byla nejnižší. Po 12 hodinách 

jsme zároveň detekovali její štěpenou formu. Hladina kaspázy-8 se vůči kontrole snižovala 

již od 12 hodin po aplikaci 15 mM citrátu železitého. Detekovali jsme i štěpenou formu 

kaspázy-8. Hladina kaspázy-9 se v horizontu 48 hodin po aplikaci železa neměnila (obr. 

4.7 B). Štěpy kaspázy-9 se nám zvolenou metodou nepodařilo detekovat v žádném 

z experimentálních opakování. 

  

4.1.6.2 Vliv krátkodobého nadbytku železa na aktivaci exekučních kaspáz 

 Po aplikaci 15 mM citrátu železitého na buňky linie HEP-G2 docházelo k poklesu 

proteinové hladiny celé formy exekuční kaspázy-3, kaspázy-6 a kaspázy-7 (obr. 4.8. A). 

U všech sledovaných kaspáz klesaly hladiny celých forem oproti kontrole již ve 
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12 hodinách po aplikaci 15 mM citrátu železitého, nejvýrazněji u kaspázy-6. Hladiny štěpů 

exekučních kaspáz byly v případě kaspázy-6 a kaspázy-7 nejvyšší po 12 hodinách. Hladina 

štěpu kaspázy-3 se zvyšovala s prodlužujícím se časem kultivace buněk v přítomnosti 

15 mM citrátu železitého (obr. 4.8 A). 

Ke štěpení exekučních kaspáz docházelo u buněčné linie NES2Y již 12 hodin po 

aplikaci nadbytku železa. U celých forem kaspázy-3 a kaspázy-7 nedocházelo během 

48 hodin ke změnám hladiny proteinů oproti kontrole. Hladina proteinu kaspázy-6 mírně 

klesala po 24 hodinách od aplikace 15 mM citrátu železitého. Hladiny štěpených forem 

kaspázy-3, kaspázy-6 i kaspázy-7 stoupaly v čase již 12 hodin po aplikaci 15 mM citrátu 

železitého (obr. 4.8 B). 
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4.2 Dlouhodobá kultivace buněk s nadbytkem citrátu železitého 

Cílem této části diplomové práce bylo stanovit vliv dlouhodobého nadbytku železa 

na buněčné procesy jako je oxidativní stres, stres endoplasmatického retikula či apoptóza. 

Pro studium zmíněných procesů jsme vytvořili buněčný model dlouhodobého působení 

nadbytku železa u lidských buněčných linií HEP-G2 a NES2Y. Pro potvrzení správnosti 

vytvořeného modelu buněk dlouhodobě přetížených železem jsme sledovali hladiny 

vybraných proteinů účastnící se homeostáze železa. 

Buňky obou linií jsme dlouhodobě kulitovali v médiu s 50 µM 100 µM citrátem 

železitým a v kontrolním médiu bez přídavku citrátu železitého. Koncentrace železa 

v podobě citrátu železitého odpovídají koncentracím železa, které jsou reálně naměřitelné 

v plasmě pacientů s chronickým nadbytkem železa. Buňky obou linií jsme sklízeli 

v pravidelných intervalech, tj. jednou měsíčně po dobu až pěti měsíců. 

 

4.2.1 Vliv dlouhodobého nadbytku železa na růst a přežívání buněk 

Buňky linií HEP-G2 a NES2Y kultivované po dobu 5 měsíců v kultivačním médiu 

s 50µM a 100µM citrátem železitým (FeC) a bez přidaného citrátu železitého (kontrola) 

jsme vyseli do 96-jamkové mikrotitrační destičky v koncentraci 1 × 10
4
 buněk/ jamku 

v celkovém objemu 100 µl kultivačního média. Po 24, 48 a 72 hodinách od nasazení jsme 

pomocí Bürkerovy komůrky stanovili množství živých buněk. Hodnoty počítání jsme 

zanesli do grafu jako průměr všech nezávislých biologických opakování ± S.E.M. 

Výsledky jsou prezentovány jako relativní množství buněk v jednotlivých časech počítání. 

Ze získaných dat jsme zjistili, že v případě buněk linie HEP-G2 i NES2Y, 

dlouhodobě kultivovaných v médiu s 50 µM a 100 µM citrátem železitým, docházelo 

ke statisticky signifikantně nižšímu nárůstu počtu buněk vůči kontole v čase (graf 4.2). 

Počet buněk dlouhodobě kultivovaných v médiu se 100 µM citrátem železitým byl po 72 

hodinách od nasazení v případě linie HEP-G2 a NES2Y až o polovinu, respektive až 

o třetinu nižší než počet buněk kontroly. Snížená růstová schopnost buněk linií HEP-G2 

a NES2Y dlouhodobě kultivovaných v nadbytku železa je zachycena na obr. 4.9. 

 V souvislosti s těmito výsledky jsme dále u obou buněčných liní analyzovali 

buněčný cyklus pomocí průtokové cytometrie. Po srovnání výsledků z průtokového 

cytometru u buněk HEP-G2 a NES2Y dlouhodobě kultivovaných v médiu s citrátem 

železitým a buněk kontroly, jsme nezaznamenali změny v průchodu buněčným cyklem ani 

u jedné ze sledovaných linií (graf. 4.3). 
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Graf 4.2: Růst a přežívání buněk linií HEP-G2 (A) a NES2Y (B) během dlouhodobé kultivace 

v médiu s 50 µM a 100 µM citrátem železitým. Buňky kultivované po dobu 5 měsíců v 

kultivačním médiu (KO) a v médiu s 50 µM a 100 µM citrátem železitým (FeC) jsme vyseli do 

sterilní 96-jamkové mikrotitrační destičky v koncentraci 1 × 10
4
/ 100 µl/ jamku do příslušného 

média. Po 24, 48 a 72 hodinách kultivace jsme za použití Bürkerovy komůrky stanovili množství 

živých buněk na jamku. Do grafu jsme vynesli relativní počet buněk vůči množství buněk ve 24 

hodinám od nasazení. Prezentované hodnoty ukazují průměr hodnot získaných ze 6 jamek ± S.E.M. 

*, *** Statisticky signifikantní rozdíl (p<0,05, p<0,001) při srovnání počtu buněk kultivovaných 

v kontrolním médiu (KO) a v médiu s citrátem železitým (FeC). FeC = ferric citrate 

 

 

4.2.2 Vliv dlouhodobého nadbytku železa na hladinu vybraných proteinů 

homeostáze železa 

 Pro ověření modelu buněk vykazujících přetížení železem jsme metodou western 

blot a imunodetekce pozorovali změny hladin vybraných proteinů účastnících se 

homeostáze železa během čtyř měsíců kultivace buněk v médiích s 50 µM a 100 µM 

citrátem železitým u buněčných linií HEP-G2 a NES2Y ve srovnání s kontrolními 
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buňkami. Mezi námi testovanými proteiny byly intracelulární regulační molekuly IRP1 

a IRP2 (iron responsive element 1/2), proteiny účastnící se transportu železa přes 

membránu – DMT1 (divalent metal transporter 1), transferrinový receptor 1 (TfR1) 

a ferroportin a vazebný protein ferritin. 

  U buněčné linie HEP-G2 jsme pozorovali snížení hladiny proteinu TfR1 a zvýšení 

hladin proteinů ferritinu a ferroportinu oproti kontrole v závislosti na použité koncentraci 

citrátu železitého v médiu. U proteinů IRP1 a IRP2 jsme nepozorovali změnu hladiny 

proteinu v žádném sledovaném čase (obr. 4.10 A). U buněčné linie NES2Y jsme 

detekovali snížení hladiny proteinů DMT1 a TfR1 a zvýšení hladiny železo vazebného 

proteinu ferritinu v závislosti na použité koncentraci citrátu železitého v médiu (obr. 4.10 

B). Hladiny IRP proteinů u linie NES2Y se v buňkách kultivovaných v médiu s citrátem 

železitým oproti buňkám kontroly v prvních měsících kultivace snižovali. V případě 

proteinu ferroportinu jsme nepozorovali žádné změny v jeho expresi (obr. 4. 10 B). 

 

 

 
 

 

Obrázek 4.9: Buňky linie HEP-G2 (A) a NES2Y (B) po 5 měsících kultivace v médiu s 50 µM 

a 100 µM citrátem železitým. Buňky linií HEP-G2 (A) a NES2Y (B), které byly dlouhodobě 

kultivovány ve standardním médiu (KO) a médiu s 50 µM a 100 µM citrátem železitým (FeC), 

jsme vyseli na 60 mm Petriho misky v koncentracích 6 × 10
5
/ 6 ml média v příslušném médiu. Po 

48 hodinách jsme zaznamenali aktuální stav buněk fotoaparátem Canon PowerShot G9 připojeným 

k inverznímu mikroskopu. FBS = fetal bovine serum; FeC = ferric citrate 
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Graf 4.3: Průběh buněčným cyklem buněk linie HEP-G2 (A) a NES2Y (B) dlouhodobě 

kultivovaných v médiu s 50 µM a 100 µM citrátem železitým. Buňky linie HEP-G2 (A) a 

NES2Y (B) kultivované po dobu 5 měsíců v kultivačním médiu (KO) a médiu s 50 µM a 100 µM 

citrátem železitým jsme označili propidium jodidem a pomocí průtokového cytometru sledovali 

vliv nadbytku železa na průchod buněčným cyklem. FeC = ferric citrate 

 

 

4.2.3 Vliv dlouhodobého nadbytku železa na hladiny vybraných proteinů 

účastnících se odpovědi na oxidativní stres 

 Dále jsme u buněk obou linií dlouhodobě kultivovaných v médiích s 50 µM 

a 100 µM citrátem železitým a u kontrol testovali expresi proteinů účastnících se obrany 

buňky před vlivy oxidativního stresu – proteiny SOD1 a SOD2 (superoxide dismutase 1/2), 

glutathion reduktázu, a proteiny HIF1α a HIF2α (hypoxia inducible factor 1α/ 2α). 

 Během kultivace buněk linií HEP-G2 i NES2Y v médiu s 50 µM a 100 µM 

citrátem železitým jsme ve srovnání s kontrolou ani u jedné z linií nepozorovali změnu 

v expresi proteinů HIF1α nebo HIF2α (obr. 4.11). Stejně tak jsme ani u jedné 

z testovaných buněčných linií nedetekovali žádnou změnu v expresi proteinu glutathion 

reduktázy, SOD1 nebo SOD2 (obr. 4.11). V případě buněčné linie NES2Y jsme sice jisté 

změny exprese proteinu SOD1 pozorovali, ovšem tyto změny nebyly mezi jednotlivými 

experimentálními opakováními konzistentní. 
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Obrázek 4.10: Vliv dlouhodobého nadbytku citrátu železitého na hladiny proteinů 

účastnících se homeostáze železa při dlouhodobé kultivaci u buněčné linie a HEP-G2 (A) 

NES2Y (B). Metodou western blotu a imunodetekce jsme sledovali expresi vybraných proteinů 

účastnících se homeostáze železa na proteinové úrovni u buněčné linie HEP-G2 (A) a NES2Y (B) 

po 1, 2, 3 a 4 měsících dlouhodobé kultivace v kultivačním médiu bez přídavku železa (KO) a 

médiu s 50 µM a 100 µM citrátem železitým. Aktin slouží jako kontrola nanášky. Ukázán je 

reprezentativní výsledek ze dvou nezávislých experimentů. IRP1 = iron regulátory protein 1; IRP2 

= iron regulátory protein 2; TfR1 = transferrin receptor 1; DMT1 = divalent metal transporter 1 
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Obrázek 4.11: Vliv dlouhodobého nadbytku citrátu železitého na hladiny vybraných proteinů 

účastnících se odpovědi na oxidativní stres u buněčné linie HEP-G2 (A) a NES2Y (B). 

Metodou western blotu a imunodetekce jsme sledovali expresi vybraných proteinů účastnících se 

odpovědi na oxidativní stres na proteinové úrovni u buněčné linie HEP-G2 (A) a NES2Y (B) po 1, 

2, 3 a 4 měsících dlouhodobé kultivace v kultivačním médiu bez přídavku železa (KO) a médiu s 

50 µM a 100 µM citrátem železitým. Aktin slouží jako kontrola nanášky. Ukázán je reprezentativní 

výsledek ze dvou nezávislých experimentů. HIF1α = hypoxia inducible factor 1α; HIF2α = 

hypoxia inducible factor 2α; SOD1 = superoxide dismutase 1; SOD2 = superoxide dismutase 2 
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4.2.4 Vliv dlouhodobého nadbytku železa na hladiny proteinů účastnících se stresu 

endoplasmatického retikula 

 Stejně jako v případě krátkodobé kultivace buněk v nadbytku železa jsme testovali 

přítomnost stresu endoplasmatického retikula u dlouhodobě kultivovaných buněk v médiu 

s 50 µM a 100 µM citrátem železitým oproti kontrolním buňkám. Metodou western blot 

a imunodetekce jsme sledovali expresi proteinů PERK, IRE1α s jeho fosforylovanou 

formu p-IRE1α (fosfo Ser724), kalnexin, BiP, Ero1-Lα, PDI, CHOP a fosforylované formy 

eukaryotického iniciačního faktoru eIF2α (fosfo Ser51). 

Ze sledovaných molekul účastnících se stresu endoplasmatického retikula jsme 

u buněčné linie HEP-G2 detekovali velmi mírný nárůst hladiny proteinu pouze v případě 

transkripčního faktoru CHOP (obr. 4.13 A). U ostatních sledovaných proteinů stresu 

endoplasmatického retikula jsme nepozorovali žádnou změnu v jejich expresi (obr. 4.12 A 

a obr. 4.13 A). U buněčné linie NES2Y jsme detekovali mírný nárůst hladiny proteinu 

Ero1-Lα, ovšem hladina proteinu PDI, který je proteinem Ero1-Lα zpětně oxidován, 

zůstala téměř beze změny (obr. 4.13 B). Výrazný nárůst hladiny proteinu jsme zaznamenali 

u proteinu IRE1α. V případě jeho fosforylované formy jsme ovšem nepozorovali žádnou 

změnu v jeho expresi (obr. 12. B). Kromě již zmíněných změn v expresi sledovaných 

proteinů jsme u buněk NES2Y nezaznamenali změny v proteinových hladinách chaperonů 

BiP a kalnexinu, kinázy PERK, ani u transkripčního faktoru CHOP. Zároveň se neměnila 

hladina fosforylované formy eukaryotického iniciačního faktoru eIF2α (obr. 4.12 B a obr. 

4.13 B).  

  

4.2.5 Vliv dlouhodobého nadbytku železa na aktivitu iniciačních a exekučních 

kaspáz 

Sledovali jsme aktivaci apoptózy prostřednictvím změn v expresi a štěpení 

iniciačních a exekučních kaspáz u buněk dlouhodobně kultivovaných v médiu s 50 µM 

a 100 µM citrátem železitým ve srovnání s kontrolou. Pomocí metody western blot 

a imunodetekce jsme stanovili hladiny iniciační kaspázy-2, kaspázy-8 a kaspázy-9 a jejich 

štěpených forem, dále hladiny exekučních kaspáz – kaspázy-3, kaspázy-6 a kaspázy-7 

a jejich štěpů. 

Jak u buněčné linie HEP-G2, tak u buněčné linie NES2Y nedocházelo k žádným 

změnám v hladinách celé formy kaspázy-2 (obr. 4.14). Nicméně u linie HEP-G2 jsme již 

od prvního měsíce po zahájení dlouhodobé kultivace detekovali rostoucí hladinu štěpené 

formy kaspázy-2 v závislosti na koncentraci citrátu železitého v médiu (obr. 4.14 A). 
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U buněčné linie NES2Y se nám štěp kaspázy-2 nepodařilo detekovat. Mírné změny 

v hladinách proteinu jsme pozorovali v případě celé formy kaspázy-8 u buněčné linie 

HEP-G2 i NES2Y (obr. 4.14). Nicméně přítomnost štěpů kaspázy-8, a tudíž její aktivaci 

prostřednictvím štěpení se nám nepodařilo prokázat. 

U buněčné linie HEP-G2 jsme nepozorovali žádné změny v hladinách celé ani 

štěpené fromy kaspázy-9 (obr. 4.14 A). Naproti tomu u buněk linie NES2Y jsme 

pozorovali snížení hladiny kaspázy-9 v závislosti na použité koncentraci citrátu železitého. 

U štěpu kaspázy-9 jsme nepozorovali žádné změny hladiny oproti kontrole (obr. 4.14 B).  

Ani u jedné buněčné linie jsme nepozorovali změny v hladinách celých forem 

kaspázy-3, kaspázy-6 ani kaspázy-7 během kultivace v médiu s 50 µM a 100 µM citrátem 

železitým ve srovnání s kontrolou (obr. 4.15). Naproti tomu jsme u obou buněčných linií 

detekovali zvýšené hladiny štěpených forem kaspázy-3, kaspázy-6 i kaspázy-7 v závislosti 

na koncentraci citrátu železitého v médiu (obr. 4.15). 
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Obrázek 4.12: Vliv dlouhodobého nadbytku citrátu železitého na hladiny proteinů 

účastnících se stresu endoplasmatického retikula při dlouhodobé kultivaci u buněčné linie 

HEP-G2 (A) a NES2Y (B). Metodou western blotu a imunodetekce jsme sledovali expresi 

proteinů účastnících se stresu endoplasmatického retikula na proteinové úrovni u buněčné linie 

HEP-G2 (A) a NES2Y (B) po 1, 2, 3 a 4 měsících dlouhodobé kultivace v kultivačním médiu bez 

přídavku železa (KO) a médiu s 50 µM a 100 µM citrátem železitým. Aktin slouží jako kontrola 

nanášky. Ukázán je reprezentativní výsledek ze dvou nezávislých experimentů. PERK = RNA 

dependent protein kinase (PKR); IRE1α = inositol requiring protein 1α; p-IRE1α = fosforylated 

IRE1α; BiP = binding immunoglobulin protein 
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Obrázek 4.13: Vliv dlouhodobého nadbytku citrátu železitého na hladiny proteinů 

účastnících se stresu endoplasmatického retikula při dlouhodobé kultivaci u buněčné linie 

NES2Y (A) a HEP-G2 (B). Metodou western blotu a imunodetekce jsme sledovali expresi 

proteinů účastnících se stresu endoplasmatického retikula na proteinové úrovni u buněčné linie 

HEP-G2 (A) a NES2Y (B) po 1, 2, 3 a 4 měsících dlouhodobé kultivace v kultivačním médiu bez 

přídavku železa (KO) a médiu s 50 µM a 100 µM citrátem železitým. Aktin slouží jako kontrola 

nanášky. Ukázán je reprezentativní výsledek ze dvou nezávislých experimentů. Ero1-Lα = ER 

oxidoreductase 1 Lα; PDI = protein disulfide isomerase; p-eIF2α = phosphorylated eukaryotic 

initiation factor 2; CHOP = CCAAT-enhancer-binding protein homologous protein 
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Obrázek 4.14: Vliv dlouhodobého nadbytku citrátu železitého na proteinové hladiny 

iniciačních kaspáz během dlouhodobé kultivace u buněčné linie HEP-G2 (A) a NES2Y (B). 

Metodou western blotu a imunodetekce jsme sledovali expresi iniciačních kaspáz na proteinové 

úrovni u buněk linie HEP-G2 (A) a NES2Y (B) po 1, 2, 3 a 4 měsících dlouhodobé kultivace v 

kultivačním médiu bez přídavku železa (KO) a médiu s 50 µM a 100 µM citrátem železitým. Aktin 

slouží jako kontrola nanášky. Ukázán je reprezentativní výsledek ze dvou nezávislých experimentů. 
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Obrázek 4.15: Vliv dlouhodobého nadbytku citrátu železitého na proteinové hladiny 

exekučních kaspáz při dlouhodobé kultivaci u buněčné linie HEP-G2 (A) a NES2Y (B). 

Metodou western blotu a imunodetekce jsme sledovali expresi exekučních kaspáz na proteinové 

úrovni u buněk linie HEP-G2 (A) a NES2Y (B) po 1, 2, 3 a 4 měsících dlouhodobé kultivace v 

kultivačním médiu bez přídavku železa (KO) a médiu s 50 µM a 100 µM citrátem železitým. Aktin 

slouží jako kontrola nanášky. Ukázán je reprezentativní výsledek ze dvou nezávislých experimentů. 
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5 DISKUZE 

 Dlouhodobé vystavení organismu zvýšeným koncentracím železa vede k jeho 

poškození. Mezi buňky a tkáně nejvíce poškozované vysokými hladinami železa patří játra 

(Batts, 2007) a kostní dřeň (Braumann et al., 1992; Chai et al., 2015), které slouží jako 

zásobní orgány pro železo, dále buňky a tkáně srdce (Oudit et al., 2006; Das et al., 2015), 

mozku (Hadzhieva et al., 2014) a slinivky (Feder et al., 1996; Swinkels et al., 2006), jež 

jsou velmi metabolicky nebo energeticky aktivní a citlivé na poškození. 

 Známým a in vivo prokázaným negativním efektem nadbytku železa v buňkách je 

tvorba velmi reaktivních kyslíkových radikálů železnatými kationty (Burkitt and Mason, 

1991; Kadiiska et al., 1995) mechanismem Fentonovy reakce (Galaris and Pantopoulos, 

2008), které mohou poškozovat vnitřní struktury buňky. Přesto dodnes neznáme veškeré 

buněčné procesy, které vedou k poškození buněk a tkání v důsledku nadbytku železa. 

 Cílem této diplomové práce bylo přispět k objasnění vlivu nadbytku železa na 

buněčné procesy vedoucí k poškození vybraných buněk a tkání. Procesy vedoucí 

k buněčnému poškození v důsledku působení zvýšených hladin železa na buňky jsme 

sledovali pomocí in vitro modelů buněčných linií reprezentujících lidskou jaterní tkáň – 

HEP-G2 (fenotyp hepatocytů) a lidské pankreatické beta buňky – NES2Y. Vysoké hladiny 

železa v médiu jsme simulovali pomocí přídavku vybraných koncentrací citrátu železitého 

do kultivačního média. 

 Vzhledem k tomu, že se setkáváme s pacienty s dlouhodobě, ale i akutně velmi 

zvýšenou hladinou železa, vytvořili jsme pro studium vlivu nadbytku železa na buněčné 

poškození modely odpovídající oběma stavům. Pro studium akutního vlivu vysokých 

hladin železa na použité buněčné linie jsme použili takové koncentrace citrátu železitého, 

které při krátkodobé kultivaci vedly ke snížení množství buněk pod inokulum v řádu 

desítek hodin. Ke studiu efektu chronického nadbytku železa jsme vytvořili model 

dlouhodobě kultivovaných buněk v médiu s nadbytkem citrátu železitého, jehož 

koncentrace odpovídají hodnotám železa naměřených v plasmě u pacientů 

s diagnostikovaným dlouhodobým nadbytkem železa. Tyto experimentální modely buněk 

ovlivněných nadbytkem železa jsme vytvořili jako součást studií, které v naší laboratoři již 

probíhají na vzorcích tkání od pacientů, přičemž v minulosti jsme se již podobnými 

studiemi zabývali (Balušíková et al., 2009; Dostalíková-Čimburová et al., 2012a; 

Dostalíková-Čimburová et al., 2012b; Dostalíková-Čimburová, et al., 2014). 
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5.1 Vytvoření buněčných modelů 

Pro kultivaci buněk HEP-G2 a NES2Y v rámci testování vlivu nadbytku železa 

jsme prvotně používali médium s plně definovaným složením, ve kterém je 10 % fetálního 

bovinního séra (kapitola 3.6) nahrazeno saturovaným transferrinem jako zdrojem železa 

a dalšími stopovými prvky (Kovář and Franěk, 1984). Toto médium je námi rutinně 

používáno a je vhodné pro růst i dalších buněčných linií (Neumannova et al., 1995; Kovář 

et al., 2006). Při použití plně definovaného média s doplňkem železem saturovaného 

transferrinu však v rámci experimentů docházelo k problémovému růstu kontrolních buněk 

v tomto médiu během některých opakování (data neukázána). Z tohoto důvodu jsme 

i v průběhu experimentů používali standardní kultivační médium s 10 % fetálního 

bovinního séra, jež není plně definované (Balušíková et al., 2009).  

 

5.1.1 Buněčný model akutního vlivu nadbytku železa 

Pro účely krátkodobé kultivace s vysokými koncentracemi citrátu železitého jsme 

pracovali s médiem bez přidaného 2-merkaptoethanolu, jež je běžnou součástí kultivačního 

média (kapitola 3.6). Merkaptoethanol působí jako velmi účinný antioxidant a krom jiného 

hojně brání výskytu hydroxylových radikálů (Petrov et al., 2012), které vznikají při 

nadbytku železnatých iontů v buňce (kapitola 2.4.1). Merkaptoethanol tak byl při 

krátkodobých studiích z média vynechán, neboť nežádoucí měrou zvyšoval odolnost buněk 

vůči nadbytku železa v médiu (data neukázána). V rámci dlouhodobé kultivace buněk 

v médiu s nadbytkem železa byla v médiu přítomnost 2-merkaptoethanolu zachována 

s cílem zlepšit schopnost dlouhodobé proliferace buněk. 

 Na základě výsledků „dose response“ experimentů u linie HEP-G2 i NES2Y jsme 

v rámci pokusů s akutními vysokým dávkami železa používali přídavek 15 mM citrátu 

železitého do média. Jedná se o koncentraci železa v médiu, při které docházelo u obou 

linií ke snížení množství živých buněk pod inokulum již ve 48 hodinách po ošetření (graf 

4.1). Standardně uváděný rozsah normálních hladin sérového železa u mužů je 55 – 60 

µg/dl (Gomella and Haist, 2007). Horní hranice tedy odpovídá 28 µM koncentraci železa 

v plasmě. Pacienti s chronickým nadbytkem železa dosahují hodnot železa nad tuto 

hodnotu. Příkladem jsou pacienti s 275 µg/dl (50 µM), 340 µg/dl (60 µM), 

380 µg/dl (68 µM) či 415 µg/dl (74 µM) železa v plasmě 
3
 (Schauben et al., 1990; Daram 

and Hayashi, 2005). V extrémních případech lze nalézt pacienty s naměřenými hodnotami 

                                                 
3
 http://www.irondisorders.org/iron-overload1 
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koncentrace železa většími než 1000 µg/dl železa, tedy koncentrací 179 µM železa 

v plasmě. Takový značný nadbytek železa v plasmě je velmi vzácný a u pacientů je nutné 

okamžitě započít jeho drastické snižování. Byly doloženy případy pacientů s akutní 

otravou železem s obsahem sérového železa např. 1,70 mg/dl (0,30 mM), 6,79 mg/dl 

(1,22 mM), ale i 20,90 µg/dl (3,74 mM) (Robertson and Tenenbein, 2005). Námi 

používaná koncentrace 15 mM citrátu železitého pro experimenty v řádu desítek hodin 

(akutní efekt nadbytku železa) byla tedy zcela relevantní. 

 Toto je podpořeno i jinými studiemi, které rovněž využívali buněčné modely, např. 

prací Li et al., 2015, kde autoři kultivovali lidskou jaterní buněčnou linii HH4 v 0,1 – 

10 mM nadbytku citrátu železito-amonného v horizontu 12 až 72 hodin se signifikantním 

snížením životaschopnosti HH4 buněk především u 5 mM a 10 mM koncentrace citrátu. 

Dále prací Barisani et al., 2000, kdy i po 7 dnech kultivace buněk HEP-G2 v médiu 

s 0,72 mM citrátem železito-amonným stále pozorovali více než 90 % životaschopných 

buněk a 50 % buněk s nadbytkem železa. Použití vysokých dávek železa bylo popsáno 

i v pracích se zvířecími buněčnými liniemi. Skupina dr. Masudy kultivovala izolované 

ostrůvky pankreatu potkana v médiu za přítomnosti železo-sacharózového komplexu 

o koncentracích 0 mM, 0,35 mM, 1,7 mM a 3,5 mM. Po kultivaci přes noc pozorovali 

v buňkách ostrůvků přítomnost nekrózy v závislosti na použité koncentraci komplexu 

(Masuda et al., 2014). Nižší koncentrace železa byly použity při výzkumu Yang et al., 

2013, ve kterém autoři ošetřili potkanní srdeční buňky linie H9c2 0,3 mM železem a po 72 

hodinách detekovali apoptózu, nebo v práci Chen et al., 2014, kteří indukovali apoptózu 

u myší srdeční buněčné linie HL-1 pomocí 0,3 mM a 0,6 mM FeCl3. 

 

5.1.2 Buněčný model chronického vlivu nadbytku železa 

Pro dlouhodobou kultivaci buněk linií HEP-G2 a NES2Y jsme používali nadbytek 

citrátu železitého o koncentracích 50 µM a 100 µM citrátu železitého v médiu. Jedná se 

o koncentrace železa, které jsou dosažitelné v lidském séru u pacientů s nadbytkem železa 

(Gomella and Haist, 2007) a buňky obou linií jsou v těchto médiích schopny dlouhodobé 

proliferace. V případě buněk obou buněčných linií jsme však již po několika měsících 

jejich kultivace v těchto médiích zaznamenali signifikantně snížené růstové schopnosti 

(obr. 4.9, graf 4.2). 

V minulosti bylo pozorováno, že mírný nadbytek železa podporuje růst nádorových 

buněk (Hann et al., 1988; Hann 1991; Weinberg, 1992; Torti and Torti, 2013). Jedno 

z možných vysvětlení je, že nádorové buňky jsou energeticky náročnější kvůli vysoké 
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aktivitě metabolismu, takže vyšší příjem mikronutrientů a zvláště železa, je nutný 

předpoklad pro jejich rychlejší růst (Hann et al., 1988; Hann 1991; Weinberg, 1992; Torti 

and Torti, 2013). Naše výsledky však naznačují opačný efekt. Růst a přežívání buněk obou 

linií bylo v médiu s 50 µM a 100 µM citrátem železitým naopak negativně ovlivněno ve 

srovnání s buňkami kontroly. Při vysazení stejného počtu buněk na stejnou kultivační 

plochu ve stejném objemu média byl rozdíl růstu jasně zřetelný (graf 4.2). Analýzou 

buněčného cyklu na průtokovém cytometru jsme nezaznamenali žádné změny v průběhu 

buněčným cyklem ani u jedné z buněčných linií dlouhodobě kultivovaných v nadbytku 

železa (graf 4.3). Tyto výsledky naznačují, že k ovlivnění růstu a přežívání u buněk 

dlouhodobě kultivovaných v nadbytku železa pravděpodobně nedocházelo z důvodu 

zpomalení buněčné proliferace, ale spíše z důvodu aktivace buněčné smrti. 

S vysvětlením rozdílu mezi výsledky ukazujícími růst buněk a námi získanými daty 

může pomoci práce autorů Kiessling et al., 2009, kteří ukázali, že lymfomové buňky 

zabraňovaly toxickému působení železem produkovaných reaktivních kyslíkových 

radikálů tak, že více exprimovaly těžký řetězec ferritinu stimulovaný signalizací NF-κB. 

Po inhibici dráhy NF-κB docházelo u nádorových buněk ke snížení exprese ferritinu 

a nádorové buňky umíraly, pravděpodobně právě kvůli poškozením způsobených 

přítomností ROS (Kiessling et al., 2009). Přežívání nebo umírání buněk během nadbytku 

železa tak může záviset na konkrétním stavu buněk, jako je například právě různá exprese 

ferritinu. 

Navíc jsou během experimentů s nadbytkem železa velice důležité nastavené 

experimentální podmínky, neboť i přítomnost malého množství antioxidantů může zabránit 

buněčnému poškození a následné buněčné smrti při stejných koncentracích železa v médiu 

(kapitola 5.1). 

 

5.2 Homeostáze železa při nadbytku citrátu železitého 

 Pro ověření dosaženého přetížení buněk železem, a tedy správnosti vytvořeného 

buněčného modelu vlivu nadbytku železa na buněčné procesy, jsme sledovali změny 

exprese vybraných proteinů homeostáze železa. Sledovali jsme proteiny účastnící se 

regulace vnitřní homeostáze železa – IRP1 a IRP2 (iron regulatory protein 1, 2), proteiny 

účastnící se transportu železa přes membránu – DMT1 (divalent metal transporter 1), 

transferrinový receptor 1 (TfR1), ferroportin a protein účastnící se intracelulárního 

skladování železa – ferritin, lehký řetězec.  
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5.2.1 Vliv akutních vysokých dávek železa na vybrané proteiny homeostáze železa  

 U obou buněčných linií jsme pozorovali snižování hladin proteinů IRP1 i IRP2 

(obr. 4.2). Stejná změna hladin IRP proteinů byla pozorována například během 

experimentů při ošetření buněk 0,9 mM citrátem železito-amonným, kdy po 24 hodinách 

od ošetření docházelo k signifikantnímu poklesu obou regulačních proteinů (Guo et al., 

1995). Snížením exprese těchto regulačních proteinů buňka reaguje na vysoké hladiny 

železa v médiu ve snaze zabránit dalšímu příjmu železa do cytoplasmy. 

 Po 12 hodinách od aplikace 15 mM nadbytku citrátu železitého jsme dalé 

pozorovali změny hladin proteinů zajišťujících transport železa u obou buněčných linií. 

Konkrétně jsme zaznamenali snížení hladiny proteinů DMT1 a TfR1 u obou linií (obr. 4.2) 

a ferroportinu u linie HEP-G2 (obr. 4.2 A). U linie NES2Y se na rozdíl od buněk HEP-G2 

hladina proteinu ferroportinu zvyšovala (obr. 4. 2 B). V případě proteinu ferritinu 

sloužícího jako zásobní protein železa docházelo u obou buněčných linií k jeho zvýšené 

expresi (obr. 4.2). I v případě jiných studií bylo pozorováno snížení hladiny DMT1 např. 

při vystavování linie Caco-2 TC7 železitým kationtům. Ke snižování docházelo 24 až 

72 hodin po ošeření v závislosti na dávce (Sharp et al., 2002). Snižování hladiny TfR1 bylo 

pozorováno u mnoha pokusů studujících vliv nadbytku železa na buňky (Trinder et al., 

1990; Hoepken et al., 2004), ale i např. u pacientů s hemochromatózou (Sciot et al., 1987; 

Lombard et al., 1990). V těchto pracích autoři ukázali, že námi sledovaný efekt snižování 

TfR1 po aplikaci 15 mM citrátu železitého u buněk, v jejich případě nastává již při nižším 

nadbytku železa. Změny hladin těchto proteinů pravděpodobně nastaly v důsledku 

působení již zmíněných IRP regulačních molekul, jejichž snížení má za následek sníženou 

translaci jak proteinu DMT1, tak TfR1 (kapitola 2.2.1). 

 Snížení hladiny exportéru železa ferroportinu u buněčné linie HEP-G2 může být 

vysvětleno působením hepcidinu. (kapitola 2.2.2). Hepcidin je exprimován především 

jaterní tkání (Park et al., 2001) a k jeho syntéze dochází i u buněk HEP-G2 (Fein et al., 

2007). Snížení hladiny ferroportinu bylo také pozorováno např. u pacientů s nealkoholovou 

steatózou jater, u kterých docházelo k přetížení železem, které bylo doprovázeno zvýšenou 

expresí hladiny hepcidinu a tudíž sníženou hladinou ferroportinu (Aigner et al., 2008). Ke 

zvýšení hladiny hepcidinu u buněk kultivovaných v nadbytku železa dochází v důsledku 

působení celé škály signálních kaskád, které jsou aktivovány právě vysokými hladinami 

železa, např. přes TfR2 (Pigeon et al., 2001; Rishi et al., 2015). V případě buněk linie 

NES2Y docházelo na rozdíl od linie HEP-G2 po ošetření nadbytkem železa ke zvýšení 
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exprese ferroportinu. Tento efekt byl pozorován i u jiných modelů jak na úrovni mRNA 

(Aydemir et al., 2009), tak proteinu (Knutson et al., 2003a). 

 Reakce buněčné linie HEP-G2 odpovídá in vivo funkci jaterních buněk při ochraně 

okolní tkáně před toxickým působením železa. Dochází k jeho zadržování v těchto 

buňkách pravděpodobně působením hepcidinu (viz výše). Zvýšená exprese ferroportinu u 

linie NES2Y naopak vede k ochraně buněk před toxickým působením železa uvnitř buňky 

jeho exportem ven. Vzhledem k izolaci buněčné linie od celotělové regulace sérovým 

hepcidinem, je regulace homeostáze železa v buňkách NES2Y řízena především systémem 

IRP/IRE v důsledku čehož je tedy hladina exprese ferroportinu zvyšována (kapitola 2.2.1). 

 Zvýšení exprese ferritinu sloužícího jako zásobní protein pro železo je v souladu se 

zvyšujícím se příjmem železa do buněk a dochází k němu především prostřednictvím 

IRP/IRE systému (Horák et al., 2010). 

 

5.2.2 Vliv dlouhodobě zvýšených dávek železa na vybrané proteiny homeostáze 

železa 

 Během kultivace buněk při dlouhodobém nadbytku železa jsme u buněčné linie 

HEP-G2 pozorovali snižování hladiny importéru železa TfR1 a zvyšování hladiny 

vazebného proteinu ferritinu. Hladina proteinu ferroportinu u buněk linie HEP-G2 

v důsledku nadbytku železa v médiu rovněž rostla. U regulačních proteinů IRP1 a IRP2 

nedocházelo u linie HEP-G2 k viditelným změnám v hladinách proteinů během 

dlouhodobé kultivace v médiu s citrátem železitým (obr. 4.10 A).  Stejně tak docházelo 

k poklesu exprese importerů železa u buněčné linie NES2Y. Na rozdíl od linie HEP-G2 

docházelo u linie NES2Y k poklesu exprese regulačních proteinů IRP1 a IRP2 v prvních 

měsících kultivace v médiu s nadbytkem citrátu železitého. Zvyšovaly se hladiny 

vazebného proteinu ferritinu, hladina exportéru železa ferroportinu se u linie NES2Y 

neměnila (obr. 4.10 B). 

 Z těchto výsledků vyvozujeme, že exprese proteinů homeostáze železa v důsledku 

nadbytku železa závisí na buněčných typech a jejich potřebách. Rozdíl v příjmu železa 

a expresi proteinů účastnících se homeostáze železa v různých buněčných typech byl již 

dříve pozorován například v pracích Balušíková et al., 2009; Lopes et al., 2010 nebo 

diskutován v práci Eisenstein, 2000. 

 Mechanismus regulace exprese sledovaných molekul účastnících se homeostáze 

železa se zdá se neliší mezi akutním a dlouhodobým efektem působení nadbytku železa. 

Nicméně při dlouhodobé kultivaci jsou detekované změny v expresi mírnější. Některé 
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změny v expresi proteinů zaznamenané při akutním nadbytku železa jsme u dlouhodobého 

efektu nadbytku železa nedetekovali pravděpodobně v důsledku malých změn v expresi 

v kombinaci s detekčním limitem použité metody. 

 

5.3 Vliv vysokých dávek železa na oxidativní stres, stres 

endoplasmatického retikula a autofagii 

 V souvislosti s vysokými hladinami železa v buňkách jsme sledovali vybrané 

proteiny reagující na oxidativní stres SOD1, SOD2 (superoxid dismutase 1/2), glutathion 

reduktáza, HIF1α a HIF2α (hypoxia-inducible factors 1/2), proteiny účastnící se stresu 

endoplasmatického retikula PERK, IRE1α a jeho fosforylovanou formu p-IRE1α (fosfo 

Ser724), kalnexin, BiP, Ero1-Lα, PDI, CHOP a fosforylované formy eukaryotického 

iniciačního faktoru p-eIF2α (fosfo Ser51) a proteiny účastnící se procesu autofagie – 

mTOR (mammalian target of rapamycin), protein p62 a protein LC3B (microtubule-

associated protein 1A/1B-light chain 3 B). 

  

5.3.1 Vliv akutních vysokých dávek železa na vybrané proteiny reagující na 

oxidativní stres, stres endoplasmatického retikula a účastnících se autofagie 

  SOD enzymy běžně slouží k přeměně superoxidových radikálů na peroxid vodíku, 

který je v buňce dále redukován (Galaris and Pantopoulos, 2008). Ovšem v případě 

působení nadbytku železa byla v některých případech pozorována snížená aktivita nebo 

hladina těchto antioxidačních enzymů, stejně jako vyčerpání antioxidantů jako jsou 

α-tokoferol, kyselina askorbová nebo retinol (Bartfay and Bartfay, 2000; Turoczi et al., 

2003). Glutathion reduktáza je enzym, jež slouží k redukci glutathionu, který je důležitou 

molekulou v obraně buňky proti oxidativnímu stresu (Deponte, 2013). Proteiny HIF1α 

a HIF2α jsou stabilizovány během hypoxie či nedostatku železa (Koukourakis et al., 2002; 

Lee et al., 2004; Peyssonnaux et al., 2007; Anderson et al., 2013). 

 Z našich pozorování vychází, že u obou buněčných linií nedocházelo k žádným 

změnám exprese proteinů HIF1α a HIF2α po aplikaci 15 mM citrátu železitého. Stejně tak 

jsme ani u jedné buněčné linie nepozorovali změnu hladiny glutathion reduktázy (obr. 4.3). 

Tyto proteiny tak za našich podmínek pravděpodobně nehrají roli při ochraně buňky před 

toxickým působením železa. 

 Zaznamenali jsme ovšem změny exprese u proteinů SOD1 a SOD2 (obr. 4.3). 

U linie HEP-G2 docházelo k poklesu exprese SOD1 oproti kontrole, u linie NES2Y se 
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hladina proteinu SOD1 neměnila. Hladina proteinu SOD2 rostla u obou linií. Změny hladin 

proteinů SOD1 i SOD2 již byly u buněk během působení nadbytku železa pozorovány, a to 

jak jejich snížení (Cockell et al., 2005; Galleano and Puntarulo, 1994; Puukila et al., 2015; 

Badria et al., 2015), tak zvýšení (Zhao et al., 1995; Abdalla et al., 2011; Macco et al., 

2013). Snížená hladina SOD proteinů může být zapříčiněna menší absorpcí ostatních kovů 

kvůli vysokému importu Fe
2+

. Takto byla v buňce pozorovaná nižší koncentrace manganu, 

zinku a mědi, které jsou důležité právě pro fungování SOD1 a SOD2 (Cockell et al., 2005; 

Jouihan et al., 2008). Naopak námi pozorovaná rostoucí hladina proteinu SOD2 u obou 

linií může být známkou vzrůstajícího oxidativního stresu v buňkách ošetřených médiem 

s nadbytkem železa (Zhao et al., 1995; Macco et al., 2013). 

 Změny hladin proteinů účastnících se stresu endoplasmatického retikula jsme 

sledovali u obou buněčných linií již 12 hodin po ošetření buněk nadbytkem železa (obr. 4.4 

a 4.5). V tomto čase jsme zaznamenali zvýšené hladiny proteinů PERK a IRE1α oproti 

kontrolním buňkám. U linie HEP-G2 docházelo po 36 hodinách po ošetření buněk 

nadbytkem železa k poklesu těchto proteinů vůči kontrole. Běhěm experimentů jsme u 

obou linií dále sledovali přítomnost fosforylované formy eIF2α, u linie HEP-G2 stoupající 

s časem. U obou linií jsme také pozorovali zvýšenou hladinu transkripčního faktoru CHOP 

36 hodin po ošetření a u buněčné linie NES2Y v čase 12 hodin docházelo ke zvýšení 

exprese chaperonu BiP. Ani u jedné buněčné linie jsme ovšem nedetekovali zvyšující se 

hladiny fosforylované formy IRE1α. Naopak u buněčné linie HEP-G2 dochází po 36 

hodinách od ošetření buněk nadbytkem železa k poklesu hladiny p-IRE1α oproti kontrole. 

Tento pokles může být vysvětlen prací Lin et al., 2007, ve které autoři pozorovali během 

příliž dlouho trvajícího stresu endoplasmatického retikula snížení hladiny proteinů ATF6 

a právě p-IRE1α. Pokles p-IRE1α u našich experimentů může souviset s pozorováním, že 

při dlouhé aktivaci štěpí p-IRE1α krom ostatních substrátů i svou vlastní mRNA 

(Tirasophon et al., 2000). 

Po aplikaci 15 mM citrátu železitého jsme tak jednoznačně pozorovali známky 

probíhajícího stresu endoplasmatického retikula. Ke stresu endoplasmatického retikula 

dochází, pokud je buňka vystavena hypoxii, deprivaci glukózy, oxidativnímu stresu, virové 

infekci, vysokým hladinám tuků a cholesterolu nebo při mutacích specifických proteinů 

(Tsai and Weissman, 2010). Právě oxidativní stres vyvolaný přítomností nadbytku železa 

tak může být důvodem námi detekovaného stresu endoplasmatického retikula. Během 

stresu endoplasmatického retikula stojí proteiny PERK a IRE1α na počátku signalizace 

UPR (unfolded protein response – kapitola 2.4.2.3). Aktivovaný protein PERK je 
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zodpovědný za fosforylaci eukaryotického iniciačního faktoru 2α (eIF2α), což vede 

k zastavení translace většiny proteinů. Je tak odlehčen nápor nově syntetizovaných 

proteinů na endoplasmatické retikulum (Harding et al., 1999). Zároveň však dochází 

k podpoření translace např. transkripčního faktoru ATF4 (activating transcription factor 4), 

který zajišťuje expresi transkripčnícho faktoru CHOP a chaperonu BiP (Harding et al., 

1999), což je v souladu s našimi pozorováními. Námi pozorovaná vyšší aktivita proteinů 

PERK a IRE1α společně s fosforylací eIF2α, změnou exprese chaperonu BiP, 

transkripčního faktoru CHOP byly také pozorovány v řadě jiných experimentů 

s nadbytkem železa (Petrák et al., 2007; Lou et al., 2009; Tan et al., 2013; Park et al., 

2014; Liu et al., 2016). Práce Lou et al., 2009 zároveň propojuje stres endoplasmatického 

retikula s aktivací apoptózy. 

 Na základě našich výsledků, které jsou podpořeny pozorováním jiných 

výzkumných skupin zabývajících se vlivem nadbytku železa na buněčné procesy 

usuzujeme, že dalším mechanismem přispívajícím k poškození buněk a tkání působením 

nadbytku železa je signalizace reagující na stres endoplasmatického retikula. Stres 

endoplasmatického retikula v důsledku nadbytku železa může být buď přímou příčinou 

buněčného poškození nebo může vést k následným procesům poškození až smrti buňky. 

 Kromě stresu endoplasmatického retikula, jsme v buňkách ošetřených 15 mM 

nadbytkem citrátu železitého pozorovali známky probíhající autofagie. U obou linií 

docházelo k poklesu proteinu p62 (obr. 4.6), který je důležitý při rozpoznávání 

specifických substrátů určených k degradaci. Po navázání je protein p62 se substrátem 

naveden do váčku směřujícího do lysozomu (autofagozom) (Reggiori et al., 2012). 

Zároveň jsme u obou linií pozorovali postupné přibývání proteinu LC3B (obr. 4.6), který je 

důležitý pro formování autofagozomu a rozvoj autofagie (Mizushima et al., 2011). Hladina 

proteinu mTOR se neměnila ani u jedné námi zkoumané buněčné linie (obr. 4.6). 

Autofagie byla pozorována při pokusech na buněčné linii SH-SY5Y používané při studiu 

Parkinsonovy choroby. Po zvýšení exprese DMT1 na těchto buňkách autoři pozorovali 

významný nárůst železa uvnitř buněk, který vedl ke zvýšení oxidativního stresu a následně 

autofagie (Chew et al., 2011). Dále byla autofagie pozorována při použití nanopartikulí 

oxidu železa na rakovinné buňky karcinomu plic A549. Partikule obsahující železo 

vyvolaly v buňkách oxidativní stres, který vedl ke zvýšení autofagie a k nekróze (Khan et 

al., 2012).  

Námi pozorované známky probíhající autofagie při ošetření buněk citrátem 

železitým jsou v souladu s pozorováním některých autorů zabývajících se nadbytkem 
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železa. Pravděpodobně se jedná o snahu odstranit poškozené kompartmenty a snížit tak 

dopad toxicity železa uvnitř buňky. Vzhledem k neměnící se hladině proteinu mTOR však 

pravděpodobně nebyla signalizace autofagie spuštěna na základě vnějších signálů. 

 

5.3.2 Vliv dlouhodobě zvýšených dávek železa na vybrané proteiny reagující na 

oxidativní stres, stres endoplasmatického retikula a účastnících se autofagie 

 Rovněž u dlouhodobě kultivovaných buněk jsme testovali změny v hladinách 

vybraných proteinů účastnících se odpovědi na oxidativní stres, jmenovitě proteinů SOD1, 

SOD2, glutathion reduktázy, HIF1α a HIF2α. Ani u jednoho z testovaných proteinů jsme 

u obou buněčných linií nepozorovali žádné změny v expresi (obr. 4.11) s výjimkou SOD1 

u linie NES2Y (obr. 4.11 B). Změny v expresi proteinu SOD1 však byly nekonzistentní, 

a tudíž nepřesvědčivé.  

Změna hladiny SOD1 a SOD2 při mírném nadbytku železa však byla pozorována 

v experimentech Cockell et al., 2005, a to v důsledku deficience mědi. Autoři ukázali, že 

samotné zvýšení hladiny železa nevede ke změnám v proteinech SOD1 i SOD2. Absence 

změny v expresi proteinů SOD1 a SOD2 u našich buněčných modelů tedy může být 

výsledek toho, že námi zvolený nadbytek železa (tedy 50 µM a 100 µM) nebrání 

v absorpci kationtů ostatních kovů prostřednictvím DMT1. 

 Stejně jako v případě vysokých dávek železa jsme u dlouhodobě kultivovaných 

buňek při dlouhodobém nadbytku železa testovali přítomnost stresu endoplasmatického 

retikula. Ani u jedné buněčné linie jsme však při kultivaci buněk v médiu s nadbytem 

železa nepozorovali signifikantní známky probíhajícího stresu endoplasmatického retikula. 

Možné změny v hladinách proteinů stresu endoplasmatického retikula jsme přitom 

zaznamenali u buněčné linie HEP-G2 pouze v případě transkripčního faktoru CHOP 

zvyšujícího se v závislosti na dávce citrátu železitého (obr. 4.13 A) a u linie NES2Y 

v případě proteinu ERO1-Lα a IRE1α opět zvyšujících se v závislosti na dávce citrátu 

železa (obr. 4.13 B a 4.12 B). 

 Jak již bylo diskutováno v kapitole 5.3.1, stres endoplasmatického retikula lze 

pozorovat nejen po vystavení buněk nebo modelových zvířat vysokým dávkám železa, ale 

také při chronickém působení nadbytku železa (Lou et al., 2009; Dongiovanni et al., 2013). 

Námi pozorované případné zvyšování hladin IRE1α, ERO1-Lα a CHOP tak může být 

projevem přítomnosti pouze mírného stresu endoplasmatického retikula při chronické 

kultivaci buněk ve dlouhodobě zvýšených hladinách železa. 



 

 

98 

 

 Ve srovnání s akutním efektem nadbytku citrátu železitého na testované buněčné 

linie jsou námi testované projevy oxidativního stresu a stresu endoplasmatického retikula 

u dlouhodobě kultivovaných buněk minimální nebo námi použitou metodou 

nedetekovatelné, a tedy pravděpodobně výrazněji neovlivňují růstové schopnosti buněk 

během jejich dlouhodobé kultivace při nadbytku citrátu železitého. 

 

5.4 Aktivace kaspáz 

Pro detekci aktivace apoptózy buněk vystavených nadbytku železa jsme sledovali 

expresi vybraných kaspáz a jejich štěpů. Sledovali jsme proteinové hladiny iniciačních 

kaspáz – kaspázy-2, -8 a -9 a proteinové hladiny exekučních kaspáz – kaspázy-3, -6 a -7. 

 

5.4.1 Vliv akutních vysokých dávek železa na aktivaci kaspáz 

Z výsledků našich experimentů vyplývá, že použitá akutní vysoká koncentrace 

citrátu železitého (15 mM citrát železitý v médiu) vyvolává u buněk linií HEP-G2 

a NES2Y aktivaci iniciačních i exekučních kaspáz. Tato změna se projevovala již 12 hodin 

po ošetření buněk. V tomto čase docházelo u obou linií k aktivaci kaspázy-8 (obr. 4.7). 

Společně docházelo ke zvyšování hladin štěpených forem všech tří studovaných 

exekučních kaspáz (kaspáza-3, kaspáza-6, kaspáza-7) (obr. 4.8), což společně se štěpením 

kaspázy-8 naznačuje aktivaci vnější dráhy apoptotické signalizace. Případnou pozdější 

aktivaci vnitřní dráhy apoptózy předpokládáme u linie HEP-G2, u které poklesla hladina 

celé formy kaspázy-9 po 24 hodinách. Hladina kaspázy-9 u linie NES2Y zůstala v námi 

testovaném časovém horizontu beze změny. Ani u jedné buněčné linie se nám nepodařilo 

úspěšně zachytit štěp kaspázy-9 (obr. 4.7). Předpokládaná aktivace vnější dráhy apoptózy 

v důsledku nadbytku železa je podpořena prací Li et al., 2015, kde autoři při ošetření 

buněk nadbytkem železa ukázali aktivaci apoptózy vnější dráhou prostřednictvím exprese 

Fas ligandu. Zároveň také ukázali, že souběžně dochází ke štěpení proteinu Bid a aktivaci 

kaspázy-9, a tedy i k aktivaci vnitřní dráhy apoptózy. 

Aktivace vnitřní dráhy apoptózy byla dále pozorová v důsledku působení nadbytku 

železa na myší a lidské erytroidní buňky (Taoka et al., 2012) a během hromadění železa 

v oblasti substantia nigra myších mozků (You et al., 2015). V obou zmíněných případech 

dochází ke snižování hladiny anti-apoptotického proteinu Bcl-2 a projevům apoptózy. V již 

zmíněných prácích na buněčných liniích HL-1 (Chen et al., 2014) a H9c2 (Yang et al., 

2013) byla ukázána aktivace apoptózy spojená s aktivitou kaspázy-9, která odpovídá 
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i práci Gu et al., 2014, kde během nadbytku železa docházelo nejen ke zvýšení hladiny 

kaspázy-9, ale i adaprotového proteinu Apaf-1, který je důležitý právě pro aktivaci vnitřní 

dráhy. Žádný ze zmíněných autorů nepopsal aktivaci exekuční kaspázy-6 a kaspázy-7, 

které jsme pozorovali v našich experimentech. 

 

5.4.1.1 Aktivace kaspázy-2 během akutního nadbytku železa  

Poprvé se nám povedlo ukázat aktivaci kaspázy-2 v reakci na nadbytek železa 

(obr. 4.7). Jak u buněčné linie HEP-G2, tak linie NES2Y docházelo již 12 hodin po 

ošetření 15 mM citrátem železitým ke značnému poklesu hladiny celé formy kaspázy-2 

v čase. Zároveň jsme pozorovali zvýšení hladiny štěpu oproti kontrole. Stejně jako některé 

ostatní kaspázy, je kaspáza-2 spojena s procesem iniciace apoptózy. Ta navíc může být 

oddělena od vnitřní i vnější dráhy a nezávislá na aktivitě proteinu p53, jako tomu je 

například při poškození DNA γ radiací, kdy není aktivní CHK1 (checkpoint kinase 1) (Sidi 

et al., 2008).  

Známou signální dráhou, kterou kaspáza-2 aktivuje vnitřní dráhu apoptózy, je 

sestavení PIDDozomu, aktivace proteinu Bid a Bax a uvolnění cytochromu c 

z mezimembránového prostoru mitochodnrií (Ho et al., 2008). Svou úlohu hraje kaspáza-2 

také v regulaci buněčného cyklu a opravách DNA pomocí NHEJ (non homologou end 

joining) (Vakifahmetoglu-Norberg and Zhivotovsky, 2010). Působení kaspázy-2 v našem 

našem modelu však pravděpodobně zahrnuje její aktivaci přítomností reaktivních 

oxidativních radikálů (ROS). Aktivace kaspázy-2 byla pozorována např. u nervových 

kmenových buněk po indukci tvorby ROS pomocí DMNQ (2,3-dimethoxy-1,4-

naphthiquinon) (Tamm et al., 2008), nebo po indukci ROS u neuroblastomu pomocí 

t-BOOH (tert-butylhydroperoxide) (Amoroso et al., 2002). V jiné práci byla pozorována 

aktivace kaspázy-2 po indukci tvorby ROS uvnitř buňky, kde aktivovaná kaspáza-2 vedla 

k aktivaci kaspázy-3 (Kim et al., 2012). Pomocí siRNA tato skupina navíc ukázala, že pro 

indukci apoptózy je důležitá právě aktivace kaspázy-2 a následně kaspázy-3 oproti aktivitě 

kaspázy-8 a kaspázy-9 (Kim et al., 2012). Naše vlastní experimenty s inhibicí exprese 

kaspázy-2 pomocí siRNA však byly nekonzistentní (data neukázána).  

Při testování aktivace kaspáz u buněčné linie NES2Y po ošetření buněk 10 mM 

citrátem železitým, na rozdíl od námi běžně používaného 15 mM citrátu, jsme během 36 

hodin nedetekovali žádné štěpy exekučních kaspáz. Ovšem již ve 12 hodinách po aplikaci 

10 mM citrátu železitého docházelo k výraznému snížení hladiny celé formy kaspázy-2 

(data neukázána). Ve spojení s tím, že při ošetření buněk 15 mM citrátem železitým 
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dochází k výrazné fosforylaci p-eIF2α později než k aktivaci kaspáz, a tedy i možnému 

zastavení translace, usuzujeme, že kaspáza-2 může být důvodem aktivace apoptózy 

u buněk ošetřených vysokými koncentracemi železa.  

Na základě výše zmíněných studií a našeho pozorování předpokládáme, že kaspáza-2 

je aktivována ROS vznikajícími intracelulárně v důsledku nadbytku železa a její aktivita se 

podílí na snížení životaschopnosti takto poškozených buněk. 

 

5.4.2 Vliv dlouhodobě zvýšených dávek železa na aktivaci kaspáz 

Snížená schopnost buněk dlouhodobě proliferovat v nadbytku železa může být 

zapříčiněna přítomností aktivovaných kaspáz. Štěpy exekuční kaspázy-3, kaspázy-6 

i kaspázy-7 jsme v buňkách detekovali již po jednom měsíci dlouhodobé kultivace (obr. 

4.15). Hladina štěpů kaspáz korespondovala s rostoucí koncentrací citrátu železitého. Je 

ovšem zajímavé, že k aktivaci exekučních kaspáz docházelo bez známek aktivace iniciační 

kaspázy-8 nebo -9 (obr. 4.14). 

 

5.4.2.1 Aktivace kaspázy-2 během dlouhodobého nadbytku železa 

Jediná námi testovaná iniciační kaspáza, u které docházelo k aktivaci, je kaspáza-2 

(obr. 4.14 A). Její štěp se objevoval již po prvním měsíci dlouhodobé kultivace buněk 

v nadbytku železa u buněčné linie HEP-G2. U buněčné linie NES2Y se nám v případě 

dlouhodobé kultivace buněk v médiu s nadbytkem železa nepodařilo štěp kaspázy-2 

detekovat. Možná role kaspázy-2 v aktivaci apoptózy je diskutována výše v kapitole 

5.4.1.1. Námi pozorované zvýšené hladiny štěpených forem exekučních kaspáz -3, -6 a -7 

u obou buněčných linií, zvyšující se hladina štěpené formy iniciační kaspázy-2 u linie 

HEP-G2 a nejasné změny v hladinách celých či štěpených forem iniciačních kaspáz -8 a -9 

podporují námi předpokládanou roli kaspázy-2 v aktivaci apoptózy během působení 

nadbytku železa na buněčné linie. Štěpení kaspázy-2 během dlouhodobého působení 

nadbytku železa (chronický efekt) na testované buněčné linie bylo stejně jako v případě 

krátkodobé kultivace ve vysokém nadbytku železa (akutní efekt) pozorováno poprvé. 

Na základě našich výsledků předpokládáme, že přítomnost aktivovaných kaspáz u 

pacientů s chronickým nadbytkem železa může být vysvětlením, proč u těchto pacientů 

často dochází například k histologickým změnám jater, jako je rozvoj parenchymální 

siderózy (Özgüner and Sayin, 2002), jaterní cirhózy (Lisboa, 1971), nebo ke vzniku 

diabetes mellitus (Swaminathan et al., 2007). 
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6 ZÁVĚR 

Cílem této diplomové práce bylo přispět k objasnění molekulárních mechanismů 

vedoucích k buněčnému poškození a následné buněčné smrti v důsledku působení 

nadbytku železa u vybraných buněčných linií. Jako model jsme použili buňky linie 

HEP-G2 reprezentující lidské hepatocyty a buňky linie NES2Y reprezentující lidské 

pankreatické beta buňky, které představují buněčné typy nejčastěji poškozované 

nadměrnou akumulací železa. 

 

[1] Pro studium akutního i dlouhodobého působení nadbytku železa se nám podařilo 

vytvořit vhodné buněčné modely odpovídající oběma těmto stavům. Pro studium akutního 

vlivu vysokých hladin železa na použité buněčné linie jsme použili takové koncentrace 

citrátu železitého v médiu, které při krátkodobé kultivaci vedly ke snížení množství buněk 

pod inokulum v řádu desítek hodin, tj. 15 mM citrát železitý v médiu. Ke studiu efektu 

chronického nadbytku železa jsme vytvořili model dlouhodobě kultivovaných buněk 

v médiu s nadbytkem citrátu železitého, jehož koncentrace odpovídají hodnotám železa 

běžně naměřitelných v plasmě u pacientů s diagnostikovaným dlouhodobým nadbytkem 

železa, tj. 50 µM a 100 µM citrát železitý v médiu. 

[2] Na základě analýzy hladin proteinů účastnících se homeostáze železa jsme 

potvrdili, že buňky námi testovaných buněčných linií vykazují známky přetížení železem 

a to jak v případě krátkodobé, tak dlouhodobé kultivace buněk v médiích s nadbytkem 

železa. U obou buněčných linií jsme po krátkodobé i dlouhodobé kultivaci buněk 

v médiích s nadbytkem železa detekovali zvyšující se hladiny vazebného proteinu ferritinu, 

reagující na zvyšující se intracelulární hladiny železa. Buňky zároveň reagovali na vysoké 

hladiny citrátu železitého v médiu sníženou expresí importérů kationtů železa ve snaze 

snížit příjem železa přes plasmatickou membránu. V závislosti na buněčném typu 

pravděpodobně docházelo i k vyššímu exportu iontů železa z buňky prostřednictvím 

exportéru ferroportinu. 

[3] Zjistili jsme, že krátkodobá kultivace buněk obou vybraných linií v médiu s 15 mM 

citrátem železitým vede ke stresu endoplasmatického retikula v buňkách. Ke změnám 

exprese markerů stresu endoplasmatického retikula na proteinové úrovni docházelo již po 

12 hodinách od aplikace nadbytku železa. V případě dlouhodobé kultivace buněk 

v nadbytku železa byly změny v hladinách proteinových markerů stresu 
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endoplasmatického retikula minimální či námi nedetekované u obou buněčných linií. Ke 

stresu endoplasmatického retikula docházelo pravděpodobně v důsledku oxidativního 

stresu vyvolaného zvýšenou přítomností volných iontů železa v buňce. Známky 

oxidativního stresu v buňkách obou linií se nám podařilo prokázat pouze u v případě 

akutního přetížení buněk železem. V případě dlouhodobé kultivace buněk v přítomnosti 

nadbytku železa se změny hladin námi testovaných markerů oxidativního stresu nepodařilo 

jednoznačně prokázat. V případě akutního přetížení buněk železem jsme u obou linií navíc 

zaznamenali přítomnost autofagie. Pravděpodobně se jednalo o snahu buněk odstranit 

poškozené buněčné kompartmenty a snížit tak dopad toxicity železa uvnitř buňky. 

[4] U obou buněčných linií se nám v důsledku přetížení železem podařilo prokázat 

buněčnou smrt apoptózou. Buňky obou buněčných linií reagovali na krátkodobý nadbytek 

citrátu železitého aktivací iniciačních i exekučních kaspáz. Vzhledem k prvotní aktivaci 

kaspázy-8 a absenci aktivované kaspázy-9 předpokládáme, že při poškození buněk 

železem, dochází k aktivaci apoptózy pravděpodobně vnější drahou. Z exekučních kaspáz 

byly aktivovány kaspáza-3, -6 a -7. Štěpy exekuční kaspázy-3, kaspázy-6 i kaspázy-7 jsme 

detekovali i v buňkách dlouhodobě kultivovaných v médiu s nadbytkem železa a to již po 

jednom měsíci kultivace. Přítomnost aktivovaných exekučních kaspáz je pravděpodobně 

důvodem snížené schopnosti buněk dlouhodobě proliferovat v nadbytku železa. Dále jsme 

v případě krátkodobého i dlouhodobého působení nadbytku železa jako první detekovali 

štěp kaspázy-2. Její role v indukci apoptózy v důsledku působení vysokých dávek železa 

bude předmětem našich dalších studií.  

 Na vytvořených buněčných modelech akutního i chronického efektu nadbytku 

železa jsme ukázali, že po vystavení buněk zvýšeným koncentracím železa v médiu 

dochází v případě obou buněčných linií k aktivaci kaspáz a tedy buněčné smrti apoptózou. 

Na rozdíl od chronického působení nadbytku železa na buňky vybraných linií jsme 

u buněčného modelu akutního efektu vysokých dávek železa jednoznačně pozorovali 

probíhající oxidativní stres a stres endoplasmatického retikula, který může být jedním 

z procesů přispívajícím ke smrti buněk. 

 V budoucnu se na vytvořených buněčných modelech budeme hlouběji zabývat rolí 

kaspázy-2 v procesech poškození buněk a tkání v důsledku nadbytku železa, prohloubením 

znalostí o nalezených drahách, především vnitřní dráhou aktivace apoptózy, a dalšími 

procesy, které se mohou poškození a smrti buněk v důsledku nadbytku železa účastnit. 
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