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Abstrakt

Zelezo je esencialni stopovy prvek pro vétsinu zndmych organismi. Nadbytek
zeleza v bunkach a tkanich vsak vede K jejich poskozovani. Nejéasteji dochazi k poskozeni
parenchymatickych organd, jako jsou jatra, pankreas ¢i srdce.

Naplni této diplomové prace bylo vytvofit bunééné in vitro modely pro zkoumani
vlivu nadbytku Zeleza u hepatocytli a pankreatickych beta bun¢k a na téchto modelech
zkoumat d¢je, které pti nadbytku zZeleza vedou k bunéénému poskozeni. Zamétili jsme se
na zkoumani pfitomnosti oxidativniho stresu a stresu endoplasmatického retikula a aktivaci
apoptotické bunééné smrti. K experimentiim jsme pouzivali buiiky bunééné linie HEP-G2
zastupujici lidské hepatocyty a linie NES2Y zastupujici lidské pankreatické beta bunky.

Pro studium mechanismt bunééného poskozeni v dusledku nadbytku zeleza jsme
pouzili dva pfistupy, pomoci nichz jsme sledovali jak akutni, tak dlouhodoby vliv
vysokych hladin Zeleza na poSkozeni vybranych bunécénych linii. Pfi studiu akutniho vlivu
nadbytku Zeleza jsme na bunky aplikovali vysoké davky zeleza (za pouziti 15 mM citratu
zelezitého v médiu), které vedly k aktivaci bunécné smrti béhem kultivace bun¢k v fadu
hodin. Dlouhodoby vliv nadbytku Zeleza jsme sledovali u bun¢k pravidelné kultivovanych
Vv ptitomnosti 50 uM a 100 uM citratu zelezitého po dobu nékolika mésici. Koncentrace
zeleza v podobé citratu zelezitého pouzité pii dlouhodobé kultivaci bunc¢k odpovidaly
bézné dosazitelnym hodnotam koncentrace zeleza v plasmé pii nadbytku zeleza u ¢lovéka.

Béhem kultivace bun¢k pii akutnich vysokych davkach zeleza jsme u obou
doprovazenou signifikantnim sniZzenim mnozstvi bun€k oproti kontrole. Poprvé jsme
ptitom poukazali na moznou roli kaspazy-2 pfi reakci bunék na nadbytek zeleza. Jako
moznou pii¢inu aktivace kaspaz jsme v bunkach detekovali znamky probihajiciho
oxidativniho stresu a stresu endoplasmatického retikula. U dlouhodobé kultivovanych
bun¢k v ptitomnosti nadbytku zeleza jsme jiz po jednom mésici kultivace zaznamenali
pomalejsi rist bunék oproti kontrolnim bunikdm obou testovanych linii. U téchto bunék
jsme pozorovali zvySenou aktivaci exekucnich kaspaz a kaspazy-2 bez vyraznéjSich
znamek piitomnosti oxidativniho stresu a stresu endoplasmatického retikula.

NaSe vysledky tak ptispivaji k poznani molekuldrnich mechanismi plsobeni
nadbytku Zeleza na vybrané bunécné linie. Béhem kultivace bun€k pfi nadbytku Zeleza

jsme pozorovali vyssi hladinu oxidativniho stresu, stresu endoplasmatického retikula



a aktivaci apoptotické signalizace. Navic jsme béhem kratkodobé i dlouhodobé kultivace
pii nadbytku zeleza zaznamenali aktivaci kaspazy-2, jejiz role bude pfedmétem dalsiho

zkoumani.

Kli¢ova slova: Nadbytek zeleza, NES2Y, HEP-G2, apoptdéza, oxidativni stres, Stres

endoplasmatického retikula, kaspaza-2



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 uM and 100 uM 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



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 Uvop

Zelezo patii mezi nejéastdji se vyskytujici prvky zemské kary. Hraje
nezastupitelnou roli bchem biologickych procesi vétSiny znamych organismi.
V biologickych systémech se Zelezo nejéastéji vyskytuje jako dutlezita soucast zelezo-
sirnych klastrii ucastnicih se oxidativné reduk¢nich déju, hemu (cytochromy, hemoglobin,
myoglobin) ¢i je vazané ve formé ferritinu, transferrinu, zelezitych soli organickych
kyselin aj. Pres svou nenahraditelnost je vSak zvySena pfitomnost kationtl zeleza v bufice
pro bunky toxicka (Andrews, 1999; Gomez et al., 2005).

Dodnes neni znam zadny mechanismus, kterym by se lidsky organismus aktivné
zbavoval nadbytecného Zeleza, proto jsou poruchy piijmu Zeleza spojené¢ s jeho
hromadénim v organismu zavaznym problémem. K hromadéni zeleza v buiikéach a tkanich
dochazi v disledku riznych patologickych stavii, pfi¢emz asi nejznamnéjsim ptikladem je
akumulace Zeleza u pacienti s hereditarni hemochromatozou (Swinkels et al., 2006).
Zvysujici se hladina intracelularniho zeleza vede k tvorbé reaktivnich kyslikovych
radikalt, které nasledné poskozuji struktury buiky a tkani (Burkitt and Mason, 1991;
Kadiiska et al., 1995). Pokud neni nadbytecné ukladani Zeleza vcas diagnostikovano,
mohou byt tyto patologické stavy nevratné. Poskozeni nadbytkem Zzeleza jsou poté
asociovana s fadou onemocnéni, mezi né¢z patii naptiklad diabetes mellitus, fibroza nebo
cirh6za jater, kardiomyopatie a selhani srdce, artritida nebo poSkozeni varlat. U pacientl
s nadbytkem Zeleza jsou také Castéji diagnostikovany rtizné typy naddorovych onemocnéni,
mezi nimiz pievlada hepatocelularni karcinom (Fujita et al., 2009).

S ohlédnutim na fakt, ze témé&f 10% populace zapadni civilizace nese mutovanou
formu genu HFE, ktera je spojena s moznym rozvojem hereditairni hemochromatdzy
(Feder et al., 1996), a rizikovy zivotni styl (vysoky pfijem Zeleza v potrave, obezita aj.), je
vliv nadbytku Zeleza na bunétné procesy dulezitym predmétem vyzkumu. Piesto, ze jesté
neni znam piesny mechanismus, kterym nadbytek Zeleza v bunikach a tkanich zplsobuje
jejich poskozeni, byla jasné prokazana role Zeleza pii tvorbé velmi reaktivnich kyslikovych
radikalll a nédsledném oxidativnim poskozeni struktur buniky, jako jsou DNA, proteiny ¢i
lipidy biomembran, S naslednym vlivem na pfestavbu tkani in vivo (Bartsch and Nair,
2004). Beéhem poslednich let byly provedeny experimenty, které poukazuji na vliv
nadbytku zeleza na vznik stresu endoplasmatického retikula (Lou et al., 2009; Park et al.,
2014) a které popisuji vliv nadbytku zeleza na aktivaci apoptozy (Miwa et al., 2011; Taoka
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et al.,, 2012; Li et al., 2015). Pro potvzeni ulohy stresu endoplasmatického retikula,
apoptdzy a pripadné dalSich bunéénych procest se vSak musi ve vyzkumu pokracovat.

V nasi laboratofi jiz dlouhodobé probihd vyzkum metabolismu Zeleza ¢lovéka
a vlivu nadbytku Zeleza na jeho zdravi (Balusikova et al., 2009; Dostalikova-Cimburova et
al., 2012a; Dostalikova-Cimburova et al., 2012b; Dostalikova-Cimburova et al., 2014).
Cilem této diplomové préace bylo pfispét k poznani molekuldrnich mechanismi bunééného
poskozeni a nasledné buné¢né smrti v dasledku akumulace Zeleza u in vivo modeld
NES2Y) a ptispét tak k vysvétleni dosud nejasné problematiky poSkozeni piislusnych

organtl.

Cilem prace bylo:

[1] Vytvofit bunééné modely pro studium akutniho i dlouhodobého plisobeni nadbytku

zeleza u vybranych bunéénych linii

[2] Stanovit vliv kratkodobého a dlouhodobého pilisobeni nadbytku Zeleza na expresi

vybranych proteinti homeostaze Zeleza u vytvofenych bunéénych modela
[3] Stanovit vliv kratkodobého a dlouhodobého pisobeni nadbytku Zeleza na expresi
markerti oxidativniho stresu, stresu endoplasmatického retikula a autofagie

u vytvofenych bunéénych modeld

[4]  Stanovit vliv kratkodobého a dlouhodobého piisobeni nadbytku Zeleza na aktivaci

.....
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2 LITERARNI PREHLED

2.1 Metabolismus Zeleza

Obsah zeleza se u zdravého dosp€lého muze obvykle pohybuje v rozmezi mezi 35
az 50 mg iontl zeleza na kilogram télesné vahy. U Zen je tato hladina nizsi v dusledku
periodické ztraty krve (Andrews, 1999; Gomez et al., 2005). Ve zdravém téle dospélého
¢lovéka je tedy pifitomno zhruba 3 — 5 mg zeleza, pficemz nejvétsi ¢ast (1800 — 2300 mg)
je soucasti hemoglobinu ¢ervenych krvinek. Zbylé Zelezo se nachazi v myoglobinu svald,
je soucast enzymu a cytochromu (250 — 350 mg), ulozeno v jatrech (200 — 1000 mg),
makrofazich retikuloendotelidlniho systému (500 — 600 mg) ¢i v kostni dfeni (150 — 300
mg). Zhruba 3 mg zeleza jsou vazané na transferrin (Andrews, 1999; Gémez et al., 2005;
Swinkels et al., 2006).

2.1.1 Absorpce organismem

Typicka zapadni strava obsahuje 15 — 20 mg Zeleza (Andrews, 1999, Gomez et al.,
2005), které se nachazi ve formé& organické (hemové Zelezo) piedevsim ze zivocisnych
zdroji (hemoglobin a myoglobin, pfipadné cytochromy) a ve formé anorganické
(ne-hemové zelezo), ptijimané piedevSsim z rostlinné, ale 1 zivoCisné stravy
(Hallberg, 1981; Andrews et al., 1999). Pomér hemového a ne-hemového Zeleza ve stravé
zavisi na stravovacich navycich. Obvykla zapadni strava obsahuje 10 — 15 % hemového
zeleza a 85 — 90 % zeleza ne-hemového (Hallberg, 1981). Ze stravou pfijatych 15 — 20 mg
Zeleza je do organismu absorbovano cca 1 — 2 mg. Tedy mnozstvi, které kompenzuje
pfirozené denni ztraty (Andrews et al., 1999; Gomez et al., 2005).

Ke vstfebavani hemového i ne-hemového zeleza dochazi v duodenu a v proximalni
Casti jejuna apikdlni membranou zralych enterocyti (Muir and Hopfer, 1985;
Chowrimootoo et al., 1992). Zatimco stfebavani hemového zeleza je méné zavislé na
sloZeni potravy, absorpce ne-hemového Zeleza je pozitivné ovlivnéna kyselym prostfedim
zaludku, pfitomnosti vitaminu C, citratu, pfitomnosti masa a ryb ve stravé. Naopak
negativni dopad na vstfebavani Zeleza maji n€které rostlinné slozky (napt. fytaty, oxalaty,
proteiny soji, €i taniny obsazené v kaveé a €aji) nebo zivocisné produkty (vajecny zloutek
a bilek, mléko). Kromé toho je vstiebavani sniZzeno ptitomnosti vapniku a dvojmocnych
kationtd 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 Zeleza

Hemové zelezo je absorbovano snadnéji nez ne-hemové. Prostiednictvim
enterocyti je absorbovano 15 — 35 % hemu piijatého potravou, pii¢emz hemové Zelezo
muze tvofit az dvé tietiny celkové piijatého zeleza (Monsen, 1988; Anderson et al., 2005).
K traveni proteini obsahujicich hem dochédzi pomoci duodendlnich enzymi, piedevsim
trypsinu v pfitomnosti kyselého obsahu zaludku. Po Stépeni se uvoliiuje globin a intaktni
molekula hemu (Conrad et al., 1966).

Molekula hemu je do enterocytu pienesena pomoci transportéru HCPI
(heme carrier protein 1) nachazejicim se na apikalni membrané enterocytu (obr. 2.1).
Kromé hemu vsak HCP1 transportuje také folat, ke kterému navic vykazuje vyssi afinitu
(Le Blanc et al., 2012). Po pfeneseni hemu do cytosolu enterocytu je hem oxidovan
a degradovan hem oxygendzou (HO) za uvolnéni Zeleznatého kationtu, oxidu uhelnatého
avody (Kikuchi et al., 2005). Proteiny s hem oxygenazovou aktivitou jsou znamy dva —
hem oxygendza 1 (HO1) a hem oxygenaza 2 (HO2) (Rotenber and Maines, 1990;
Bianchetti et al., 2007). Exprese HO1 je podminéna ptitomnosti hemu a bunéénymi stresy,
jako je hypoxie, zanét ¢i oxidativni stres (Ryter et al., 2006). Oproti tomu, HO2 je
exprimovana konstitutivné (Fraser et al., 2011).

V buiikach nedochazi po absorpci hemu pouze k jeho katabolismu, ale také se muze
intaktni dostavat do plasmy pomoci transportéru FLVCR1 (feline leukemia virus group C
receptor) (Quigley et al., 2004; Khan and Quigley, 2013). Po pfeneseni do plasmy je hem
vazan na prenaseCové proteiny albumin nebo hemopexin (Seery and Muller-Eberhard,

1973).

2.1.1.2 Absorpce ne-hemového Zeleza

Biologicka dostupnost ne-hemového zeleza je nizka, pouze 2 — 20 % (Monsen,
1988), pficemz se v potravé vyskytuje predev§im ve své velmi malo rozpustné, troymocné
podobé (Carpenter and Mahoney, 1992). Trojmocné Zelezo uvolnéné z potravy je ticba
pievést na elezo dvojmocné, které je 1épe rozpustné. K redukci Fe** na Fe** dochazi
Vv kyselém prostiedi zaludku (napt. ptisobenim vitaminu C) ¢i je zajisténa ferrireduktazami
Vv tenkém stfevu (Bergeim and Kirch, 1949; Raja et al. 1992; Han et al., 1995).

Piikladem znamé ferrireduktazy je protein DcytB (duodenalni cytochrom B), jez je
soucasti bazolateralni membrany enterocyt (obr. 2.1) a ke své funkci vyzaduje kofaktor

vitamin C (McKie et al., 2001; Wyman et al., 2008). Je vsak pravdépodobné, ze DcytB
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neni jedinou ferrireduktazou, ktera zajistuje redukci zelezitého kationtu v duodenu
(Gunshin et al., 2005). Potencialni ferrireduktazou fungujici pii vstiebavani zeleza je
napiiklad protein STEAP2 (six transmembrane epithelial antigen of the prostate 2), jehoz
exprese byla nalezena mimo jiné pravé v Zaludku a duodenu (Ohgami et al., 2006).
Redukce zelezit¢ho kationtu na Zzeleznaty je predpokladem pro transport Zzeleza
prostfednictvim transportéru dvojmocnych iontt DMT1 (divalent metal transporter 1),
ktery ma vysokou aktivitu v pitomnosti Fe®*, aviak nevykazuje Zadnou aktivitu za
piitomnosti Fe** (Zhang et al., 2000; llling et al., 2012). Kromé& Zeleznatych iontd prenasi
také Cd**, Co**, Cu**, Mn**, Ni**, Pb®* a Zn®" (Gunshin et al., 1997; Garrick et al., 2006).
Transport téchto iontll je zajistén energii z elektrochemického gradientu protont (Gunshin
et al., 1997; Mackenzie et al., 2006). Dalsim potencialnim importérem zeleza do
enterocytu je protein ZIP14 (Liuzzi et al., 2006), ktery je prozatim znam jako transportér
ne-transferrinové vazaného zeleza (NTBI, non-transferrin bound iron) z plasmy do

hepatocytt (kapitola 2.1.2.2)

2.1.1.3 Skladovani Zeleza v buiice

Zeleznaty kationt se po transportu do cytoplasmy &i po uvolndni z hemu stava
soucasti tzv. LIP (labile iron pool). Takové Zelezo je s malou afinitou vazéno pomoci nizko
molekularnich ligandii a je dobie pfistupné chelaci. Dle nékterych autort se jedna o jeden
z mechanismu, ktery umoziuje pohyb Zeleza v burice. Zaroveni LIP reprezentuje zasobu
zeleza pro jeho dalsi zpracovani (ulozeni do ferritinu, export z bunky, pouziti na syntézu
proteind obsahujicich Zelezo) a to z diivodu, Ze Zelezo ve form¢ LIP je snadno piistupné.
Jini autofi naznacuji, Ze LIP je pravé ta sloZzka, ktera je pro bunky toxicka a v buiice se
objevuje po piekro¢eni vazebné kapacity ferritinu (viz nize). Zatim nebyla zcela
pochopena chemicka podstata liganda vazajicich zelezo v LIP, ale pravdépodobné se jedna
o zelezo vazané na ADP/ATP, citrat, fosfaty, karboxylaty, polypeptidy nebo povrchy
membran (Weaver and Pollack, 1989; Vyoral et al., 1998; Kakhlon and Cabantchik, 2002;
Korantzopoulos et al., 2012; Cabantchik, 2014).

V piipad¢ dostatku ¢i nadbytku Zeleza v organismu dochazi k jeho skladovani
pomoci proteinu ferritinu (obr. 2.1). Uskladnénim se burika brani proti toxickému ptsobeni
volného zeleza (Bonkovsky, 1991). Ferritin je protein skladajici se z 24 podjednotek
L (light chain, lehky fetézec) a H (heavy chain, tézky fetézec), jejichz pomer zavisi na typu

tkané. Podjednotky L a H spolecné tvoii sktukturu, kde se uklada az 4500 iontl zeleza ve
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trojmocné podobé ferrihydritovych krystalti (Harrison, 1986; Chasteen and Harrison,
1999). Tézky fetézec ma ferrioxidazovou aktivitu, lehky fetézec strukturu stabilizuje
a pomaha vyvazovat ionty zeleza (Bakker and Boyer, 1986; Chasteen and Harrison, 1999).
Pii vysokém nadbytku zeleza miize dochéazet k tvorbé obdobné, avSak nerozpustné
struktury — hemosiderinu (Ringeling et al., 1989; Saito, 2012).

Ferritin se nevyskytuje pouze uvniti bunék, ale jist¢é mnozstvi je obsaZeno
i v plasmé, avSak bez navazaného Zeleza. Ptesto hladiny ferritinu v plasmé reflektuji
mnozstvi zeleza uvnité organismu (Walters et al., 1973; Lipschitz et al., 1974), ale také
ptitomnost zanétu ¢i bunécného poskozeni (Kell and Pretorius, 2014). Pokud neni tieba
zvysit ptijem Zeleza do organismu, je zelezo ulozené ve ferritinu ¢i hemosiderinu po 2 — 3

dnech vylouceno z téla jako soucést starého enterocytu.
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Obrazek 2.1: Schéma transportu Zeleza u ¢tyi bunéénych typi — enterocyty (A), erytroidni
prekurzory (B), makrofagy (C) a hepatocyty (D), (pfevzato 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 piipad¢ nedostatku Zeleza v systému ¢i v piipadé zvySené potieby Zzeleza
Vv tkénich (regenerace tkani po zranéni, zvySend erytropoéza po krvaceni ¢i menstruaci, rist
plodu v téhotenstvi aj.) je volné Zzelezo (ve formé LIP) a Zelezo vazané na ferritinu
uvoliiovano do plasmy, kde je dale distribuovano k mistim potteby. Proces, kterym
dochazi k uvolnéni zeleza z ferritinové klece zatim nebyl zcela objasnén. Pravdépodobny
mechanismus, kterym dochazi k uvolnéni zeleza z ferritinu, je rozklad ferritinu v lysozomu

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

2.1.1.4 Uvolnéni Zeleza do organismu

Export zeleznatych kationtl z enterocytu do plasmy je zajistén pomoci transportéru
ferroportinu 1 (obr. 2.1), ktery je lokalizovan na bazolateralni membrané enterocytu.
Ferroportin je dosud jediny znamy exportér iontli zZeleza a kromé enterocytl je také hojné
exprimovan v hepatocytech, makrofazich sleziny a jater (Kupfferovi bunky), monocytech,
ledvinach, plicich, vyvijejicim se nervovém systému a srdci (Abboud and Haile, 2000;
Donovan et al., 2000; McKie et al., 2000; Lakhal-Littleton et al., 2015). Stejné¢ jako
Vv enterocytech, 1 v ostatnich bunéénych typech slouzi k exportu Zeleza z bun¢k do
krevniho feCisté a to pii zvySené potiebé zeleza v organismu (napf. z jaternich bungk)
(Abboud and Haile, 2000), pii recyklaci zeleza po rozkladu erytrocytii (v makrofazich
a Kupfferovych buiikach) (Knutson and Wessling-Resnick, 2003b) a v pfipadé homeostaze
Zeleza a ochrang pred toxickymi vlivy Zeleza u ostatnich typli bun€k, jako jsou bunky
ledvin, mozku a srdce (Lakhal-Littleton et al., 2015). Transport zeleza prostiednictvim
ferroportinu probiha u enterocytii za pfitomnosti ferrioxidazy hefestin, se kterou je
kolokalizovan na bazolateralni membrané¢ (Han and Kim, 2007). Hefestin pfispiva
k usnadnéni transportu Zeleza ferroportinem pravd&podobné& udrZovanim gradientu Fe®*
jeho oxidaci na Fe** (Kuo et al., 2004).

2.1.2 Transport Zeleza do bunék Vv ramci organismu
2.1.2.1 Transferrinovy cyklus

Po transportu Zeleznatého kationtu z enterocytu a jeho oxidaci mize byt trojmocné
Zelezo vazano na sérovy transferrin. Transferrin je transportni protein obsahujici dvé
vysoko-afinni vazebna mista pro Zelezo (pii pH 7,4). Muze pfitom vazat dva atomy Fe®*
(diferric, holotransferrin), jeden atom Fe®*" (monoferric) nebo byt bez vazby Fe®*

(apotransferrin) (Williams and Moreton, 1980). Transferrin v plasmé je u zdravého jedince
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saturovan cca ze 35 %. Za podminek nadbytku Zeleza vSak dochéazi i ke 100% saturaci
(Cazzola et al., 1985). Mira saturace transferrinu, spole¢n¢ s hladinou sérového ferritinu,
se pouziva jako diagnosticky marker nedostatku ¢i nadbytku Zeleza v organismu. Vazebné
misto blize N-konci molekuly transferrinu ma niz$i afinitu k Zelezitému iontu a je
ptistupné k vazb¢ i jinych iont kovi (Vincent and Love, 2012; Senthilnathan et al., 2014).

Transferrin s navazanym zelezem je rozpoznan transferrinovym receptorem (TfR)
na povrchu buné€k (obr. 2.1). Vazba transferrinu a vznik komplexu TfR-transferrin
vyvolava internalizaci komplexu pomoci receptorem zprostiecdkované endocytdzy
(Harding et al., 1983). Ve vzniklém endozomu dochazi ke snizovani pH a pfi hodnoté pH 5
— 5,5 dochazi ke zna¢nému snizeni afinity vazebnych mist transferrinu K zelezitému
kationtu, ktery je poté uvolnén do lumen endozomu (Dautry-Varsat et al., 1983). Volné
zelezo je redukovano ferrireduktazou STEAP3 (six transmembrane epithelial antigen of the
prostate 3) (Ohgami et al., 2005) a exportovano do cytoplasmy pomoci transportéru DMT1
(Gunshin et al., 1997; Fleming et al., 1998). Transferrinovy receptor s apotransferrinem se
vraci na povrch cytoplasmatické membrany, kde se komplex TfR-transferrin opét ocita
v prostiedi s pH 7,4 a dochazi k disociaci apotransferrinu (Dautry-Varsat et al., 1983;
Harding et al., 1983).

Transferrinové receptory jsou znamy dva — transferrinovy receptor 1 (TfR1)
a transferrinovy receptor 2 (TfR2). Ac¢koli jsou TfR1 a TfR2 vysoce homologni (Kawabata
et al., 1999), jejich primarni funkce a vlastnosti se lisi. Transportu zeleza se primarné
ucastni TfR1, pficemz jeho afinita k transferrinu je az 30 krat vyssi nez u TfR2 (Kawabata
et al., 2000). Na rozdil od TfR1, ktery je exprimovan témét ve vSech bunéénych typech, je
TfR2 exprimovan vyhradné v jaternich bunkach a erytroidnich prekurzorech (Gatter et al.,
1983; Calzolari et al., 2004) a ucastni se predevsim regulace homeostaze zeleza (Deaglio
et al., 2002; Calzolari et al., 2004).

2.1.2.2 Transport ne-transferrinového Zeleza

Zelezo v plasmé se miize vyskytovat i v podobé tzv. ne-transferrinové vazaného
zeleza (NTBI, non transferrin bound iron). U zdravého jedince se ne-transferrinové vazané
zelezo vyskytuje pouze minoritné, ovSem u jedinci s nadbytkem Zeleza se takto vazané
zelezo stava podstatnou soucasti plasmy se zna¢né toxickymi G¢inky. NTBI se v plasmé
objevuje predevsim poté, co saturace transferrinu v krvi dosahne hodnoty 100 % (Breuer et

al., 2000). Z chemického hlediska se pravdépodobné jedna o molekuly acetatu, citratu,
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ptipadné albuminu, které vazou zelezity kationt (Breuer et al., 2000), pficemz piesna
chemicka podstata NTBI zatim nebyla stanovena (Brissot et al., 2012). NTBI vstupuje
predevsim do bun¢k jater, mozku, pankreatu a srdce, které jsou pii nadbytku Zeleza nejvice
postizeny. Ke vstupu NTBI do bun€k dochazi nejCastéji prostiednictvim transportért
DMT1 a ZIP14 (Liuzzi et al., 2006; Nam et al., 2013). V piipad¢ srde¢nich bun¢k dochazi
k importu NTBI s velkou pravdépodobnosti | za pomoci vapenatych kanalt typu L a T
(Oudit et al., 2006; Chen et al., 2014). Nicmén¢ je pravdépodobné, ze kromé zminénych
importéri se transportu NTBI do buné€k ucastni i dal$i dosud nepopsané transportni
mechanismy (Wang and Knutson, 2013).

Nadbytecné NTBI je uloZzeno v makrofazich retikuloendotelidlniho systému
(recyklace erytrocytll) a piedevS§im v jatrech (hlavni zasobni organ zeleza) (Andrews,
1999). Zelezo je zde uchovano stejné jako v piipadé enterocytli ve ferritinové kleci. Stejné
jako u enterocyti dochazi k exportu Zeleza z ne-enterocytarnich bunék prostiednictvim
ferroportinu, ovSem v tomto piipadé je s ferroportinem asociovana ferrioxidaza

ceruloplasmin (Attieh et al., 1999).

2.2 Regulace homeostaze Zeleza

Doposud neni zndm zadny zptisob, jakym by organismus aktivné vylucoval zelezo.
Z toho divodu je velmi pfisné regulovana absorpce zeleza do organismu tak, aby
v organismu nedochéazelo k nedostatku ¢i toxickému nadbytku Zeleza. Regulace ptijmu
zeleza do organismu a regulace hladin zeleza v tkanich je zajistovana na dvou trovnich —
na urovni vnitrobunééné a na urovni systémové. Obé tirovné regulace se vzajemné dopliuji

a ovliviuji.

2.2.1 Regulace homeostaze Zeleza na uirovni buiiky

Uvnitt bunék se vyvinul mechanismus reagujici na intracelularni hladinu Zeleza,
tzv. IRP (iron regulatory protein) / IRE (iron responsive element) regulacni systém.
Pomoci tohoto mechanismu dochdzi ke zvySeni exprese proteinii pro import zeleza pfi
nizkych intracelularnich hladindch Zzeleza a naopak ke snizeni hladiny proteint
zodpovédnych za export a ukladani zeleza (Rouault, 2006). IRP/IRE systém nalezneme ve
vSech tkédnich, ovSem diky unikatni funkci enterocytii ma v tomto bunééném typu IRP/IRE

systém dopad nejen na hladinu Zeleza uvnité bunék, ale i na celkovy pfijem zeleza ze
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stravy do organismu (Casey et al., 1988). Zakladnim principem tohoto systému je
interakce mezi IRP proteiny a IRE sekvencemi na mRNA (obr. 2.2).

|nedostatek Zelezal| [nedostatek zelezal
aktivni IRP1 aktivni IRP1
IRE IRE
5" 3 5" 3
ll translace Xtranslace
+Fel T-Fe +Fel T-Fe
nadbytek Zeleza nadbytek Zeleza
neaktivni IRP1 neaktivni IRP1

degradace mRNA

5 3 5 3
Xtranslace ﬂ translace
[C-ferritin | [f@froportin |

SALAS

Obrazek 2.2: Schéma regulace homeostize Zeleza pomoci IRP/IRE regulaéniho systému
(pievzato z Horak 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 vlasenkové struktury nachazejici se na
nepiekladanych oblastech mRNA (UTR, untranslated region) nékterych proteinti. IRE se
mohou vyskytovat jak ve 3' UTR, tak ve 5' UTR (Horék et al., 2010). IRP proteiny jsou
schopny rozpoznavat tyto struktury a na zakladé vazby na 3' UTR pak molekulu mRNA
stabilizovat, branit pfed piisobenim RNaz a podporovat tak syntézu piislusného proteinu
Naopak, pomoci vazby na 5'UTR mohou IRP regula¢ni molekuly syntézu proteinu
inhibovat (Casey et al., 1988; Piccinelli and Samuelsson, 2007). Pti nedostatku zeleza tak
dochdzi k podpofeni translace proteind, které zajistuji import Zeleza (DMTI1, TfR1)
a naopak se snizi translace zelezo vazajicich a zelezo exportujicich proteinti (éALAS, L i H

ferritin, ferroportin, mitochondrialni akonitaza) (Rouault, 2006). Byla ovSem nalezena
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I forma molekuly DMT1 bez IRE sekvence a existuji i jiné transportéry zeleza, které
sekvence IRE nemaji (Liuzzi et al., 2006; Chen et al., 2014) a tak tento systém neni pfi
ochan¢ bunky pred nadbytkem Zeleza zcela efektivni.

IRP proteiny jsou znamy dva — IRP1 (ACO1, aconitase 1) a IRP2 (IREB, iron
responsive element binding protein). IRP1 ma pfti dostatku zeleza akonitazovou aktivitu
a nedochazi k jeho vazb¢ na IRE. Pfi nedostatku Zeleza je akonitazova aktivita potlacena
z divodu nedostatku zeleza pro formaci 4Fe-4S Kklastru v IRP1 proteinu. IRP1 bez
akonitazové aktivity vykazuje vysokou afinitu k IRE sekvencim. IRP2 je naproti tomu pfii
normalnich hladinach zeleza v bunce oxidovan, ubikvitinilovan a nasledné degradovan

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

2.2.2 Regulace homeostaze Zeleza na urovni systému

Pted objevem hlavniho reguldtoru hladiny zeleza v téle byl navrhnut regulaéni
mechanismus zaloZeny na programovani enterocytii béhem jejich zrani hladinou sérového
zeleza. Teorie programovani enterocytii béhem vyvoje piredpoklada, ze enterocyty béhem
zrani Cerpaji zelezo z plasmy pomoci TfR a na zakladé ptijatého mnozstvi zeleza exprimuji
importéry iontl zeleza na apikdlni membrané. Je-li v plasmé zeleza dostatek, zralé
enterocyty poté téméef neabsorbuji zelezo z lumen tenkého stfeva a naopak (Conrad et al.,
1964). Ovsem pokud by tato teorie byla jedind spravnd, zména absorpce zeleza by nastala
az za 2 — 3 dny po stimulu. Po objeveni regula¢niho hormonu hepcidinu se objasnilo, jak je
mozné, ze ke zméné absorpce dochézi v fadu hodin a ne dnti (Frazer et al., 2004). Hepcidin
je tedy kli¢ovou molekulou v regulaci homeostaze zeleza v biologickém systému (Nemeth
et al., 2004).

Maturovany hepcidin je peptidicky hormon tvofeny 25 aminokyselinami, méné
¢asto 20 ¢i 22 aminokyselinami (Park et al., 2001), ovSem tyto krat$i formy maji jen velmi
omezenou schopnost regulace (Nemeth et al., 2006). Pivodné byl hepcidin objeven v moci
a plasme jako peptid s antimikrobialnimi a fungicidnimi G¢inky, exprimovany predevsim
v jaterni tkani (Krause et al., 2000; Park et al., 2001). Jeho vyssi exprese byla zaroven
zaznamenana u mysi vykazujicich znamky pretizeni zelezem (Pigeon et al., 2001).
Nasledné byla ukazana spojitost mezi hepcidinem a regulaci homeostaze Zeleza (Nicolas et
al., 2002a).

Hepcidin pusobi jako negativni regulator transportu zeleza pies plasmatickou

membranu. V krvi se vaze na jediny znamy exportér zeleza 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 nasledné degradaci ferroportinu uvniti bunky (Ross et al.,
2012). Ze vSech bunéénych typt je ferroportin nejvice exprimovan predev§im
Vv enterocytech, hepatocytech a makrofazich. Vlivem hepcidinu tedy dochazi predevsim
ke snizeni recyklace zeleza makrofagy, uvoliiovani zasob zeleza z hepatocyti a vypousténi
zeleza pres bazolateralni membranu enterocytd do organismu.

Hepcidin produkovany mimo jatra ma pravdépodobné pouze autokrinni/parakrinni
efekt. Role lokalni exprese hepcidinu zustava zatim nepochopena a je pravdépodobné, ze
ma cytoprotektivni funkci pfed toxickymi Uc¢inky intracelularniho zZeleza (Collins et al.,
2008). Krom¢ exprese v jaterni tkani byla nizka mira exprese hepcidinu zjisténa také
v srdci a miSe (Krause et al., 2000; Park et al., 2001), monocytech a makrofazich (Theurl
et al., 2008), ledvinach, (Kulaksiz etal., 2005), adipocytech (Bekri et al., 2006),
pankreatickych beta bunkach (Kulaksiz et al., 2008) a mozkové tkani (Raha-Chowdhury et
al., 2015). Exprese hepcidinu je pozitivné i negativné regulovana riznymi podnéty. Mezi
pozitivni stimuly patfi naptiklad vysoka hladina Zeleza v séru (Pigeon et al., 2001),
pusobici pravdépodobné pies TfR2 (Rishi et al., 2015). Negativnimi regulatory jsou
napiiklad anemie, hypoxie, zanét nebo erytropoéza (Nicolas et al. 2002b; Pak et al., 2006).

2.3 Poruchy homeostaze Zeleza

Poruchy homeostaze zeleza vedou k patologickym staviim, pii kterych na jedné
stran¢ dochazi k nedostatku Zeleza a na strané druhé k jeho nadbytku. Deficit Zeleza je
napiiklad pti¢inou sideropenické anemie nebo hraje roli u selhani srdce (Silverberg et al.,
2004). Naproti tomu nadbytek Zeleza v organismu je spjat s nadmérnym ukladanim Zeleza
v bunkach a tkanich, které jsou nadbytkem zeleza nasledné poskozeny (kapitola 2.4), jako

je tomu napfiiklad u onemocnéni hereditarni hemochromatézou (Swinkels et al., 2006).

2.3.1 Poruchy spojené s nedostatkem Zeleza

K nedostatku zeleza v téle dochézi ve chvili, kdy hladina metabolicky dostupného
zeleza klesne na uroven, pii které neni schopné pokryt fyziologické naroky organismu.
Dle WHO (World Health Organization) je deficit zeleza nejbéznéjsi a nejrozsitené;si
nutricni poruchou na svété. Hlavnimi pfi¢inami nedostatku Zeleza jsou predevsim
nedostateny piijem potravou (malnutrice, nevyvazend rostlinna dieta) a nadmérné ztraty

(predevsim ztrata krve), ve vzacnéjSich piipadech mutace genti ucastnicich se homeostaze
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zeleza (Zimmermann and Hurrell, 2007; Bermejo and Garcia-Lopez, 2009). Mezi
nejcastej$i projevy deficitu Zeleza patii Ginava, snizena produktivita, snizend odolnost vici
zatézi, snizené mentalni a motorické funkce, zhorSena imunita, bolesti hlavy, sucho
Vv ustech, tachykardie, a to i za normalnich hodnot hemoglobinu.

Deficit zeleza je hlavni pti¢ina vzniku anemie, tzv. anemie z nedostatku zeleza (téz
sideropenickd anémie, IDA — ,jiron deficiency anemia®). Anemii trpi az tfetina svétové
populacel. Casto se vyviji v dusledku sniZzené syntézy hemoglobinu a erytropoézy
(Zimmermann and Hurrell, 2007; Bermejo and Garcia-Lopez, 2009). Dochazi k ni ve
stavu, kdy koncentrace krevniho hemoglobinu klesne u muzt pod 130 g/l a u netéhotnych
7en pod 120 g/1.%> Rozvoji sideropenické anemie predchézi mobilizace ulozeného Zeleza
a pokles hladin ferritinu. KdyzZ jsou bunétné zasoby zeleza vyéerpany, dochazi ke klesani
sérové hladiny zeleza se snizenim hladiny sérového ferritinu a saturace transferrinu
(Siimes et al., 1980; Lokeshwar and Shah, 2010).

Dalsim pfikladem anemii zplisobenych nedostatkem zeleza jsou anemie
z chronickych onemocnéni (ACD, anemia of chronic disease) a IRIDA (iron refraktory
iron deficiency anemia). Ob¢ tyto formy anemie jsou zpusobeny aktivitou hormonu
hepcidin. ACD vznikd poté, kdy je v téle pritomen dlouhou dobu zanét. Zanét vede
T-lymfocyty k produkci cytokinu IL-6 (interleukin 6), ktery mimo jiné vede k zvysené
expresi hepcidinu. Hepcidin poté uzavira Zelezo v bunikach. Tim se stava nedostupné nejen
pro patogeny, pro néz je zelezo esencialni slozkou, ale také pro ucely erytropoézy (Weiss
et al., 2005).

Extrémné vzacné se vyskytujicimi typy anemii z nedostatku zeleza jsou geneticky
podminéna onemocnéni aceruloplasminémie (Harris et al., 1995) a atransferrinémie
(hypotransferrinémie) (Beutler et al., 2000; Beaumont-Epinette et al., 2015). Ob¢ nemoci
jsou spojeny s rozvinutou anemii v duasledku zadrzovani zeleza v bunkach tkani.
Aceruloplasminémie je zptsobena defektnim genem pro ceruloplasmin, ktery tak neni
ptitomen v cytoplasmé, v dusledku c¢ehoz nedochdzi k exportu zeleza z hepatocytt
a makrofagi. Organismus tak nema dostatek zeleza pro erytropoézu a piitom V jaternich
bunkach a makrofazich se zelezo hromadi a tyto buniky poskozuje (Harris et al., 1995).
Stejné nasledky ma atransferrinémie, pii které dochézi k mutaci transportniho proteinu

transferrinu. Nasledkem mutace je pfitomnost transferrinu zna¢né snizena, nebo neni

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

2 _ http://www.who.int/vmnis/indicators/haemoglobin.pdf
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dostatecné schopny vazat Zelezo, které¢ tak nemiize byt transportovano k dalSimu uziti
(Beutler et al., 2000; Beaumont-Epinette et al., 2015). V pfipadé¢ obou téchto
onemocnénich tak bez 16€by dochazi jak k rozvoji anemie, z divodu nedostatku zeleza pro
syntézu hemoglobinu, tak i k tézkému poskozeni nadbytkem Zeleza v bunkach a tkanich,

které zelezo ukladaji.

2.3.2 Poruchy spojené s nadbytkem Zeleza

K nadbytku Zeleza v organismu dochazi primarng, kvali genetickym porucham
(Swinkels et al., 2006), nebo sekundarné, naptiklad pii 1é€bé anemii (Casté krevni
transfuze) (Cheng et al., 2015) nebo pfi zvySeném piijmu zZeleza v potrave. Priznaky
nadbytku Zeleza jsou velmi nespecifické, ¢asto dochazi k tinavé a chronickému vycerpani,
hyperpigmentaci kize, bolestem kloubli nebo erektilnim dysfunkcim a hypogonadismu
(Andrews, 1999; Mattman et al., 2002). Nejvice jsou toxickym pusobenim Zeleza
postiZzena jatra (fibroza, cirhdza, hepatocelularni karcinom) (Batts, 2007), srdce (arytmie,
fibroza, kardiomyopatie) (Oudit et al., 2006; Das et al., 2015), mozek (neurodegenerativni
choroby, napf. Alzheimerova a Parkinsonova choroba) (Hadzhieva et al., 2014), klouby
(bolest, artritida) a endokrinni organy jako naptiklad pankreas (diabetes mellitus) ¢i varlata
(hypogonadismus) (Feder et al., 1996; Swinkels et al., 2006). Zvlast¢ u pacientli se
sekundarnim nadbytkem Zeleza je nejCastéjsi pfic¢inou umrti selhani srdce (Gao et al.,
2009a).

Nejcastéjsim onemocnénim spojenym s nadbytkem Zzeleza je primarni (hereditarni)
hepcidinu a tim regulaci homeostaze zeleza (Swinkels et al., 2006). HH typu 1 je
nejbéznéjsi genetické onemocnéni evropské populace (Feder et al., 1996; Datz et al., 1998;
Allen et al., 2008). Jedna se o autozomalné recesivni onemocnéni zptisobené bodovou
mutaci genu HFE. Nejcastéji se jedna o mutace C282Y a H63D. V dusledku mutace
nedochazi kvazbé molekuly HFE na p2-mikroglobulin. Protein HFE tak neni
transportovan na povrch buiiky, nemliZe fungovat jako senzor nadbytku Zeleza v plasmé a
ovlivitvat tak expresi hepcidinu (Feder et al., 1996). K nastupiim symptomd obvykle
dochazi po 40. v€ku Zivota, pfi¢emz vice je nemoc rozvinuta u muzské populace. U Zen je
nastup pozdé¢jsi z divodu pravidelnych ztrat krve. I pfes znacné vysoky vyskyt mutaci
HFE genu v populaci, jen u 1 % populace se onemocnéni rozvine (Allen et al., 2008).

Béhem zivota mohou lidé s HH v téle nastfadat az 40 g Zeleza (Gurzau et al., 2003).

27



Druhou nejcastéjsi formou hemochromatdzy je juvenilni hemochromatéza (HH
typu 2A a 2B). Pfi¢inou je mutace genu pro HFE2 (typ 2A), kdédujici hemojuvelin
(Papanikolaou et al., 2004), a genu HAMP (typ 2B), kodujici hepcidin (Delatycki et al.,
2004). Oba subtypy jsou, stejné jako HFE-HH, charakteristické nizkou hladinou hepcidinu
v t¢le. Pretizeni zelezem vede ke kardiomyopatiim, diabetu a hypogonadismu casto jiz pred
20. rokem zivota (Papanikolaou et al., 2004) u obou pohlavi stejnou mérou. K amrti
dochazi nejcastéji kvuli selhani srdce (Camaschella, 1998).

Krom¢ téchto typt HH jsou znamy i dals$i, se znacné nizsi frekvenci vyskytu. Jsou
jimi HH typu 3 zptsobena mutaci genu pro TfR2 (Gao et al., 2009b; Joshi et al., 2015),
HH typu 4 (ferroportinova choroba) zptisobena mutaci genu pro ferroportin (Arden et al.,
2003; Drakesmith et al., 2005) a typu 5 zptusobena mutaci 5' UTR IRE sekvence tézkého
fetézce ferritinu (Kato et al., 2001).

Sekundarné rozvinuty nadbytek zeleza, také oznaCovany jako sekundarni
hemochromatoza, je pozorovan pii 1é€bé nékterych anemii, jako jsou [-talasémie
a srpkovita anemie (Roseff, 2009; Cao and Galanello, 2010). Nasledkem obou téchto
poruch dochéazi k chronické anemii a pacienti s témito chorobami jsou zavisli na
pravidelnych transfuzich, které s sebou piinaseji riziko postupné kumulace zeleza
v tkanich. Vzhledem Kk primérnému obsahu 200 mg Zeleza v krevni jednotce, predstavuje
transfuze az dvé sté krat zvySeny denni piijem zeleza, ¢imz muze dochazet ke zvyseni
hladiny NTBI (Shander et al., 2009). Sekundarni akumulace Zeleza v organismu muze byt
zaroven vedlejsim efektem nékterych vaznych onemocnéni jako naptiklad alkoholového
poskozeni jater (ALD), nékterych typu hepatitid, porfyrie aj. (Aigner et al., 2008;
Dostalikova-Cimburova et al., 2012b: Dostalikova-Cimburova et al., 2014).

Neni-li akumulace Zzeleza vcas diagnostikovana, dochazi k rozvoji cirhozy az
karcinomu jater, cukrovce, hypogonadismu, srde¢nim porucham a mnoha dal§im
patologiim (Feder et al., 1996; Oudit et al., 2006; Batts, 2007). Z toho dtvodu je pfi
pretizeni organismu Zelezem tieba snizit hladiny Zeleza uvniti tkani. Nej€asteji se nadbytek
Zeleza 1é¢i pravidelnymi venepunkcemi. Standardné je odebirano piiblizné ptl litru krve
tydné, dle stavu zasob zeleza, po dobu né¢kolika mésict az let (Camaschella, 2009).

Zatim jedinou alternativou k venepunkci je chelatace. Chelatory jsou latky, které
vyvazuji toxické kovy a nasledné jsou s nimi vylouceny z t€la ven (Nick et al., 2003).
Prikladem takovych chelatori zeleza jsou deferasirox (Yang et al., 2007), deferiprone

(Barman Balfour and Foster, 1999) a deferoxamine (Nick et al., 2003). Pro chelatory je
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dobfe dostupné zelezo vazané na nizkomolekularni ligandy, tedy Zelezo ve form¢ LIP
(Weaver and Pollack, 1989) a NTBI (Breuer et al., 2000). Chelatory zeleza jsou dulezité
pro pieziti pacientd Stézkym pictizenim zelezem, ale také pro pacienty s chronickou
anemii, u kterych dochazi k pfetizeni zelezem v disledku nutnych cCastych transfuzi.
Bohuzel, chelatory maji znacné vedlejsi ucinky, které néktefi pacienti Spatné snasi.
Naptiklad deferoxamine se musi kvuli Spatné oralni dostupnosti a rychlé degradaci
aplikovat subkutann¢ kazdych 8 — 12 hodin, infuze mohou byt pro pacienty nejen Casove
naro¢né, ale také bolestivé (Poggiali et al., 2012). Hlavni problém i oralnich chelatort
deferipronu a deferasiroxu je rychlost rozkladu. V budoucnu by novy chelator zeleza mél
byt schopen dobfe prochdzet travicim traktem, pfes bunééné membrany a mél by byt
schopen vyvazat nadbyte¢né Zelezo z tkéni jako je srdce, jatra, mozek a endokrinni Zlazy

ulozené i v jiné formé nez LIP a NTBI (Poggiali et al., 2012).

2.4 Nadbytek Zeleza a mechanismus bunééného poskozeni

Zelezo nachazejici se v organismu, jehoz hladina piekroéi vazebnou kapacitu
ferritinu a transferrinu, snizuje vitalitu a zhorSuje funkci jednotlivych bun€k a mize vést az
k bunéné¢ smrti a tkadnovému posSkozeni. Zatim nebyl objeven mechanismus,
prostfednictvim kterého by nadbytek zeleza aktivoval drahy bunéénych smrti piimo.
Nicméné, nékteré vyzkumy propojuji plisobeni nadbytku Zeleza a bunécnou smrt pies
toxické plsobeni zeleza na makromolekuly buiiky. Pokud buiika neprodéla bunécnou smrt,
velmi Casto dochazi k nevratnym zméndm na jejich strukturach a ke sniZeni jeji funk¢nosti.
Nejvice jsou tedy poSkozeny bunky a tkané, které jsou metabolicky velmi aktivni nebo

ukladaji velké mnoZstvi zeleza.

2.4.1 Ocxidativni stres

Dtivodem toxického pusobeni Zeleza je jeho schopnost produkovat reaktivni
kyslikové radikaly (ROS) a vbunce tim vyvolavat oxidativni stres. Pokud dojde
k pfekroceni ochranné kapacity ferritinu, stava se zelezo dostupné chemickym reakcim.
Jednou z nejtoxi¢téjsich formem ROS je hydroxylovy radikal, na jehoZ vzniku se pravé
Zeleznaté kationty podili Fentonovou reakci: Fe?* + H,0, — reaktivni intermediat
—> Fe3* + HO® 4+ OH™. V nasledné reakci je Zelezo znovu redukovano na dvojmocnou
podobu superoxidovym radikalem: Fe3* + 05~ — Fe?* + 0, (Galaris and Pantopoulos,

2008) (obr. 2.3). Superoxidovy radikal vznikd napiiklad pii bunééném dychani

29



v mitochondiich (Vinogradov and Grivennikova, 2005). Za normdlnich podminek je
Vv buice eliminovan pomoci enzymt SOD (superoxid dismutazy) na peroxid vodiku, ktery
je dale redukovéan na vodu pomoci kataldzy, glutation peroxiddzy nebo peroxiredoxinu
(Galaris and Pantopoulos, 2008). V piipad¢ nadbytku Zeleza byla v nékterych studiich
pozorovana sniZzena aktivita téchto antioxida¢nich enzymi (Bartfay and Bartfay, 2000;
Turoczi et al., 2003). Tvorba hydrolyxovych radikalt byla potvrzena i v in vivo systémech
(Burkitt and Mason, 1991; Kadiiska et al., 1995).

W . W

Glutathione peroxidase
Peroxiredoxin

H,0 + O,

et bl >ROOH—>RO' HO™

Qtathuone peroxidase 4
ROH +H,0

Obrazek 2.3: Schéma ulohy Zeleza v metabolismu reaktivnich kyslikovych radikali (ROS)
(pfevzato z Dixon and Stockwell, 2014). Drahy vzniku vybranych rozpustnych (a) a lipidickych (b)
ROS. ROS = reactive oxygen species

Kromé hydroxylového radikdlu miize Zelezity kationt napiiklad v Kupfferovych
buiikach jater katalyzovat tvorbu nitroniového kationtu (NO,") z peroxodusitanu (ONOQ"),
ktery v bunice vznika reakci oxidu dusnatého (NO) se superoxidovym radikalem (03")
(Videla et al., 2003).

Hlavni divod toxického ptisobeni hydroxylovych radikalli a nitroniovych kationtd
spociva v jejich schopnosti oxidovat a modifikovat membranové lipidy, baze nukleovych
kyselin a proteiny (Sodum and Chung, 1988; Houglum et al., 1990; Welch et al., 2002;
Videla et al., 2003). Kromé toho muze také dochazet ke vzajemné vazbé DNA a proteini
(Altman et al., 1995). Modifikace téchto makromolekul ma mnoho nasledkd. Napiiklad

peroxidace pifedev§im polynenasycenych mastnych kyselin v membranach ovliviiuje
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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 oddélujici fadu bunéénych procesti od
redukujiciho prostfedi cytoplasmy. Vysoka koncentrace vapenatych ionti a oxidujici
prostiedi vytvati v ER prostiedi podobné extracelularnimu (Hebert and Molinari, 2007).
Mezi hlavni funkce ER patii syntéza, skladani a modifikace (tvorba disulfidickych mustkd,
glykosilace) transmembranovych proteinll a proteint urcenych k sekreci (cca tietina vSech
proteini eukaryotické bunky). Déle se jednd o zdsobni organelu vapenatych ionti
a probiha zde syntéza fosfolipidi a steroida (Voeltz et al., 2002).

Ke sbalovani proteini dochézi za asistence chaperont z rodiny HSP70 (heat shock
protein 70), HSP90 (heat shock protein 90) a chaperont lektinovych. Jejich asistence je
nutnd nejen kvili usnadnénému skladani peptidl, ale také aby se predchazelo jejich
agregaci, kterd je pro ER toxicka (Braakman and Hebert, 2013).

V piipadé¢ HSP70 se jedna piedev§im o chaperon BiP/GRP78 (immunoglobulin
binding protein; glucose regulated protein 78). HSP90 je zastoupen chaperonem GRP94
(glucose regulated protein 94). Oba chaperony rozpoznavaji nesbalené, Spatné sbalené ¢i
agregované proteiny na zaklad¢ hydrofobniho povrchu téchto proteinti. Pokud je protein
spravn¢ sloZen, je hydrofobni c¢ast schovand uvnitf proteinu a tyto chaperony ho
nerozeznaji (Blond-Elguindi et al., 1993). Protein BiP se vaze na peptidy a usnadiiuje tak
jejich spravné slozeni jiz pfi jejich syntéze. Kromé toho jsou se syntézou nového peptidu
asociovany proteiny PDI (protein disulfid isomerase), které umoziuji vznik disulfidickych
mustkl. Schopnost PDI vytvaret disulfidické¢ miistky na peptidech je podpoiena proteinem
ERO1-La (ER oxidoreductase 1 La), ktery udrzuje PDI v oxidovaném stavu (Hebert and
Molinary, 2007).

VétSina  vnikajicich proteintt je jiz pii syntéze na N-konci glykosilovana
oligosacharidem N-glykanem (Braakman and Hebert, 2013). N-glykanovy fetézec je
tvofen cukernymi zbytky — 2x N-acetylglukosamin, 9x mano6za a 3x gluk6za. Ten je dale

dilezity pro kontrolu proteind dal$imi chaperony — lektiny (Hebert and Molinary, 2007).
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Lektinové chaperony se na rozdil od chaperony BiP nevazi ptimo na hydrofobni
povrchy Spatné sbalené¢ho proteinu, ale na oligosacharidovou kostru, kterd je hydrofilni
(Hebert and Molinary, 2007). V piipadé lektinovych chaperoni se mluvi o kalnexinu
a kalretikulinu. Po navazani N-glykanu na peptid je prvni ze tii glukéz N-glykanu
odstranéna glukosiddzou I, coz je nasledovano odstépenim druhé glukozy glukosidazou II
(GIl) (Caramelo and Parodi, 2007). Zbyla jedna glukéza umoznuje asociaci kalnexinu
a kalretikulinu s peptidem. Ve chvili, kdy se tyto chaperony vyvazi z proteinu, dochézi
k odstfizeni posledni glukozy z N-glykanu (pomoci GII). Za piedpokladu, ze se protein
spravn¢ sbalil, je oznacen k transportu do Golgiho aparatu. V piipadé, ze peptid spravnou
konformaci nezaujal (na povrchu se stale vyskytuje mnoho hydrofobnich aminokyselin),
dochazi k pripojeni nové glukozy a proces se mize opakovat. Pokud je tento cyklus
opakovan vicekrat, dochazi k odstépeni mandzy z N-glykanu a protein je tak oznacen pro
degradaci drahou ERAD (ER associated protein degradation) (Hebert and Molinary, 2007).
Ukolem ERAD drahy je piedevsim transportovat $patné sbalené proteiny do cytoplasmy
retrotranslokonem, kde pak dochazi k jejich ubikvitinilaci a degradaci proteazomem.

Pokud je nesbalenych ¢i Spatné sbalenych proteinii v ER pfilis, dochazi ke stresu ER.

2.4.2.2 Stres endoplasmatického retikula

Existuje mnoho vlivl, které vedou ke stresu ER. Ptikladem jsou hypoxie,
nedostatek glukozy, oxidativni stres, virova infekce a pravé hromadéni Spatné sloZenych
proteint (Tsai and Weissman, 2010). Stres ER vede ke spusténi drah a expresi proteint,
které maji bunce pomoci stres ER piekonat. Mechanismy pirekonavani stresu ER se
souhrné¢ oznacuji UPR (unfolded protein response). V prvnich fazich UPR dochazi
k zastaveni translace vétSiny proteind a posileni ERAD drahy, jejiz ukol je odstranit
proteiny, které jsou pfi¢inou stresu ER (Travers et al., 2000; Hampton, 2002). Pokud
ovSem aktivace UPR neni schopna pickonat stres ER, dochazi k aktivaci bunééné smrti
(Logue et al., 2013). UPR zahrnuje tfi signaliza¢ni drahy (obr. 2.4). Senzorickymi proteiny
na zacatku téchto drah jsou molekuly ATF6 (activating transcription factor 6), IREla
(inositol requiring protein 1o) a PERK (RNA dependent protein kinase (PKR) like ER
kinase) (Logue et al., 2013).

Ptfesny mechanismus aktivace UPR je stale hledan, existuje ovSem piedpoklad, ze
UPR je aktivovana proteinem BiP. Tato teorie predpoklada, ze protein BiP za normalnich

podminek vaze luminalni domény téchto senzord a inhibuje tak jejich aktivaci (Sou et al.,
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2012). V ptipadé, ze se v ER zacnou hromadit Spatné¢ sbalené proteiny, dochazi k uvolnéni
chaperonu BiP a muze dojit k aktivaci téchto senzorickych proteinti (Bertolotti et al.,
2000). Dle druhé teorie dochazi k aktivaci senzorickych proteini poté, co se na jejich

luminalni doménu piimo vazou nesbalené proteiny (Ron and Walter, 2007).

2.4.2.3 Signalni drahy ,,Unfolded Protein Response*

ATF6 je transmembranovy protein, ktery je za normalnich podminek neaktivni.
Jeho aktivace je blokovana vazbou proteinu BiP na jeho lumindlni ¢ast. Po disociaci
proteinu BiP pii nadbytku nesbalenych proteinti je protein ATF6 transportovan z ER do
Golgiho aparatu. Tam dochazi k jeho §tépeni pomoci proteaz site-1 a site-2 a uvolfiuje se
cytosolickda doména obsahujici DNA vazebnou doménu bZIP (basic leucine zipper
domain) (Ye et al., 2000). Transport do Golgiho aparatu je zajistén pomoci lokaliza¢niho
signalu, ktery je béhem vazby proteinu BiP maskovan (Shen et al., 2002). Cytosolicka ¢ast
proteinu ATF6 je translokovana do jadra, kde reguluje expresi chaperoni (BiP, GRP94,
PDI), EDEM1 (ER degradation enhancing a-mannosidase like protein 1), XBP1 (X-box
binding protein 1), a transkripéniho faktoru CHOP (CCAAT-enhancer-binding protein
homologous protein) (Logue et al., 2013).

IRE1a je protein, ktery vykazuje serin/threoninovou kindzovou a endonukledzovou
aktivitu ve své cytosolické ¢asti. K aktivaci IRE1la dochazi poté, kdy protein BiP disociuje
zjeho domény umisténé v lumen ER. Tim je umoZnéna dimerizace a autofosforylace
proteinu IREla. Autofosforylaci je aktivovana jeho endonukleazova aktivita (Lee et al.,
2008) a aktivovany protein IREla poté muize vystiihnout 26 nukleotidi dlouhy intron
z mRNA transkripéniho faktoru XBP1. Vystfizenim intronu dojde k posunuti ¢teciho
ramce mRNA a vznika stabilngj§i forma transkripéniho faktoru XBP1 (Yoshida et al.,
2001). Ta nasledné¢ miize aktivovat expresi cilovych proteini UPR. Je zajimavé, ze pred
vystfizenim intronu mad XBP1 opacnou funkci, reprimuje cilové geny UPR (Ron and
Walter, 2007). Stabilngjsi XBP1 aktivuje expresi gend, které zajiStuji homeostazu ER
(napf. BiP a jeho kofaktory ERDJ4, HEJD), komponenty ERAD drahy (EDEM1, p58),
transkripcni faktory (CHOP, XBP1) (Logue et al., 2013). Krom¢ toho muze molekula
IRE1a aktivovat kinazu JNK (jun N-terminal kinase) (Urano et al., 2000). Kinaza JNK pak
mize stimulovat aktivaci apoptotické drahy modulaci aktivity pro-apoptotickych BH3-only
proteinti (Dhanasekaran and Reddy, 2008).
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Obrazek 2.4: Schéma signaliza¢nich drah aktivovanych béhem stresu endoplasmatického
retikula (ptevzato z Tsai and Weissman, 2010).

Podobné¢ jako kinaza IREla je aktivovana kinaza PERK. Po disociaci proteinu BiP
dochazi u proteinu PERK k dimerizaci nasledovanou autofosforylaci (Bertolotti et al.,
2000). Hlavnim substratem proteinu PERK (serin/threoninova kinaza) je elF2a (eukaryotic
initiation factor 2a). Transla¢ni faktor elF2a je fosforylovan na serinu 51 a tim dochézi
Kinhibici translace mRNA. Hlavni ulohou tohoto procesu je snizit zatizeni
endoplasmatického retikula nové syntetizovanymi proteiny (Harding et al., 1999).
Fosforylace elF2a vSak vede i1 ke zvySeni translace nckterych mRNA, dochazi tak
naptiklad ke zvySeni hladiny transkripéniho faktoru ATF4 (activating transcription
factor 4). Po translaci dochazi k translokaci transkripéniho faktoru ATF4 do jadra, kde
aktivuje expresi chaperonii (Bip a GRP94), transkripéniho faktoru CHOP, gent pro
syntézu aminokyselin, redoxni déje a sekreci proteini (Logue et al., 2013). VSechny tfi
drahy slouzi preferencné k piekonani stresu ER. OvSem v piipad¢ pfili§ dlouho trvajiciho

stresu zacinaji mit vyznam signalizace vedouci k bunécné smrti (kapitola 2.5).

2.5 Bunécna smrt
Bunééna smrt je mechanismus, kterym dochdzi k odstranéni neZzadoucich bun¢k

z organismu. Do dnesni doby bylo popsano mnoho riznych zplisobii bunééné smrti. Mezi
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prvni a doposud nejlépe popsané patii apoptoza, nekroza (Kerr et al., 1972) a bunécna smrt

nesouci znaky autofagie (Tsujimoto and Shimizu, 2005).

2.5.1 Apoptoza

Apoptoza je bunécny proces, ktery se vyvinul k odstranéni buné¢k za fyziologickych
podminek. Apoptotickou bunéénou smrti jsou odstranény bunky, které jsou poskozené
(napf. radiaci, kyslikovymi radikaly, toxiny, hypoxii), napadené virovou infekci ¢i jinak
nepotiebné, ale i béhem vyvoje organid a napi. prsti v embryogenezi. Apoptoza je vSak
aktivovana i u bunék, které nedostavaji signaly pro preziti (Kerr et al., 1972; Elmore
2007).

Apoptotickd buitka v pozdni fazi apoptozy vytvaii tzv. apoptotickd téliska. Ta jsou
tvofena fragmenty neporuSené cytoplasmatické membrany obsahujici zbytky jaderného
obsahu a cytoplasmy (Kerr et al., 1972). Vzniku apoptotickych télisek ptedchazi
smr$tovani jadra a cytoplasmy, kondenzace chromatinu a fragmentace DNA, ktera je
Stépena na Useky dlouhé 200 parh bazi. ZmenSovani obsahu uvnitt plasmatické membrany
vede k tvorbé vybezki, ze kterych poté apoptotickd téliska vznikaji. Ta jsou nasledné
fagocytovana ostatnimi bunkami (Kerr et al., 1972; Elmore 2007). Na rozdil od nekrozy
tak nedochazi k vyliti bunééného obsahu do okoli buiiky a naslednému zanétu. Ke vSem
témto procesim apoptozy je nutné ATP. Pokud v buiice dojde k naruSeni jeho tvorby
a ATP je vycerpano, apoptoza piechazi v nekrozu (EImore 2007).

Dnes se aktivace apoptozy zcela standardné déli na indukci vnéjsi a vnitini drahou
(obr. 2.5). Ob¢ drahy vedou k aktivaci proteaz a nukleaz, které $t€pi vnitini struktury
buiiky. Nejvyznamnégjsi proteazy Ucastnici se apoptozy jsou kaspazy. Vngjsi draha je
aktivovana receptory smrti, napt. buitkami imunitniho systému po rozeznéani virové nakazy
(T-lymfocyty nesouci Fas lignad) (Ashkenazi and Dixit, 1998). Vnitini draha je fizena
mitochondriemi a proteiny z rodiny Bcl-2 (B-cell lymphoma 2), jejichz aktivita a pomér
mezi jejich pro-apoptotickymi a anti-apoptotickymi ¢leny rozhoduje o osudu bunky
(Czabotar et al., 2014).

2.5.1.1 Kaspazy
Kaspéazy jsou hlavni efektorové molekuly apoptézy. Nazev kaspdzy pochazi

z anglického ,,caspase®, neboli Cystein dependent ASPArtate directed proteaSE. Jak nazev

napovida, jednd se o endoprotedzy, které Sté€pi substrat za aspartatem a ve svém aktivnim
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misté obsahuji cystein. Kaspazy lze rozdélit na zanétlivé a apoptotické. Apoptotické

.....

......

a kaspaza-10, mezi exeku¢ni se fadi kaspaza-3, -6 a -7 (Mcllwain et al., 2013).
Kaspazy jsou v buifice pfitomny neustale v neaktivni podobé zymogenu. Inicia¢ni

kaspazy se vyskytuji v podobé monomeru, exekucni kaspazy v podob¢ dimeru. K aktivaci

.....

.....

proteiny je zajiSt€éna pomoci N-koncové termindlni domény. Jednd se o domény CARD

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

......

al., 2013).

Aktivované exekuéni kaspazy Stépi substraty jako jsou proteiny cytoskeletu
a proteiny ovliviujici cytoskelet, proteiny Bcl-2 rodiny, proteiny ucastnici se opravy DNA,
sestithu  RNA, DNA replikace a protein iCAD (inhibitor of caspase activated
deoxyribonuclease) (Thornberry and Lazebnik, 1998). Dusledkem putisobeni kaspaz

dochazi ke kondenzaci struktur cytoplasmy a jadra.

2.5.1.2 Vnéjsi draha indukce apoptozy

Aktivace vnéjsi apoptotické drahy probihd pomoci receptorli nazyvanych receptory
smrti. Pfikladem téchto receptor jsou Fas, TNFR1 (tumor necrosis factor receptor 1),
TRAILR1 (TNF related apoptosis inducing ligand receptor 1) a jejich ligandy FasL (Fas
ligand), TNF-o (tumor necrosis factor a), respektive TRAIL (TNF related apoptosis
inducing ligand). Receptory smrti jsou typické pfitomnosti intracelularni domény zvané
doména smrti (DD, death domain), kterd po aktivaci receptoru zprostfedkovava signal
k aktivaci kaspaz a indukci bunécné smrti (Ashkenazi and Dixit, 1998). Aktivace vné&jsi
dréhy indukce apoptdzy zac¢ind navazanim ligandu na ptislusny receptor.

Podle zucastnénych adaptorovych molekul rozlisujeme dva ruzné zptsoby, jakym
receptory smrti zptisobuji aktivaci kaspaz (Lavrik et al., 2005). V prvnim piipadé dochazi
na cytosolické ¢asti receptoru smrti k formaci tzv. DISC komplexu (death inducing
signaling complex). Po aktivaci Fas a TRAIL receptori dochazi k asociaci DD receptoru
s DD adaptorového proteinu FADD (Fas associated death domain). Protein FADD stejné
jako kaspazy-8 a -10 obsahuje doménu DED, ktera u kaspazy-8 ¢i -10 slouzi prave
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k navazani na DED proteinu FADD. Komplex receptoru smrti, proteinu FADD
a kaspazy-8 nebo -10 se nazyva DISC. K aktivaci kaspazy-8 nebo -10 na komlexu DISC
dochazi autokatalyticky v dusledku vysoké lokalni koncentrace kaspazy-8 nebo -10
(Ashkenazi and Dixit, 1998, Lavrik et al., 2005). Aktivace kaspazy-8 miize byt inhibovana
proteinem c-FLIP (cellular FLICE inhibitory protein), ktery ma také DED doménu a navic
vykazuje vyssi afinitu k DISC komplexu nez kaspaza-8. Aby byla umoznéna aktivace
kaspazy-8, je Vv buiice nutna piitomnost niz$i hladiny c-FLIP oproti hladiné kaspazy-8
(Lavrik et al., 2007).

Druhy piipad zahrnuje asociaci receptoru smrti TNFR1 s adaptorovym proteinem
TRADD (TNFR associated death domain). Protein TRADD mize interagovat s dalSimi
signdlnimi proteiny, jako jsou TRAF2 (TNF receptor associated protein 2), RIP1 (receptor
associated protein kinase 1) a clAP1 a clAP2 (cellular inhibitor of apoptosis protein 1 and
2). Kanonicka signalizace prostiednictvim TNFR1 zahrnuje rychlou formaci receptoru
TNFR1, proteinu TRADD, kinazy RIP1, proteinu TRAF2 a proteinu clAP1 za vzniku
komplexu oznacovaného jako komplex I, ktery posléze aktivuje signalni drahy podporujici
preziti bunék cestou aktivace NF-«B (nuclear factor kappa B) (Micheau and Tschopp,
2003).

Za urCitych situaci, napiiklad po deubiquitinaci RIP1 pomoci CYLD
deubiquitinazy, dochazi ke vzniku sekundarniho komplexu, ktery funguje jako sekundarni
DISC. Kinaza RIP1 je po ubikvitinilaci disociovana z receptoru TNFR1 a pomoci jeji DD
dochazi k interakci s proteinem FADD. Diky tomu dochazi k asociaci sekundarniho DISC
s kaspazou-8 a muze dojit k autoproteolytickému Sté€peni a K aktivaci kaspazy-8 (Wang et
al., 2008). K substratim kaspazy-8 patii mimo jiné pravé i RIP1. Stépenim RIP1 dochazi
k blokovani drahy vedouci od TNFR1 receptoru k aktivaci NF-xB (Lin et al., 1999).

Aktivovand kaspdza-8 muze nasledné piimo Stépenim aktivovat exekuéni
kaspazu-3, kaspazu-6, ptipadné kaspazu-7 (Mcllwain et al., 2013; Czabotar et al., 2014)
nebo aktivovat vnitini dradhu apoptdzy Stépenim proteinu Bid (BH3 interacting domain
death agonist) na zkracenou formu tBid (truncated Bid). Protein tBid nasledné aktivuje
pro-apoptotické proteiny Bax nebo Bak a vyvolava tak vznik poru v mitochondridlni
membran€, uvolnéni mitochondridlnich pro-apoptotickych proteini a cytochromu c

(Mcllwain et al., 2013; Czabotar et al., 2014).
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2.5.1.3 Vnitini draha indukce apoptézy

Vnitini draha indukce apoptozy je také Casto nazyvana mitochondrialni drahou,
jelikoz mitochondrie hraji spolecn¢ s proteiny Bcl-2 dilezitou roli v iniciaci apoptdzy.
Vnitini draha reaguje na stresové podminky, které poSkozuji struktury buiky. Takové
stimuly jsou napf. absence faktorti pro pfeziti, virova infekce, poskozeni DNA (v disledku
UV zafeni, ionuzujiciho zafeni), pfitomnost kyslikovych radikala aj. (Kerr et al., 1972;
Elmore 2007).

Stézejni roli v indukci vnitini drahy apoptdzy maji proteiny rodiny Bcl-2, dé€lici 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 brani funkci pro-apoptotickych proteinti Bax a Bak ve
vytvafeni poru v mitochondrialni membrané (Czabotar et al., 2014), nasledkem ¢ehoz
nedochazi k wvyplaveni cytochromu c¢ a pro-apoptotickych proteinii jako jsou AIF
(apoptosis inducing factor), endonukleaza G, Omi/HrtA2 (Omi/high temperature
requirement protein A2), Smac/DIABLO (second mitochondria-derived activator of
caspases/ direct 1AP binding protein with low pl) (Uren et al., 2005). Cytochrom c,
spole¢né s adaptorovym proteinem Apaf-1, ATP a kaspazou-9 tvoti v cytoplasmé strukturu
zvanou apoptozom, jehoz ulohou je aktivace kaspazy-9 a nasledn¢ aktivace efektorovych
Kaspaz -3, -6 a -7 (Chinnaiyan, 1999). Ulohou BH3-only proteinii je zprostiedkovani
signali v reakci na cytotoxické stresy. Jejich aktivita je ovlivnéna transkripéné€ nebo
post-transkripén€. Funguji jako piimé aktivatory proteini Bak a Bax, nebo neutralizuji
funkci anti-apoptotickych Bcl-2 proteinti. Aktivace vnitini drahy apoptdzy tak zavisi na
mnozstvi proteintl rodiny Bel-2 a poméru mezi vSemi tfemi ¢leny rodiny Bcl-2 (Czabotar
etal., 2014).

Jednou z mozZnosti, jak aktivovat vnitini drdhu apoptozy, je aktivita transkripéniho
faktoru p53. Dle zavaznosti poSkozeni DNA protein p53 bud zprostiedkuje zastaveni
bunééného cyklu, nebo spusténi apoptdzy. Jednim z mechanismi, kterym protein p53
umoziiuje spustit apoptozu, je aktivace transkripce nékterych Bel 2 proteind, jako jsou
Bax, Bid, Noxa, Puma. ZvySend exprese proteinu p53 také souvisi s pfitomnosti vétsiho
mnozstvi receptort DR5 (death receptor 5) a Fas receptoru na povrchu bunék, které vedou
k aktivaci kaspazy-8 a aktivaci vnitini drahy pomoci tBid. Kromé téchto proteint ovliviiuje
protein p53 také transkripci adaptorového proteinu Apaf 1 (aktivace kaspazy-9) a PIDD

(aktivace kaspazy-2). Protein p53 se krom& vazby na DNA muze vazat i pfimo na jiné
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proteiny. Muze tak napiiklad vazat anti apoptotické proteiny Bcl XL (B cell lymphoma
extra large) ¢i Bcl 2 a branit tak jejich vazbé na pro apoptotické proteiny Bcl 2 rodiny. Tim
je umoznén vznik péru v mitochondridlni membrané a tnik molekul vedouci k bunécné

smrti (Amaral et al., 2010).

Various cellular stresses
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Obrazek 2.5: Schéma vnéjsi a vnitini drahy apoptézy (pievzato a upraveno z Mcllwain 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
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2.5.2 Nekroza

Nekroza je typem bunécéné smrti, kterd je Casto srovnavana s apoptozou (kapitola
2.5.1). Na rozdil od apoptézy neni zména morfologie jadra spojena s organizovanou
kondenzaci chromatinu a tvorbou pravidelnych fragmenti DNA. Bunky podléhajici
nekréze jsou rozlozeny rychle a neorganizované a bunétny obsah je zcela vylit do
okolniho prostoru. Uvnitf bun€k dochdzi k rychlému neuspofddanému rozkladani
komponent cytoplasmy a jadra (Proskuryakov et al., 2003; Edinger and Thompson, 2004).
Probihajici nekréza je typicka pfitomnosti oxidativniho stresu, vakuolizaci cytoplasmy,

rozrusenim integrity plasmatické membrany a vypousSténim bunécného obsahu do okoli
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buiiky. Bunécny obsah v okoli buiiky vede k aktivaci zanétlivé odpoveédi tkéani
(Proskuryakov et al., 2003; Edinger and Thompson, 2004). Mezi induktory nekrozy patii
napt. deplece ATP, diabetes, fyzické poskozeni, infekce, ischemie, plisobeni toxini, ale
také aktivita imunitniho systému (Proskuryakov et al., 2003). Nekréza byla v minulosti
vzdy povazovana za zcela ndhodnou a piisn€é neorganizovanou bunécnou smrt. Toto
paradigma se vSak v poslednich nékolika letech zcela zménilo. V roce 2005 se poprvé
povedlo inhibovat rozvoj nekrotické bunééné smrti po ischemii mozku za pomoci
inhibitoru nekrostatinu-1 (Degterev et al., 2005). Jelikoz moznost inhibice naznacuje
organizovanost, byla poprvé diskutovdna existence signalni drdhy vedouci k nekroze.
Programovana bunéénd smrt se znaky nekrézy byla oznacena terminem nekroptoza

(Degterev et al., 2005).

2.5.3 Autofagie

Autofagie (makroautofagie) je evolué¢né velmi stary mechanismus, kterym dochazi
k degradaci slozek cytoplasmy (glykogen, proteiny, lipidy, nukleotidy aj.) a organel za
pomoci lysozomu. Za béznych podminek je aktivita autofagie minimalni, ovSem stimuly
jako limitace Zivin, hypoxie, poskozeni DNA a organel, vysoka denzita bun¢k ¢i zména
teploty mohou vést ke znacnému narGstu jeji aktivity (Levine and Kroemer, 2008).
Hyperaktivace této drahy muze vést k bunécné smrti (Tsujimoto and Shimizu, 2005).
Autofagie je také proces, ktery je spojen s diferenciaci a vyvojem (Mizushima and Levine,
2010). Pro autofagii je typicka tvorba vacku obalenych dvojitou membranou, které smétuji
svlyj obsah k rozkladu do lysozomu, tzv. autofagozomy. Formovani téchto va€kl maji na
starosti proteiny Atg (autophagy related), které byly poprvé objeveny a popsany
u kvasinek, ovSem jsou vysoce konzervovany napfti¢ eukaryoty (Mizushima et al., 2011).
Iniciace autofagie je regulovana komplexy Atgl/ULK (unc 51 like kinase) a PI3K
(fosfatidylinositol 3 kinase) kinazou tiidy 111 — Vps34 (vesicular protein sorting 34).

Autofagie probihd v péti zdkladnich krocich — formovéni fagoforu (izolované
membrany), elongace fagoforu, zrani autofagozomu, fuze autofagozomu s lysozomem
a rozklad pomoci lysozomalnich proteint (Ryter et al., 2014). Pro vznik autofagozomd je
nutna aktivni Atgl/ULK kinaza. Ta ke své aktivni podobé poticbuje byt v interakci
s regulaénim proteinem Atgl3. Ve chvili, kdy se v okoli buniky nachazi dostate¢né
mnozstvi zivin, je protein Atgl3 udrzovan ve fosforylované podobé pomoci kinazy mTOR

(mammalian target of rapamycin), ¢imz je velmi snizena afinita Atgl3 k Atgl/ULK.
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Komplex Atgl/ULK bézné nevykazuje kinazovou aktivitu. OvSsem za podminek
nedostatku zivin pro buiku, je ¢innost mTOR kin4zy inhibovana, Atgl3 je defosforylovan
a muze interagovat s Atgl/ULK. Tim dojde k aktivaci kinazové aktivity Atgl/ULK (Diaz-
Troya et al., 2008). Ulohou Atgl je predevsim stimulace proteinu Atg9, ktery je esencialni
pro rozsifovani fagoforu (Papinski et al., 2014).

Rozsifovani fagoforu a formovani autofagozomu maji na starosti dva ubiquitin like
konjugacni systémy — Atgl2-Atg5 a Atg8/LC3-PE (microtubule-associated protein 1A/1B-
light chain 3 - fosftatidyl ethanolamin). Protein Atg 12 je aktivovan proteinem Atg7
(Elenzym), pienesen na protein Atgl0 (E2 enzym), konjugovan s proteinem Atg5
a\nasledné se formuje komplex Atgl2-Atg5-Atglé (E3 enzym). Tento komplex je
pfitomen na membrané po celou dobu, kdy dochazi k formovani autofagozomu, ale po
skonCeni procesu se od membrany odpojuje. Je upravovan protedzou Atg4d a Atg7
(E1 enzym) apienesen na protein Atg3 (E2 enzym). Nasledné je komplex Atg8/LC3
spojen s PE na membran¢. Vznikly komplex Atg8/LC3-PE je soucasti izolatni membrany
i autofagozomu. Po §tépeni proteazou Atgd vznika komplex LC3-1, ktery je cytosolicky,
po spojeni s PE se oznacuje jako LC3-1I a je pevné vazan v membrané autofagozomu.
Konjugacni systémy slouzi k vazani membrany vznikajiciho autofagozomu. Po uzavieni je
autofagozom smérovan k fuzi s lysozomem, kde dochéazi k degradaci obsahu téchto vackt
(Mizushima et al., 2011; Reggiori et al., 2012). Vybér specifickych substrati pro degradaci
autofagii je zajiStén proteinem p62, ktery rozpoznava ubikvitinované substraty a nasledné
se vaze primo na Atg8/LC3 a stava se tak soucasti autofagozomu (Reggiori et al., 2012).

Kromé téchto byly dodnes definovany dalsi typy bunéénych smrti — anoikis (Frisch
and Francis, 1994), entoza (Overholtzer et al., 2007), ferroptoza (Dixon et al., 2012),
kornifikace (Eckhart et al., 2013), mitoticka katastrofa (Castedo et al., 2004), netoza
(Remijsen et al., 2011), parthanatos (Fatokun et al., 2014) a pyroptoza (Bergsbaken et al.,
2009).

2.6 Nadbytek Zeleza, bunécné poSkozeni a bunééna smrt

Jednim z dusledkt puisobneni nadbytku zeleza je oxidativni poSkozeni bunéénych
membran a poSkozeni mitochondrii. Oxidativni poskozeni mitochondrii pfi nadbytku
Zzeleza ma za nasledek defekty v mitochondridlnim elektron transportnim fetézci,
v disledku ¢ehoz Ize pozorovat nizsi spotteby kysliku a nizsi 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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pretizeni zelezem byla nalezena snizena aktivita cytochrom c oxidazy (Bacon et al., 1993).
Pti nadbytku Zeleza dochézi k vytvoreni neselektivniho MPT (mitochondrial permeability
transition) poru v mitochondridlni membrané (Rauen et al., 2004). Membrana je navic
z dtvodu peroxidace nachylnéjsi k rozruSeni, které spole¢né s otevienim MPT muze vést
K uvolnéni cytochromu ¢ z mezimembranového prostoru (Halestrap and Pasdois, 2009).
Nemiize tak nadale pfenaset elektron k cytochrom c oxidaze. Cytochrom ¢ uvolnény do
cytoplasmy ma navic za nasledek spusténi procest vedoucich k apoptdze ¢i nekroze
(kapitola 2.5). At uz apoptoza, tak nekroza byly u bunék ovlivnénych nadbytkem Zeleza
mnohokrat pozorovany jak na Grovni morfologie (Rauen et al., 2004; Masuda et al., 2014,
Zheng et al., 2015), tak v ptipadé apoptdzy i prostfednicvim aktivace kaspaz (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 lipidii nadbytkem zeleza kromé poskozovani biomembran produkuje
mimo jiné i toxické reaktivni aldehydy — malondialdehyd (MDA) a 4-hydroxy-2-nonenal
(HNE), které nasledné in vivo tvoii adukty s DNA (Sodum and Chung, 1988), a proteiny
(Houglum et al., 1990). Tyto modifikace DNA a proteini mohou pfispivat k rozvoji
malignit a fibroznim zménam (Bartsch and Nair, 2004), které jsou pozorovany pii
nadbytku Zeleza napf. u jater (Batts, 2007), sleziny (Khan et al., 1999) ¢i srdce (Oudit et
al., 2006; Das et al., 2015). Pii ptsobeni nadbytku Zeleza in vivo se tyto adukty vazi na
proteiny mikrozomalni frakce v jaternich builkach, coz miize byt dalsi z pficin poskozeni
bunék a tkani béhem nadbytku zeleza (Valerio and Petersen, 1998). Kromé toho byly
pozorovany 1 dal§i zmény DNA. Konkrétné se u pacientil s nealkoholovou steatdzou jater
jednalo o modifikaci guaninu na 7,8-dihydro-8-oxo-2' deoxyguanosin (8-exodG). Vyskyt
této modifikace byl signifikantn& spojen s nadbytkem Zeleza. Redukce hladiny Zeleza by
tak u téchto pacientil mohla snizit pradvdépodobnost rozvoje hepatocelularniho karcinomu
(Fujita et al., 2009). Modifikace guaninu na 8-exodG zpusobuje transverzi GC na TA,
ktera vede k rozvoji nadorovych onemocnéni a jinych patologii (Cheng et al., 1992).

Krom¢ jaderné DNA dochazi béhem oxidativniho stresu ve vétsi mife i ke
znaénému poskozeni mitochondrialni DNA (Yakes and Houten, 1997). Béhem nadbytku
zeleza dochazi ke kumulativnimu poskozeni, kdy stejné jako u jaderné DNA dochazi ke
vzniku 8-exodG modifikacim a navic s Casem dochazi k fragmentaci. Tato poskozeni

znaén€ snizuji spotiebu kysliku a tvorbu ATP, jelikoz kvili poSkozeni DNA dochazi ke
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snizeni hladiny komponent elektron transportniho fetézce (Almeida et al., 2006; Gao et al.,
2009a).

Navic se ukazuje, ze peroxidace lipidi a pfitomnost MDA a HNE pii nadbytku
zeleza hraje roli pfi expresi TGF-B1 (transforming growth factor beta) a ptispiva k rozvoji
fibrézy v jatrech (Houglum et al., 1997; Branton and Kopp, 1999). Stejné tak byl
pozorovan rozvoj fibrozy pti zvysujicim se mnozstvi zeleza u kardiomyocytl a tim spojené
kardiomyopatie (Oudit et al., 2006). Tvorba kolagenu v dusledku ptsobeni nadbytku
Zeleza u jater ¢i srdce byla pozorovana i v piipadé jinych studii (Weintraub et al., 1988;
Gardi et al., 2002; Wang et al., 2011; Das et al., 2015)

Dale mohou byt oxidativné poruseny membrany lysozomt (Mak and Weglicki,
1985). Ty nésledné ztraci pevnost a mize dochéazet k vypousténi lysozomalnich enzymii do
cytoplasmy. Na zaklad¢é rozsahu poskozeni mize dochazet az k apoptoze (Lunova et al.,
2014) a nekroze (Stal et al., 1990). Vypusténi lysozomalnich enzymt muize spoustét
bunécénou smrt pies pisobeni na mitochondrie, uvolnéni cytochromu c a aktivaci vnitini
drahy apoptozy (Zhao et al., 2003).

Peroxidace membran zplsobuje také snizeni funkce endoplasmatického retikula
(ER). Konkrétné¢ byly béhem nadbytku zeleza v buiice pozorovany snizené aktivity
enzymii ER (zhorSena funkce p450, aminopyrin demethylazy, gluk6za-6-fosfatazy)
asnizena schopnost zadrzovat vapenaté ionty (Valerio and Petersen, 1998). V ramci
nékolika studii bylo také pozorovéano, Ze pii nadbytku Zeleza se v bunikach objevuji
znamky stresu ER (Tan et al., 2013; Park et al., 2014). Stres ER byl pozorovan u jater
asrdei potkanti s vyvolanym akutnim i chronickym nadbytkem zeleza, kdy bé&hem
hromadéni Zeleza v tkanich potkani dochazelo k vyssi aktivité chaperonu BiP a aktivaci
kaspaz (Lou et al., 2009).

Dalsim piikladem mechanismu indukce apoptozy v disledku stresu ER je jiz diive
zminovana aktivace JNK kinazy (kapitola 2.4.2.3), ktera vede k aktivaci pro-apoptotickych
BH3-only protein. Ty nasledné umozni proteinim Bak a Bax vytvofit por
V mitochondridlni membrané a spustit tak vnitfni drdhu apoptdzy. JNK kindza dale
fosforyluje anti-apoptotické proteiny Bcl-2 a Bel-XL, ¢imz prerusi jejich anti-apoptotickou
funkci (Dhanasekaran and Reddy, 2008; Logue et al., 2013). Dalsim mechanismem
indukce apoptozy v dusledku stresu ER je aktivace transkripéniho faktoru CHOP, ktery je
transkribovan pii del§im trvani signalizaci vSech tfi drah. CHOP je transkrip¢ni faktor

obsahujici bZIP doménu a jeho funkce v aktivaci apoptdzy spociva v pozitivni regulaci
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exprese BH3-only proteind (Bim, Puma) a zaroven negativné reguluje expresi anti-
apoptotického proteinti Bcl-2 (Teske et al., 2013). Krom¢ CHOP transkrip¢niho faktoru
muze byt apoptéza béhem stresu ER spusténa pomoci kaspazy-12. Pti dostate¢ném stimulu
dochazi béhem stresu ER k expresi kaspazy-12 a zaroven dochazi k translokaci kaspazy-7
z cytosolu na povrch ER. Kaspdza 7 na povrchu ER néasledné stépi kaspazu-12, ¢imz
dochazi k jeji aktivaci vedouci k indukci apoptézy pomoci interakce s kaspazou-9 (Rao et
al., 2004).

Stres ER se také ukdzal byt jednim z mechanismi, kterym dochézi k pozitivni
regulaci exprese hepcidinu. In vitro i in vivo bylo pozorovano, Ze stres ER indukuje expresi
hepcidinu pomoci stresem ER aktivovaného transkripéniho faktoru CREBH (cyclic AMP
response element-binding protein H). CREBH se vaze na hepcidinovy promotor a aktivuje
jeho expresi (Oliveira et al., 2009; Vecchi et al., 2009).
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Chemikalie

2-merkaptoethanol (GIBCO, Carlsbad, USA);

30% akrylamid/bis-akrylamid (Sigma-Aldrich, St. Luis, USA);
35% kyselina chlorovodikova — HCI (Penta, Praha, Ceska republika);
APS (AppliChem, Darmstadt, Némecko);

bromfenolova modf (Sigma-Aldrich, St. Luis, USA);

citrat sodny (Sigma-Aldrich, St. Luis, USA);

CO, (Air Liquide CZ, s.r.0., Praha, CR);

DTT (Serva, Heidelberg, Némecko);

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

ethanol 96% (Dr. Kulich, Pharma s.r.o., Hradec Kralové, CR);
FeCl; - 6H,0 (Sigma-Aldrich, St. Luis, USA);

fatalni bovinni sérum — FBS (Sigma-Aldrich, St. Luis, USA);
glycerol (Sigma-Aldrich, St. Luis, USA);

glycin (Serva, Heidelberg, Némecko);

H,0 pro tkanové kultury;

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

inhibitor fosfatdz PhosSTOP (Roche, Basile;, gV)'I(:arsko);
inhibitor proteaz cOmplete ULTRA mini (Roche, Basilej, Svycarsko);
KCI (Lachema, Brno, CR);

KH,PO, (Lachema, Brno, CR);

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

kyselina octova (Penta, Praha, Ceska republika);

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

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

Na;HPO, - 12 H,0O (Sigma-Aldrich, St. Luis, USA);

NaCl (Lachema, Brno, Ceska republika);

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

NaOH (Lachner, Neratovice, CR);

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);
pyruvat sodny (Sigma-Aldrich, St. Luis, USA);

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

RNa4za (Sigma-aldrich, St. Louis, USA);

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

standard molekulovych hmotnosti Kaleidoscope (Bio-Rad, Hercules, USA);
streptomycin (Sigma-Aldrich, St. Luis, USA);
TEMED (Carl Roth, Karlsruhe, Némecko);

TGS (Serva, Heidelberg, Nemecko);

tris (Carl Roth, Karlsruhe, Némecko);

trypanova modrt 0,4% (Sigma-Aldrich, St. Luis, USA);
trypsin (Sigma-Aldrich, St. Luis, USA);

tween-20 (Serva, Heidelberg, Nemecko)

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

20 ml injekeni stiikacka (B. Braun, Hessen, Némecko);

96-jamkova mikrotitracni desti¢ka (Brand, Wertheim, Némecko);

96-jamkova mikrotitracni desticka (Orange Scientific, Braine-1"Alleud, Belgie);

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

Biirkerova komurka (Glaswarenfabrik Karl Hecht, Sondheim v. d. Rhon, Némecko);
centrifugaéni zkumavka 15 ml a 50 ml (Jet Bio-Filtration Co.; Guangzhou; Cina);

filtr s pory 0,20 pm (Corning Inc., New York, USA);

filtra¢ni papir pro western blot Chromatography paper 3 MM (GE Healthcare, UK);
kadinka 250 ml (Fisher Scientific, Waltham, USA);

nitrocelul6zova membrana pro western blot Protran 0,2 um (GE Healthcare, UK); Petriho
miska 60 mm a 100 mm (Orange Scientific, Braine-1"Alleud, Belgie);

plastova pipeta (Orange Scientific, Braine-1"Alleud, Belgie);

sklenéna pipeta (Brand, Wertheim, Némecko);

systém pro ptipravu gelt 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 Pristrojové vybaveni

centrifuga Eppendorf Centrifuge 5702 s rotorem A-4-38 (Eppendorf, Hamburk, Némécko);
CO; inkubator (Nuaire, Plymouth, USA);

destila¢ni kolona (GFL, Burgwedel, Némecko);

chlazena centrifuga Jouan BR4i s rotorem S40 ¢i rotorem AB 1.14 (Jouan, Saint-Herblain,
Francie);

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

laminarni box Microbiological safety cabinet (MSC) Holten Jouan S 2010 (Jouan, Saint-
Herblain, Francie);

manualni mikropipety — biohit, eppendorf (Biohit, Goéttingen, Némecko; Eppendorf,
Hamburk, Némécko)

minitfepacka MS2 Minishaker (IKA, Staufen, Némecko);

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

inverzni mikroskop LEICA DMIL (LEICA, Wetzlar, Némecko);

pH metr InoLab s elektrodou 8102BNUWP (Thermo Scientific, Massachusetts, USA);
pipetovaci ndstavec accu-jet pro (Brand, Wertheim, Némecko);

pratokovy cytometr (FACS) Calibur (BD Biosciences, Heidelberg, Némecko);

preklapéci ttepacka MR-1 (BIOSAN, Riga, LotySsko);

spektrofotometr (Sunrise Tecan, Mannedorf, Svycarsko),

stolni mikrocentifuga Combi-spin (Biosan, Riga, Litva);

suchy termoblok MD-02 (Major Science, Saratoga, USA);

vodni lazent (Memmert GmbH, Schwabach, Némecko);

zdroj elektrického proudu PowerPaC HC High-Current Power Supply (Bio-Rad, Hercules,
USA)

3.4 Komer¢ni sady

sada pro detekci chemiluminiscence: SuperSignal® West Pico Chemiluminiscence Kit
(Thermo Scientific, Massachusetts, USA);

sada pro méfeni koncentrace proteini: Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific,
Massachusetts, USA)
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3.5 Software

Carestream (verze 5.2) (Carestream, Rochester, USA);

FlowlJo (verze 10) (FlowJo, LLC., Ashland, USA);

Microsoft Excel (verze 2003) (Microsoft; Washington, USA);
XRead Plus (verze V 4.20) (Sunrise Tecan, Mannedorf, Svycarsko)

3.6 Roztoky a média

0,5 M tris-HCI pH 6,8: Pro piipravu 150 ml roztoku jsme rozpustili 9,0855 g tris
v cca 120 ml dH,0 a pomoci HCI 35 % jsme upravili pH na hodnotu 6,8. Roztok jsme
doplnili do celkového objemu 150 ml dH,0O a ovétili pH. Roztok jsme skladovali pii 4 °C.

1,5 M tris-HCI pH 8,8: Pro piipravu 200 ml roztoku jsme rozpustili 36,34 g tris
v cca 180 ml dH,0 a pomoci HCI 35 % jsme upravili pH na hodnotu 8,8. Roztok jsme
doplnili do celkového objemu 200 ml dH,0O a ovétili pH. Roztok jsme skladovali pii 4 °C.

1% roztok BSA: 1% roztok BSA jsme ziskali fedénim 5% roztoku BSA v roztoku
TBS v poméru 1:4. Roztok jsme kratkodob¢ uchovavali pii 4° C.

5% roztok BSA: Rozpustili jsme 2 g BSA ve 40 ml roztoku TBS. Roztok jsme
kratkodobé uchovavali pii 4° C.

10% roztok persiranu amonného (APS — amonium persulfate): K piipravé 10%
APS jsme rozpustili 1 g APS v 10 ml dH,0. Alikvoty roztoku jsme skladovali pii -20 °C.

10% roztok SDS: K piipravé 10% SDS jsme rozpustili 1 g SDS v 10 ml dH0.

Roztok jsme skladovali pii pokojové teploté.

70% roztok ethanolu: Roztok jsme piipravili smichanim 29,2 ml 96% ethanolu
a 10,8 ml dH,0O. Roztok jsme skladovali pii 4 °C.

Fosfatovy pufr (PBS — phosphate buffered saline): Pro piipravu 1 litru PBS jsme
rozpustili 8 g NaCl; 0,2 g KCI; 2,89 g NaHPO, - 12 H,0 a 0,29 KH,PO, v dH,O pro
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tkanové kultury do celkového objemu 1 litr. Pfipraveny roztok jsme sterilizovali pomoci

autoklavu a skladovali pii pokojové teploté.

Kultivacni médium: Pro rutinni kultivaci bunécnych linii jsme pouzivali kultivacni
médium pfipravené smichdnim zakladniho média s tepelné inaktivovanym fetalnim

bovinnim sérem (FBS) v poméru 9:1. Médium jsme kratkodob¢ skladovali pti 4 °C.

Kultivacni médium bez 2-merkaptoethanolu: Pro pfipravu 100 ml média jsme
smichali 90 ml zakladniho média bez ptidaného 2-merkaptoethanolu a 10 ml FBS.

Médium jsme skladovali pfi teploté 4 °C.

Kultivacni médium bez 2-merkaptoethanolu s 15 mM nadbytkem citratu Zelezitého:
Pro ptipravu 100 ml média jsme smichali 82,5 ml zdkladniho média bez ptidaného
2-merkaptoethanolu, 10 ml FBS a 7,5 ml 200 mM citratu Zelezit¢tho. Médium jsme

ptipravovali vzdy Cerstvé.

Kultivacni médium s 50 uM nadbytkem citratu zZeleziteho. Pro ptipravu média jsme
do 400 ml kultivaéniho média (360 ml zakladniho média, 40 ml FBS) ptidali 100 pl 200

mM roztoku citratu Zelezitého. Médium jsme kratkodobé skladovali pfti teplote 4 °C.
Kultivacni médium se 100 uM nadbytkem citrdatu Zelezitého: Pro pfipravu média
jsme do 400 ml kultiva¢niho média (360 ml zakladniho média, 40 ml FBS) ptidali 200 pl
200 mM roztoku citratu zelezitého. Médium jsme kratkodobé skladovali pii teploté 4 °C.
Lyzacni pufr: V 17 ml RIPA pufru jsme rozpustili 2 tablety inhibitori fosfataz
PhosSTOP a 2 tablety inhibitorti proteaz cOmplete ULTRA mini. Alikvoty roztoku jsme

skladovali pii -20 °C.

Pl master mix: Smichali jsme 40ul roztoku Pl (1 mg/ ml), 10 pl roztoku RNazy
(10 mg/ ml) a 950 ul PBS.

Promyvaci roztok TBS-T: Rozpustili jsme 0,9 ml Tween-20 v 900 ml 1x TBS.
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Roztok citratu zelezitého 200 mM: Pro ptipravu 200mM zéasobniho roztoku citratu
zelezitého jsme odvazili 5400 mg FeCl; - 6H,O a 8820 mg citratu sodného a piidali
zakladni médium bez pfidaného 2-merkaptoethanolu do celkového objemu 100 ml. Po
uplném rozpusténi soli jsme roztok filtrovali ve sterilnich podminkach v laminarnim boxu
za pouziti 20 ml injekéni stiikacky a filtru s pory o rozméru 0,20 um. Zasobni roztoky
citratu zelezitého jsme uchovavali v 15 ml a 50 ml centrifuga¢nich zkumavkach pfi teploté

4°C.

Roztok Ponceau S: Rozpustili jsme 2 mg Ponceau Sve 100 ml pifedem

ptipraveného roztoku 5% kyseliny octové v dH,O.

Roztok trypsinu s EDTA (0,2%): Pro piipravu 200 ml roztoku jsme rozpustili
0,4 g trypsinu a 0,04 g EDTA ve 200 ml PBS. Pfi laboratorni teploté jsme 1 M roztokem
NaOH upravili pH trypsinu na hodnotu 7,4. Roztok jsme sterilizovali filtraci pies filtr

s pory o velikosti 0,20 um a skladovali pii teploté -20 °C.

TBS (tris-buffered saline) pufr (1x): Pro ptipravu jednoho litru roztoku 1x TBS
jsme smichali 100 ml roztoku 10x TBS a 900 ml dH,0. Pomoci 35% HCI jsme upravili pH
na hodnotu 7,5. Roztok jsme skladovali pti 4° C.

TBS (tris-buffered saline) pufr (10x): Roztok jsme piipravili rozpusténim 12,14 g
tris a 75,92 g NaCl v dH,0 do celkového objemu 11. Roztok jsme skladovali pii 4° C.

Transferovy pufr (1%): Roztok jsme pfipravili smichanim 100 ml 10x
koncentrovaného transferového pufru, 200 ml methanolu a dH,O do celkového objemu 11.

Roztok jsme skladovali pii 4° C.
Transferovy pufr (10%): Pro ptipravu 10x koncentrovaného roztoku jsme rozpustili

144 g glycinu a 30 g trisu v dH,0 do celkového objemu 11. Roztok jsme skladovali pti
teploté 4 °C.
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Tris-Glycin/SDS (TGS) elektroforeticky pufr (1%): Roztok jsme pripravili
smichanim 100 ml TGS (Serva, Heidelberg, Némecko) s 900 ml dH,O. Roztok jsme
skladovali pii 4 °C.

Vzorkovy pufr (2x): Pro ptipravu vzorkového pufru jsme smichali 2 ml 1M DTT,
0,8 ml glycerolu, 3,2 ml 10% SDS, 2 ml 0,5 M tris-HCI pH 6,8 a promichali. Poté jsme
pridali 4 mg bromfenolové modii a opét promichali. Roztok jsme dlouhodobé skladovali

pii -20 °C, nebo kratkodobé pti 4 °C.

Zakladni médium (500 ml): Zékladni médium jsme pfipravili smichanim chemikalii
dle rozpisu v tabulce 3.1. Vsechny slozky byly pfed pouzitim promichany a sterilné

otevieny. Médium jsme skladovali pti 4°C po dobu max jednoho mésice.

Zakladni médium bez pridaného 2-merkaptoethanolu: Zakladni médium pfipravené

dle tabulky 3.1 bez pfidaného 2-merkaptoethanolu.

dH,0 pro tkanové kultury 411,5 mi
RPMI-1640 (10x) 50,0 ml
200 mM L-glutamin 10,0 mi
100 mM Pyruvat sodny 5,0 mi
2,3 mM Kyselina listova 0,5 ml
Antibiotika (penicilin 6,3 mg/ml, streptomycin 10 mg/ml) 5,0ml
7,5% NaHCO; 13,0 mi
1,5 M HEPES 5,0 mi
5 mM 2-merkaptoethanol 0,5 ml

Tabulka 3.1: Rozpis chemikalii pro pfipravu 500 ml zdkladniho média.

3.7 Bunécné linie

Experimenty jsme provadéli na bunéénych liniich, které reprezentuji dva nejvice
poskozované typy tkani pii nadbytku zeleza v organismu, tedy s bunkami HEP-G2
reprezentujicimi lidské jaterni tkané a NES2Y reprezentujicimi lidské pankreatické beta

burniky. Obé& bunécné linie jsou adherentni.
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HEP-G2 je bunécna linie odvozena z hepatocelularniho karcinomu 15 letého
argentinského chlapce. Morfologicky odpovida jaternim parenchymalnim buiikdm (Aden
et al., 1979). Pravdépodobné se ovSem jedna o linii odvozenou z hepatoblastomu (Lopez-
Terrada et al., 2009). Diky zachovalé syntéze jaternich proteini se jednad o uziteCnou
bunéénou linii pro studium lidskych hepatocyti (Bouma et al., 1989) a to v¢etné studia
metabolismu zeleza (Popovic and Templeton, 2004).

Bunécna linie NES2Y je odvozend z bunck Largenhansovych ostrivkl pacienta
s perzistujici hyperinzulinemickou hypoglykemii (MacFarlane et al., 1997). Tyto bunky
konstitutivn¢ exprimuji inzulin bez odezvy na glukézu v dusledku Spatné aktivity
draselného kanalu (MacFarlane et al., 1997). Obnoveni funkce draselného kanalu v téchto
buitkkdch vede k obnoveni sprdvné funkce téchto bunck pii odpovédi na glukézu

(MacFarlane et al., 1999). Buiiky jsou velmi snadno kultivovatelné.

3.8 Rozmrazovani a kultivace bunécnych linii
3.8.1 Rozmrazovani bunéénych linii

Bunééné linie byly dlouhodobé uchovavany v kultivaénim médiu (viz kapitola 3.6)
s ptidavkem 10 % DMSO v tekutém dusiku pfi teploté -196 °C. Zkumavky s bunikami jsme
vyjmuli z tekutého dusiku a ihned rozmrazili ve vodni lazni pii teploté 37 °C tak, aby
nedoslo ke kontaminaci bunék. Po rozmrazeni jsme zkumavky dezinfikovali 70%
ethanolem a steriln¢ otevieli v laminarnim boxu. Pro vyfedéni DMSO jsme obsah
zkumavky (1 ml suspenze bun€k) ptenesli do 10 ml cerstvého kultivaéniho média
ptipraveného v centrifuga¢nich zkumavkach a promichali. Steriln€¢ uzaviené zkumavky se
suspenzi bunék jsme centrifugovali pti 2 500 rpm (959 x g) po dobu 4 minut.

Po centrifugaci a odstranéni supernatantu jsme pelety obsahujici zivé bunky opatrné
resuspendovali v 5 ml Cerstvého kultivacniho média a ptenesli na popsané sterilni 60 mm
Petriho misky. Petriho misku jsme vlozili do CO; inkubatoru (37 °C, vlhéena atmosféra
s 5% CO,). Po 24 hodinach jsme vyménili médium za nové. Bunky jsme poprvé pasazovali

pied dosazenim bodu konfluence.

3.8.2 Kultivace bunéénych linii
Bunécné linie jsme kultivovali v inkubaénim boxu pii teplot¢ 37 °C, vysoké
vzdusné vlhkosti a 5% hladiné CO,. Bunky jsme kultivovali na Petriho miskach

s pramérem 60 mm a 100 mm s 5 ml, respektive s 10 ml kultivacniho média a pired
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dosazenim bodu konfluence jsme kazdou bunéfnou linii pasazovali ve sterilnich
podminkach laminarniho boxu.

Pii pasazovani jsme z Petriho misky odsali médium, Petriho misku s buitkami jsme
oplachli 0,5 ml sterilniho roztoku trypsinu s EDTA, ktery jsme pfed pouzitim zahtali ve
vodni 1azni na teplotu 37 °C. Pridali jsme opét 0,5 ml nového roztoku trypsinu s EDTA pro
rozruseni mezibunéénych spojl a fokéalnich adhezi a Petriho misky jsme umistili na suchy
zahiivaci blok (37 °C). Po uvolnéni bun¢k do roztoku (cca 3 — 5 minut), jsme bunky
resuspendovali v Cerstvém kultivaénim médiu a ¢ast bunék ptevedli na novou Petriho
misku s Cerstvym kultivaénim médiem. V zavislosti na rychlosti ristu jednotlivych
bunécnych linii jsme bunky fedili v poméru 1:5, 1:10 az 1:20. V zavislosti na rychlosti
rustu bunék jsme tuto proceduru opakovali 1 — 2x tydnég. V ptipad¢ potieby jsme po 2 — 3

dnech kultivace bun€k vymeénili kultivaéni médium za Cerstvé.

3.9 Priprava bunék pro experimenty
3.9.1 Pocitani bunék pomoci Biirkerovy komiirky

Biirkerovu komurku jsme pouzivali ke stanoveni koncentrace bunc¢k v suspenzi.
Pfed pouzitim jsme komirku fadné ocistili 70% roztokem ethanolu. Experimenty jsme
provadéli v 96-jamkovych mikrotitraénich destickach. Z jamky na 96-jamkové desticce,
jsme odstranili médium a ptidali 50 pl roztoku trypsinu s EDTA. Desticku jsme vlozili na
suchy termoblok vyhtaty na 37 °C a nechali roztok trypsinu s EDTA pusobit, dokud se
bunky zcela neuvolnily z podkladu. Nasledné¢ jsme do jamky ptidali 50 ul roztoku
trypanové modfi, fadné promichali a nanesli do Biirkerovy komirky. V definovaném poctu
poli komiirky jsme pocitali buiiky, které nebyly zbarveny do modra, tedy buiky Zivé.

Pii zakladani expretimentd jsme ziskana data pouzili pro pfepocet koncentrace
bun€k pro nasazeni bunék na Petriho misky nebo do jamek 96-jamkové mikrotitracni
desticky. Data ziskana pfi ,,dose response® experimentech a pro vytvoreni ristovych kiivek
jsme zpracovali v Programu Microsoft Excel (verze 2007), graficky znazornili pramér
z n¢kolika nezavislych opakovani a vynesli chybové useCky jako hodnoty S.E.M.
(z anglického standard error of the mean). Statistické vyhodnoceni dat jsme provedli
pomoci parového t-testu (Studentiv t-test). Ziskané rozdily hodnot jsme povazovali za

statisticky vyznamné pfi hladin€ vyznamnosti 5 % (P<0,05), respektive 0,1 % (P<0,001).
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3.9.2 Vyseti bunék pro experimenty

Pfi sbéru bun¢k pro experimenty jsme postupovali stejné jako v ptipadé pasazovani
(kapitola 3.8.2). Po uvolnéni bun¢k z podkladu jsme je pienesli do sterilni centrifuga¢ni
zkumavky za pouziti 5 — 20 ml kultiva¢niho média. Bunky jsme fadné promichali a ¢ast
(cca 50 ul) suspenze odebrali pro stanoveni koncentrace bunék. Koncentraci bunék
Vv roztoku jsme stanovili pomoci Biirkerovy komurky (kapitola 3.9.1). Bunky jsme fedili na
pozadovanou koncentraci pro experimenty a to: 1 x 10* bun&k/ 100 ul/ jamku 96-jamkové
mikrotitracni desticky pro stanoveni ,,dose response* a rustovych kiivek (kapitola 3.10
a3.11.3) a 6 x 10° bungk/ 6 ml/ 60 mm Petriho misku & 1,6 x 10° bungk/ 12 ml/ 100 mm
Petriho misku pro piipravu vzorkl pro western blot analyzu a analyzu bunék pritokovou
cytometrii (kapitola 3.12 a 3.15). Po vyseti byly buiniky inkubovany za standardnich
kultivaénich podminek po dobu 24 hodin umoziujici bunkam pfisednuti pied vyménou

média za médium experimentalni.

3.10 Experimenty odpovédi bunék na davku — ,,dose response*

Namnozené bunky pro experiment jsme vyseli dle kapitoly 3.9.2 do 96-jamkovych
mikrotitradnich desticek v koncentraci 1 x 10* bungk/ 100 pl/ jamku do média, ve kterém
jsme je standardné kultivovali. Po 24 hodinach jsme buikam vyménili médium za médium
experimentalni: kontrola — zakladni médium bez piidaného 2-merkaptoethanolu s 10%
FBS; média s 0,5 mM az 20 mM citratem zelezitym. Roztoky jsme pfiipravili dle

nasledujici tabulky 3.2:

Médium s nadbytkem citratu Zeleza / Rozpis pipetovani roztoki
20 mM FeC 180 ul 200 MM FeC + 180 ul FBS + 1440 pl média
15 mM FeC 135 ul 200 mM FeC + 180 pl FBS + 1485 pl média
10 mM FeC 800 pl 20mM FeC + 800 ul média s 10% FBS

5mM FeC 600 pl 10mM FeC + 600 ul média s 10% FBS
2 mM FeC 180 ul 20mM FeC + 1620 pl média s 10% FBS
1 mM FeC 800 ul 2mM FeC + 800 pl média s 10% FBS
0,5 mM FeC 600 pl 1mM FeC + 600 pl média s 10% FBS
Kontrola 1000 pl média s 10% FBS

Tabulka 3.2: Rozpis pripravy médii s nadbytkem citratu Zelezitého pro stanoveni
odpovédi na davku. Jako kontrola slouzi zakladni médium bez pfidaného 2-
merkaptoethanolu. FBS = fetal bovine serum; FeC = ferric citrate
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Po 48 hodinach, respektive 96 hodinach inkubace s experimentalnimi médii, jsme

pomoci Biirkerovy komiirky stanovili poéty bunék v kazdé jamce s ptislusSnymi médii.

3.11 Kultivace bunék s nadbytkem Zeleza
3.11.1 Kratkodoba kultivace bunék s nadbytkem Zeleza

Namnozené buniky pro experiment jsme vyseli dle kapitoly 3.9.2 na 100 mm
Petriho misky v koncentraci 1,6 x 10° bun&k/ 12 ml standardniho kultivaéniho média. Po
24 hodinach jsme vyménili médium za kultivaéni médium bez 2-merkaptoethanolu jako
kontrolu a za kultivaéni médium bez 2-merkaptoethanolu s 15 mM nadbytkem citratu
zelezité¢ho. Bunky jsme vlozili do CO; inkubatoru. Po 12, 24 a 36 hodinach (bunécna linie
HEP-G2), respektive 12, 24, 36 a 48 hodinach (bunééna linie NES2Y) inkubace, jsme dale
postupovali dle kapitoly 3.12.

3.11.2 Dlouhodoba kultivace bunék s nadbytkem Zeleza

Rozmrazili jsme ob¢ bunécné linie HEP-G2 a NES2Y dle postupu popsaném
v kapitole 3.8.1. V prub¢&hu 3. — 6. pasaze jsme ob& buné¢né linie pievedli ze standardniho
kultivaéniho média zaroven na kultivaéni médium s 50 uM a 100 uM nadbytkem citratu
zelezitého. Médium s 10% FBS bez nadbytku Zeleza, s 50 pM a 100 uM citratem
zelezitym, jsme pasazovali a kultivovali za stejnych podminek. VSechny tfi varianty

kultivovanych bunék jsme sklizeli po 1 az 4 mé&sicich dle kapitoly 3.12.

3.11.3 Ristova krivka dlouhodobé kultivovanych bunék s nadbytkem Zeleza

Po péti mésiéni kultivaci jsme porovnali riistové schopnosti bunck. Kazdou
bunécnou linii jsme vyseli dle kapitoly 3.9.2 do média, ve kterém jsme je dlouhodobé
kultivovali v koncentraci 1 x 10* bunék/ 100 pl/ jamku. Po 24, 48 a 72 hodinach od
nasazeni jsme mnozstvi bunék v jamkach stanovili pocitanim na Biirkerové komfrce

(kapitola 3.9.1).

3.12 Priprava bunéénych lyzati a vzorki pro SDS-PAGE
3.12.1 Sklizeni bunék a tvorba proteinovych lyzata

Po uplynuti doby kultivace pfislusSného experimentu jsme v piipadé kratkodobé
kultivace odebrali médium do 15 ml centrifuga¢ni zkumavky (kultivace na 60 mm Petriho

miskach), respektive 50 ml centrifuga¢ni zkumavky (kultivace na 100 mm Petriho
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miskach), ktera byla pfipravena v ledové lazni. Bunky jsme oplachli roztokem trypsinu
s EDTA, piidali novy roztok trypsinu s EDTA pro rozruSeni mezibunéénych spojl
a fokalnich adhezi a misky umistili na suchy termoblok vyhtaty na 37 °C. Po uvolnéni
bunék jsme je resuspendovali v PBS vychlazeném na 4 °C, ptidali k médiu ve zkumavce
a zkumavku doplnili PBS na 8 ml (respektive 20 ml). Suspenzi bunék jsme centrifugovali
pii 4 °C pii 2000 rpm/ 721 x g po dobu 10 minut, slili supernatant a peletu resuspendovali
v 1 ml vychlazeném PBS. Znovu jsme doplnili objem pomoci vychlazeného PBS
a podruhé centrifugovali za stejnych podminek. Poté jsme peletu resuspendovali v 2x
0,5 ml PBS, ptenesli do 1,5 ml mikrozkumavek a centrifugovali pii 4 °C pii 8000 rpm/
5591 x g po dobu 8 minut. Supernatant jsme odsali do stavu suché pelety a dle velikosti
pelety pfidali 30 — 50 pl lyzac¢niho pufru. Lyzovali jsme na tfepacce po dobu nezbytné
nutnou K naruseni bun¢k a mikrozkumavku s lyzovanymi bufikami jsme vlozili minimalné
na 1 hodinu do -80 °C. Po zamrazeni jsme lyzat opétovné rozpustili na ledu, protfepali na
tiepacce a centrifugovali pii 4°C pii 14000 rpm/ 17123 % g po dobu 30 minut. Supernatant
obsahujici rozpusténé proteiny jsme pienesli do nové mikrozkumavky. Koncentraci

proteint jsme stanovili pomoci BCA metody a proteinové lyzaty ulozili do -80 °C.

3.12.2 Méreni koncentrace proteinii metodou BCA

Me¢fteni koncentrace proteinll v roztoku pomoci kyseliny bicinchoninové (BCA) je
standardné pouzivana metoda, kterd vyuziva redukci méd’natych iontti na méd’né pii reakci
s peptidickymi vazbami proteinli. Mnozstvi reakci proporéné odpovida mnozstvi peptidi
Vv roztoku. Vzniklé méd’né ionty jsou vazany kyselinou bicinchoninovou, ¢imz dochazi
K barevné zméné na fialovou, jejiz intenzita odpovida rizné koncentraci proteinti v roztoku
(Smith et al., 1985).

Pro zjiSténi koncentrace proteinti v naSich vzorcich jsme postupovali nasledovné.
Ptipravili jsme vzorky pro body kalibracni kiivky dle tabulky 3.3. Proteinové lyzaty jsme
fedili 10x, tedy 1,5 pl lyzatu a 13,5 pul dH20. Nésledn€ jsme k pfipravenym vzorkiim
ptidali 300 pl roztoku z BCA sady (roztoky A:B smichané v poméru 50:1), promichali
a inkubovali pii 37 °C po dobu 30 minut. Po 30 minutach jsme vzorky pienesli v tripletu
na 96-jamkovou mikrotitraéni desticku a méfili spektrofotometrem pii vinové délce 570
nm. Na zaklad¢ kalibracni ktivky (ptiklad viz obr. 3.1) jsme pocitali koncentraci proteint

Vv proteinovych lyzatech za pouziti programu Microsoft Excel (verze 2007).
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Mnozstvi dH,0O BSA (2pg/nl)

proteini

0pg 15 pl -
S5ug 12,5 pl 2,5 ul
10 pg 10 pl Sl
20 pg Sul 10 pl
30 pg - 15 pl

Tabulka 3.3: Rozpis pro tvorbu kalibraé¢ni krivky.

Kalibracni krivka
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Obrazek 3.1: Priklad kalibra¢ni kiivky naméiené z realnych dat.

3.13 SDS-PAGE (SDS-Polyakrylamidova gelova elektroforéza)
3.13.1 Priprava vzorki a provedeni SDS-PAGE

Proteinové lyzaty jsme rozpustili na ledu. Dle hodnot koncentraci proteint
zjisténych BCA metodou jsme pfipravili vzorky tak, aby v kazdém bylo 15 pg proteind.
Lyzaty jsme na stejny objem fedili RIPA pufrem. Nasledn¢ jsme ptidali 2x koncentrovany
vzorkovy pufr o stejném objemu jako byl objem nafedéného vzorku. Pfipravené vzorky
jsme tadné promichali, kratce toCili na stolni centrifuze a denaturovali v suchém
termobloku pti 95 °C po dobu 10 minut.

Pro pfipravu geli jsme slozili aparaturu umoZznujici tvorbu gelli o tloustce

1,00 mm. Dle rozpisu v tabulce 3.4 jsme ptipravili 12% separacni gel, jemné promichali
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a ihned nanesli mezi skla aparatury 1,5 — 2 cm pod horni okraj. Roztok jsme ptevrstvili
70% ethanolem, aby nedochézelo k ptistupu vzdusného kysliku, ktery inhibuje polymeraci.
Po 30 — 45 minutach, kdy byl gel zcela polymerovan, jsme odstranili ethanol a dle rozpisu
v tabulce 3.4 pripravili 4% zaostiovaci gel. Ten jsme nanesli nad separa¢ni gel a mezi skla
jsme vsadili hiebinek pro tvorbu 15 jamek.

Pripravené gely jsme pienesli do aparatury pro elektroforézu. Do aparatury jsme
pies prostor mezi skly s gely nalili TGS elektroforeticky pufr az po vyznacenou rysku. Do
jedné z jamek jsme nanesli 2 pl standardu molekulovych hmotnosti, ktery byl ziedény
vzorkovym pufrem a RIPA pufrem na stejny objem jako ostatni vzorky. Do zbylych jamek
jsme nanesli pfipravené fadné promichané vzorky. Po naneseni vSech vzorkl jsme
k aparatuie piipojili zdroj elektrického proudu. Elektroforéza proteinti probihala pfi napéti
120 V. Po dokonceni elektroforézy jsme gely ptred dalSim zpracovanim ekvilibrovali 15 —

20 minut v transferovém pufru.

Roztok 12% (separacni) gel 4% (zaostrovaci) gel
dH,O 2,01 ml 1,83 ml
0,5 M tris—HCI pH 6,8 - 750 pl
1,5 M tris—HCI pH8,8 1,50 ml —
10% SDS 60 ul 30 ul
30% akrylamid/bis—akrylamid 2,40 ml 399 ul
TEMED 3ul 3pul
10% APS 30 ul 15 ul

Tabulka 3.4: Slozky 12% separac¢niho a 4% zaosti‘ovaciho gelu. Potadi v tabulce je
stejné jako pfi pipetovani.

3.14 Western blot

3.14.1 Provedeni western blotu

Po ekvilibraci gelt se separovanymi proteiny, jsme sestavili blotovaci ,,sendvic¢*
V nasledujicim uspotfddani — tésnici houbicka, 2x filtraéni papir, nitrocelulézova
membrana, separacni gel s rozdélenymi proteiny, 2x filtraéni papir, tésnici houbicka.
Sestaveny ,,sendvi¢® jsme uzavieli do blotovaci kazety, umistili do blotovaci aparatury,
ptidali chladici vlozku pfedchlazenou na -20 °C a zalili transferovym pufrem. Transfer
proteinti z gelll na nitrocelul6zovou membranu probihal pti proudu 250 mA po dobu 180

minut.
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Po ukonceni western blotu jsme proteiny navazané na membrané obarvili pomoci
barviciho roztoku Ponceau S a pomoci standardu molekulovych hmotnosti jsme natezali
membranu na ¢asti zahrnujici oblast s navazanymi sledovanymi proteiny. Nasledné jsme
Ponceau S vymyli vroztoku TBS-T 3x po dobu 5 minut. Po odmyti jsme membranu
blokovali 5% roztokem BSA v TBS po dobu 20 — 30 minut (dle detekovaného proteinu)
a piebytek bloka¢niho agens odmyli 3% po dobu 5 minut pomoci roztoku TBS-T.

3.14.2 Imunodetekce proteini

Po blokovani a promyti membran jsme na membrany nanesli primarni protilatky
fedéné v 1% roztoku BSA v TBS na potiebnou koncentraci (viz tabulka 3.5). Membrany
jsme s primarnimi protilatkami inkubovali ve vlhké komtrce pii 4°C ptes noc. Druhy den
jsme membrany promyli 3x po dobu 5 minut roztokem TBS-T a inkubovali pti pokojové
teplot¢ 2 hodiny s pfisluSnymi sekundarnimi protilatkami za konstantniho kyvani.
Sekundarni protilatky jsme rovnéz natedili v 1% roztoku BSA v TBS (viz tabulka 6). Po 2
hodinach inkubace jsme membrany opét promyli 3x po dobu 5 minut roztokem TBS-T.

Pro vyvoj signdlu jsme smichali luminol a peroxid vodiku z chemiluminiscen¢ni
sady (SuperSignal® West Pico Chemiluminiscence Kit) v poméru 1:1 a nanesli na
membranu. Diky reakci s kfenovou peroxidazou navazanou na sekundarni protilatce doslo
k emitaci signalu, ktery jsme zaznamenali pomoci kamery Gel Logic Imaging Systém 4000

Pro s programem Carestream (verze 5.2). Doba expozice zdvisela na intenzité signalu.

3.15 Prutokova cytometrie

Dlouhodobé¢ kultivované bunky (kapitola 3.11) jsme sklizeli dle postupu 3.7.2. Po
promyti chlazenym PBS jsme buiiky resuspedovali v 1 ml vychlazeném PBS a odebrali
100 pul roztoku s buitkami (cca 5 x 10° bun&k) do 1 ml ledové vychlazeného 70% ethanolu
(-20 °C) ve FACS zkumavkach. Tyto buriky jsme opatrné tfepali a postupné ptidali dalsi 1
ml 70% ledové vychlazeného ethanolu. Buinky jsme fixovali pfi teploté¢ 4 °C minimalné
jednu hodinu. Pfed méfenim jsme buiiky v ethanolu centrifugovali 2000 rpm/ 721 x g pfi
4 °C po dobu 10 minut, promyli v 1 ml chlazeného PBS a opét centrifugovali pfi stejném
nastaveni. Nasledn¢ jsme buinky resuspendovali v roztoku 500 pl PI master mixu
a inkubovali 40 minut ptfi 37 °C ve tm¢ v inkubdtoru. Obsah DNA v builkdch jsme
analyzovali pomoci pratokového cytometru méfenim na kanalu FL-2 a zpracovali

programem FlowJo vz. 10.
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4 VYSLEDKY

4.1 Kratkodoba kultivace bunék s vysokymi koncentracemi citratu
Zelezitého

Cilem této ¢asti diplomové prace bylo urcit vliv vysokého nadbytku zeleza na
bunééné procesy, zejména oxidativni stres, stres endoplasmatického retikula, autofagii ¢i
apoptozu. Pro studium zminénych procesti jsme vytvofili bunéény model kratkodobého
pusobeni vysokych davek Zeleza u lidskych bunéénych linii jaternich bunék HEP-G2
a beta bunck NES2Y. Pouzili jsme takové koncentrace citratu zelezitého, které u obou linii
zpusobuji sniZzeni poétu bun¢k pod inokulum v horizontu 96 hodin od jejich oSetieni. Pro
ovéfeni spravnosti vytvoreného bunééného modelu s akutnim pietizenim Zelezem jsme

sledovali hladiny vybranych proteinii ucastnicich se homeostaze zeleza.

4.1.1 Vliv kratkodobého nadbytku Zeleza na rist a pirezivani bunék

Buiky linii HEP-G2 a NES2Y, jsme vyseli na 96-jamkovou mikrotitraéni desticku
v koncentraci 1 x 10* bunk/ jamku v celkovém objemu 100 pl kultivaéniho média. Po 24
hodinach umoziujicich buiikdm ptisednuti jsme kultivacni médium vyménili za 100 ul
kultivaéniho média bez merkaptoethanolu obsahujici navic 0,5 mM; 1 mM; 2 mM; 5 mM,;
10 mM; 15 mM ¢i 20 mM citrat Zelezity. Kontrolni buiiky byly kultivovany v kultiva¢nim
médiu bez merkaptoethanolu bez ptidaného citratu zelezitého. Pomoci Biirkerovy komurky
jsme stanovili pocet zivych bunék 48 hodin, respektive 96 hodin po aplikaci citratu
zelezitého. Hodnoty pocitani jsme zanesli do grafu jako primér vSech nezavislych
biologickych opakovani = S.E.M. (graf 4.1).

U obou bunéénych linii jsme pozorovali snizené mnozstvi bun¢k po aplikaci
nadbytku citratu zelezitého oproti kontrole, které se projevovalo jiz po 48 hodinach
kultivace. U bunécné linie HEP-G2 dochazelo k poklesu v poctu bunék jiz u nejnizsi
pouzité koncentrace citratu Zelezitého (0,5 mM), u buné¢né linie NES2Y pii koncentracich
vy$Sich nez 1 mM citrat Zelezity. Pii nadbytku citratu zelezitého o koncentraci 10 mM,
15 mM a 20 mM dochéazelo u bunééné linie HEP-G2 ke snizeni poétu bunék pod inokulum
v 48 i 96 hodinach po aplikaci. Stejny efekt jsme zaznamenali u bunécné linie NES2Y,
u které dochéazelo ke snizeni poctu bun€k pod inokulum pii plsobeni citratu zelezitého
0 koncentraci 15 mM a 20 mM. U obou bunécnych linii jsme pozorovali v 96 hodinach od
aplikace citratu zelezitého o koncentraci 20 mM smrt vSech (HEP-G2) ¢i téméf vSech
(NES2Y) bungk. Pro nasledné experimenty s nadbytkem citratu zelezitého jsme na zakladé
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téchto vysledku zvolili koncentraci 15 mM citrat zelezity v médiu pro Kkultivaci obou
bunéénych linii. Tato koncentrace vedla u obou linii ke snizeni mnozstvi bunék pod
inokulum jiz ve 48 hodinach po aplikaci.

Efekt 15 mM citratu zelezitého na proliferaci bunék HEP-G2 a NES2Y 48 hodin po
oSetfeni ve srovnani s kontrolou je zachycen na obr. 4.1. Mnozstvi bunék po 48 hodinach

pusobeni 15 mM citratu Zelezitého je vyrazné€ nizsi nez u bunék kontrolnich.

KO 15mM FeC

A. HEP-G2

B. NES2Y

Obrazek 4.1: Buiiky linie HEP-G2 (A) a NES2Y (B) po 48 hodinach od aplikace 15 mM
citratu Zelezitého. Bunky linii HEP-G2 (B) a NES2Y (A) jsme vyseli na 60 mm Petriho misky
v koncentracich 6 x 10°/ 6 ml do standardniho kultivaéniho média. Po 24 hodinach jsme médium
vyménili za kultivaéni médium bez merkaptoethanolu s 15 mM nadbytkem citratu zelezitého
(15mM FeC) a bez ptidaného citratu Zelezitého (Kontrola — KO). V ¢ase 48 hodin po vyméné
médii jsme aktualni stav bunék vyfotili fotoaparatem Canon PowerShot G9 pfipojenym
k inverznimu mikroskopu. FeC = ferric citrate

63



A. HEP-G2
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Graf 4.1: Riist a piezivani bunék linii HEP-G2 (A) a NES2Y (B) v zavislosti na davce citratu
Zelezitého (,,dose response*). Buriky jsme vyseli do sterilni 96-jamkové mikrotitraéni desti¢ky v
koncentraci 1 x 10* bun&k/ 100 pl/ jamku. Po 24 hodinach umoziujicich pisednuti bungk jsme na
buiiky aplikovali citrat zelezity o koncentracich 0,5; 1; 2; 5; 10; 15 a 20 mM v zakladnim médiu
bez ptidaného merkaptoethanolu. Kontrolni médium neobsahovalo zadny pfidany citrat zelezity.
Ve 48 a 96 hodin od aplikace jsme za pomoci Biirkerovy komirky stanovili mnozstvi zivych bunék
na jamku. PferuSovana cCara predstavuje inokulum. Vysledky jsou prezentovany jako primeér
vysledkd z min. ¢tyt nezavislych méfeni = S.E.M.
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4.1.2 Vliv kratkodobého nadbytku Zeleza na hladiny vybranych proteind

homeostaze Zeleza

Pro ovéfeni spravnosti vytvoreného modelu bunék s pietizenim Zelezem jsme
metodou western blot a imunodetekce sledovali vliv 15 mM citratu zelezitého na hladiny
vybranych proteinit homeostaze Zeleza u linii HEP-G2 a NES2Y. Sledovali jsme proteiny
ucastnici se regulace vnitini homeostaze zeleza — IRP1 a IRP2 (iron regulatory protein
1, 2), proteiny Ucastnici se transportu Zeleza pies membranu — DMTL1 (divalent metal
transporter 1), transferrinovy receptor 1 (TfR1), ferroportin a protein ucastnici se
intracelularniho skladovani Zeleza — ferritin, lehky fetézec.

U obou bunéénych linii jsme detekovali pokles hladin proteini IRP1, IRP2 a TfR1.
Stejné tak jsme pozorovali u obou buné¢nych linii 12 hodin po aplikaci nadbytku Zeleza
snizovani hladiny importéru Zeleznatych kationtt DMT]1 (obr. 4.2) a u linie NES2Y rust
hladiny Zeleznatého exportéru ferroportinu, jehoz exprese se zvySovala s ¢asem po aplikaci
nadbytku zeleza (obr. 4.2 B). Naproti tomu u bunétné linie HEP-G2 dochazelo
u ferroportinu k poklesu jeho hladiny (obr. 4.2 A).

4.1.3 VIiv kratkodobého nadbytku Zeleza na hladiny vybranych proteind ucastnici
se odpovédi na oxidativni stres

Testovali jsme proteiny ucastnici se ochrany buriky pied vlivy oxidativniho stresu —
SOD1 a SOD2 (superoxide dismutase 1/2), glutathion reduktazu, a proteiny HIFla
a HIF2a (hypoxia inducible factor 10/2a).

Béhem kultivace bun¢k v 15 mM nadbytku Zeleza nedochéazelo ke zméné hladin
proteinit HIF 1o nebo HIF2a ani glutathion reduktazy. U obou buné¢nych linii jsme vSak
pozorovali zvySujici se hladiny proteinu SOD2 (obr. 4.3). Hladina proteinu SOD1
Vv ptipad¢ linie HEP-G2 v ¢ase Klesala, u linie NES2Y se s ¢asem neménila (obr. 4.3).

414 Vliv kratkodobého nadbytku Zeleza na hladiny vybranych proteina

ucastnicich se stresu endoplasmatického retikula

Prostfednictvim metody western blot a imunodetekce markerd stresu
endoplasmatického retikula (stresu ER) jsme sledovali pfitomnost stresu ER v buiikach po
aplikaci 15 mM citratu zelezitého u bunécnych linii HEP-G2 a NES2Y v fadu hodin. Mezi
sledované molekuly patfily proteiny PERK (RNA dependent protein kinase (PKR) like ER
kinase), IREla (inositol requiring protein 1a), p-IREla (fosfo Ser724), Kalnexin, BiP
(binding immunoglobulin protein), Erol-La (ER oxidoreductase 1 La), PDI
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(protein disulfid isomerase), CHOP (CCAAT-enhancer-binding protein homologous
fosfo Ser51).

U bunééné liniec HEP-G2 jsme pozorovali po oSetfeni bunék 15 mM citratem
zelezitym vyrazny narust hladiny proteinu PERK a mirngjsi nartst u proteinu IREla (obr.
4.4 A). Dale jsme pozorovali mirné klesajici hladinu fosforylované formy proteinu IREla
36 hodin po oSetfeni. Po aplikaci 15 mM citratu zelezitého dochazelo u linie NES2Y ke
zvyseni hladiny obou proteinti oproti kontrole (obr. 4.4 B).

U obou linii dochazelo k vyraznému poklesu hladin proteinu kalnexinu a to jiz
12 hodin po aplikaci 15 mM citratu Zelezitého (obr. 4.4), hladina proteinu BiP mirné
stoupala u linie NES2Y (obr. 4.4 B), u linie HEP-G2 zustavala beze zmény (obr. 4.4 A).
Protein Erol-La v pribéhu ¢asu klesal oproti kontrole u linie NES2Y (obr. 4.5 B), u linie
HEP-G2 (obr. 4.5 A) jsme nepozorovali zadné zmeény v jeho expresi. U proteinu PDI, ktery
je zpétn¢ oxidovan proteinem Erol-La, nedochazelo ani u jedné z linii ke zmén¢é hladiny
v disledku nadbytku Zeleza. Jiz 12 hodin po oSetfeni 15 mM citratem Zzelezitym jsme
sledovali u obou bunéénych linii vyrazné stoupajici hladinu fosforylované formy
U obou bunéénych linii jsme po 36 hodinach detekovali vyssi hladinu transkripéniho

faktoru CHOP (obr. 4.5).

4.1.5 Vliv kratkodobého nadbytku Zeleza na piitomnost autofagie

Ptitomnost autofagie v buiikdch po oSetieni 15 mM citratem Zelezitym jsme
stanovili prostiednictvim sledovani exprese vybranych proteini metodou western blot
a imunodetekce. Analyzovanymi proteiny autofagie byly mTOR (mammalian target of
rapamycin), protein p62 a protein LC3B (microtubule-associated protein 1A/1B-light chain
3B).

U bunécné linie HEP-G2 i NES2Y jsme zaznamenali jiz po 12 hodinach od
aplikace 15 mM citratu Zelezitého snizeni hladiny proteinu p62, ktera
S postupujicim ¢asem dale klesala. Stejné tak u obou sledovanych linii dochazelo po
24 hodinach k naristu hladiny proteinu LC3B. Ani u jedné bunétné linie jsme

nepozorovali zadné zmény v hladiné proteinu mTOR (obr. 4.6).
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4.1.6 Vliv kratkodobého nadbytku Zeleza na aktivaci apoptozy

Aktivaci apoptotické bunécné smrti po aplikaci 15 mM citratu zelezitého jsme
a exekucnich kaspaz. Pritomnost $tépenych forem, a tedy aktivaci kaspaz, jsme sledovali
na Grovni proteinti pomoci metody western blot a imunodetekce specifickymi primarnimi
protilatkami v ¢ase 12, 24 a 36 hodin po aplikaci 15 mM citratu zelezité¢ho u bunécné linie
HEP-G2, respektive 12, 24, 36 a 48 hodin u buné¢né linie NES2Y.
a jejich stépenych forem a hladiny exekucnich kaspaz — kaspazy-3, kaspazy-6 a kaspazy-7

a jejich stépenych forem.

4.1.6.1 Vliv kratkodobého nadbytku Zeleza na aktivaci inicia¢nich kaspaz
(tj.kaspaza-2, -8, -9) ke snizeni hladiny celych forem proteinti oproti kontrole jiz ve 12
hodinach po aplikaci vysokého nadbytku Zeleza (obr. 4.7 A). Hladiny sledovanych celych
Zeleza byla jejich hladina nejnizsi. Hladina $t€pené formy kaspazy-8 byla oproti kontrole
nejvyssi ve 12 hodinach, nasledné tato forma Klesala pravdépodobné v dusledku dalsiho
Stépeni. Dale jsme detekovali §té€p Kaspazy-2 (obr. 4.7 A) jehoz mnozstvi se s Casem
zvySovalo. St&p kaspazy-9 se nam zvolenou metodou nepodafilo detekovat v zadném
z experimentalnich opakovani.

U bunééné linie NES2Y dochézelo jiz ve 12 hodinach po aplikaci vysokého
4.7 B). Hladina kaspazy-2 Kklesala v ¢ase a ve 48 hodinach byla nejnizsi. Po 12 hodinach
jsme zaroven detekovali jeji St€épenou formu. Hladina kaspazy-8 se vii¢i kontrole snizovala
JiZ od 12 hodin po aplikaci 15 mM citratu zelezitého. Detekovali jsme 1 Stépenou formu
kaspazy-8. Hladina kaspazy-9 se v horizontu 48 hodin po aplikaci Zeleza neménila (obr.
4.7 B). Stépy kaspazy-9 se nam zvolenou metodou nepodaiilo detekovat v zadném

z experimentalnich opakovani.

4.1.6.2 Vliv kratkodobého nadbytku Zeleza na aktivaci exeku¢nich kaspaz
Po aplikaci 15 mM citratu Zelezitého na bunky linie HEP-G2 dochazelo k poklesu
proteinové hladiny celé formy exekuéni kaspazy-3, kaspazy-6 a kaspazy-7 (obr. 4.8. A).

U vSech sledovanych kaspaz klesaly hladiny celych forem oproti kontrole jiz ve
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12 hodinach po aplikaci 15 mM citratu zelezitého, nejvyraznéji u kaspazy-6. Hladiny $tépt
exekucnich kaspaz byly v pripadé kaspazy-6 a kaspazy-7 nejvyssi po 12 hodinach. Hladina
Stépu kaspazy-3 se zvySovala s prodluzujicim se Casem Kultivace bunék v ptitomnosti
15 mM citratu Zelezitého (obr. 4.8 A).

Ke stépeni exekucnich kaspaz dochédzelo u bunééné linie NES2Y jiz 12 hodin po
aplikaci nadbytku zeleza. U celych forem kaspazy-3 a kaspazy-7 nedochazelo béhem
48 hodin ke zménam hladiny proteint oproti kontrole. Hladina proteinu kaspazy-6 mirné
Klesala po 24 hodinach od aplikace 15 mM citratu zelezitého. Hladiny $tépenych forem
kaspazy-3, kaspazy-6 i kaspazy-7 stoupaly v ¢ase jiz 12 hodin po aplikaci 15 mM citratu
zelezitého (obr. 4.8 B).
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4.2 Dlouhodoba kultivace bunék s nadbytkem citratu Zelezitého

Cilem této ¢asti diplomové prace bylo stanovit vliv dlouhodobého nadbytku Zeleza
na buné¢né procesy jako je oxidativni stres, stres endoplasmatického retikula ¢i apoptdza.
Pro studium zminénych procest jsme vytvofili bunéény model dlouhodobého pulisobeni
nadbytku zeleza u lidskych buné¢nych linii HEP-G2 a NES2Y. Pro potvrzeni spravnosti
vytvofeného modelu bunék dlouhodobé pretizenych Zelezem jsme sledovali hladiny
vybranych proteini ucastnici se homeostaze zeleza.

Bunky obou linii jsme dlouhodobé¢ kulitovali v médiu s 50 uM 100 uM citratem
zelezitym a Vv kontrolnim médiu bez piidavku citratu Zelezit¢ho. Koncentrace zeleza
v podobé citratu Zelezitého odpovidaji koncentracim Zeleza, které jsou realné nameéfitelné
Vv plasm¢ pacientli s chronickym nadbytkem zeleza. Buiniky obou linii jsme sklizeli

Vv pravidelnych intervalech, tj. jednou mésicné po dobu az péti mésict.

4.2.1 Vliv dlouhodobého nadbytku Zeleza na rist a prezivani bunék

Buiiky linii HEP-G2 a NES2Y kultivované po dobu 5 mésict v kultivaénim médiu
S 50uM a 100uM citratem zelezitym (FeC) a bez pridaného citratu zZelezitého (kontrola)
jsme vyseli do 96-jamkové mikrotitraéni desticky v koncentraci 1 x 10* bungk/ jamku
Vv celkovém objemu 100 pl kultivaéniho média. Po 24, 48 a 72 hodinach od nasazeni jsme
pomoci Biirkerovy komirky stanovili mnozstvi zivych bunék. Hodnoty pocitani jsme
zanesli do grafu jako primér vSech nezavislych biologickych opakovani + S.E.M.
Vysledky jsou prezentovany jako relativni mnozstvi bun€k v jednotlivych ¢asech pocitani.

Ze ziskanych dat jsme zjistili, ze Vv ptipadé bunék linie HEP-G2 i NES2Y,
dlouhodobé kultivovanych v médiu s 50 uM a 100 pM citratem zelezitym, dochéazelo
ke statisticky signifikantné niz§imu nardstu poctu bunék vuci kontole v ¢ase (graf 4.2).
Pocet bun&k dlouhodob¢ kultivovanych v médiu se 100 uM citratem Zelezitym byl po 72
hodinach od nasazeni v piipadé linie HEP-G2 a NES2Y az o polovinu, respektive az
0 tfetinu niz$i nez pocet bunék kontroly. Snizena ristova schopnost bun¢k linii HEP-G2
a NES2Y dlouhodob¢ kultivovanych v nadbytku Zeleza je zachycena na obr. 4.9.

V souvislosti s témito vysledky jsme dale u obou bunéénych lini analyzovali
bunéény cyklus pomoci pratokové cytometrie. Po srovnani vysledki z priitokového
cytometru u bunék HEP-G2 a NES2Y dlouhodobé kultivovanych v médiu s citratem
zelezitym a bunék kontroly, jsme nezaznamenali zmény v pruchodu bunéénym cyklem ani

u jedné ze sledovanych linii (graf. 4.3).
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Graf 4.2: Rust a piezivani bunék linii HEP-G2 (A) a NES2Y (B) béhem dlouhodobé kultivace
vmédiu s50 pM a 100 pM citratem Zelezitym. Bunky kultivované po dobu 5 mésici v
kultiva¢nim médiu (KO) a v médiu s 50 uM a 100 uM citratem zelezitym (FeC) jsme vyseli do
sterilni 96-jamkové mikrotitraéni desticky v koncentraci 1 x 10% 100 pl/ jamku do piisluiného
média. Po 24, 48 a 72 hodinach kultivace jsme za pouziti Biirkerovy komurky stanovili mnozstvi
zivych bun¢k na jamku. Do grafu jsme vynesli relativni pocet bun€¢k vici mnozstvi bunék ve 24
hodinam od nasazeni. Prezentované hodnoty ukazuji primeér hodnot ziskanych ze 6 jamek + S.E.M.
* % Statisticky signifikantni rozdil (p<0,05, p<0,001) pfi srovnani poctu bunék kultivovanych
Vv kontrolnim médiu (KO) a v médiu s citratem zelezitym (FeC). FeC = ferric citrate

4.2.2 Vliv dlouhodobého nadbytku Zeleza na hladinu vybranych proteina
homeostaze Zeleza
Pro ovéfeni modelu bunék vykazujicich pretizeni Zzelezem jsme metodou western
blot a imunodetekce pozorovali zmény hladin vybranych proteind U¢astnicich se
homeostaze Zeleza béhem ¢&tyf mésict kultivace bunék v médiich s 50 uM a 100 uM

citratem zelezitym u bunéfnych linii HEP-G2 a NES2Y ve srovnani s kontrolnimi
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bunikami. Mezi nami testovanymi proteiny byly intracelularni regula¢ni molekuly IRP1
aIRP2 (iron responsive element 1/2), proteiny ucastnici se transportu Zzeleza pies
membranu — DMT1 (divalent metal transporter 1), transferrinovy receptor 1 (TfR1)
a ferroportin a vazebny protein ferritin.

U bunécné linie HEP-G2 jsme pozorovali snizeni hladiny proteinu TfR1 a zvySeni
hladin proteint ferritinu a ferroportinu oproti kontrole v zavislosti na pouzité koncentraci
citratu Zelezitého v médiu. U proteinii IRP1 a IRP2 jsme nepozorovali zménu hladiny
proteinu v zadném sledovaném case (obr. 4.10 A). U bunécné¢ linie NES2Y jsme
detekovali snizeni hladiny proteint DMT1 a TfR1 a zvySeni hladiny Zelezo vazebného
proteinu ferritinu v zavislosti na pouzité koncentraci citratu zelezit¢ho v médiu (obr. 4.10
B). Hladiny IRP proteint u linie NES2Y se v buiikach kultivovanych v médiu s citratem
zelezitym oproti buikam kontroly v prvnich mésicich kultivace snizovali. V ptipadé

proteinu ferroportinu jsme nepozorovali zadné zmény v jeho expresi (obr. 4. 10 B).

KO SOpM Fel 100 pM Fel

B.NES2Y

Obrazek 4.9: Buiiky linie HEP-G2 (A) a NES2Y (B) po 5 mésicich kultivace v médiu s 50 pM
a 100 pM citratem Zelezitym. Buiky linii HEP-G2 (A) a NES2Y (B), které byly dlouhodobé
kultivovany ve standardnim médiu (KO) a médiu s 50 pM a 100 pM citratem zelezitym (FeC),
jsme vyseli na 60 mm Petriho misky v koncentracich 6 x 10°/ 6 ml média Vv piisluiném médiu. Po
48 hodinach jsme zaznamenali aktualni stav bun¢k fotoaparatem Canon PowerShot G9 piipojenym
k inverznimu mikroskopu. FBS = fetal bovine serum; FeC = ferric citrate
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Graf 4.3: Pribéh bunéénym cyklem bunék linie HEP-G2 (A) a NES2Y (B) dlouhodobé
kultivovanych v médiu s 50 pM a 100 pM citratem Zelezitym. Bunky linie HEP-G2 (A) a
NES2Y (B) kultivované po dobu 5 mésicu v kultivaénim médiu (KO) a médiu s 50 uM a 100 uM
citratem Zelezitym jsme oznacili propidium jodidem a pomoci pritokového cytometru sledovali
vliv nadbytku Zeleza na prichod bunécnym cyklem. FeC = ferric citrate

4.2.3 Vliv dlouhodobého nadbytku Zeleza na hladiny vybranych proteind
ucastnicich se odpovédi na oxidativni stres
Dale jsme u bun¢k obou linii dlouhodobé kultivovanych v médiich s 50 uM
a 100 uM citratem zelezitym a u kontrol testovali expresi proteina ucastnicich se obrany
bunky pied vlivy oxidativniho stresu — proteiny SOD1 a SOD2 (superoxide dismutase 1/2),
glutathion reduktazu, a proteiny HIF1a a HIF2a (hypoxia inducible factor 1o/ 2a).

Béhem kultivace bunék linii HEP-G2 i NES2Y v médiu s50 uM a 100 uM
citratem zelezitym jsme ve srovnani s kontrolou ani u jedné z linii nepozorovali zménu
v expresi proteint HIFlo nebo HIF2a (obr. 4.11). Stejné tak jsme ani u jedné
z testovanych bunéénych linii nedetekovali zadnou zménu v expresi proteinu glutathion
reduktazy, SOD1 nebo SOD2 (obr. 4.11). V piipad¢ bunécné linie NES2Y jsme sice jisté
zmény exprese proteinu SOD1 pozorovali, ovSem tyto zmény nebyly mezi jednotlivymi

experimentalnimi opakovanimi konzistentni.
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Obrazek 4.10: VIiv dlouhodobého nadbytku citratu Zelezittho na hladiny proteini
ucastnicich se homeostaze Zeleza pii dlouhodobé kultivaci u bunééné linie a HEP-G2 (A)
NES2Y (B). Metodou western blotu a imunodetekce jsme sledovali expresi vybranych proteint
ucastnicich se homeostaze zeleza na proteinové urovni u bunééné linie HEP-G2 (A) a NES2Y (B)
po 1, 2, 3 a 4 mésicich dlouhodobé kultivace v kultivaénim médiu bez ptidavku zeleza (KO) a
médiu s 50 uM a 100 pM citratem zelezitym. Aktin slouzi jako kontrola nanasky. Ukdzan je
reprezentativni vysledek ze dvou nezavislych experimentii. IRP1 = iron regulatory protein 1; IRP2
= iron reguldatory protein 2; TfR1 = transferrin receptor 1; DMT1 = divalent metal transporter 1
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Obrazek 4.11: Vliv dlouhodobého nadbytku citratu Zelezitého na hladiny vybranych proteina
ucastnicich se odpovédi na oxidativni stres u bunééné linie HEP-G2 (A) a NES2Y (B).
Metodou western blotu a imunodetekce jsme sledovali expresi vybranych proteint Géastnicich se
odpovédi na oxidativni stres na proteinové urovni u bunééné linie HEP-G2 (A) a NES2Y (B) po 1,
2, 3 a 4 mesicich dlouhodobé kultivace v kultivaénim médiu bez ptidavku zeleza (KO) a médiu s
50 uM a 100 uM citratem zelezitym. Aktin slouzi jako kontrola nanasky. Ukazan je reprezentativni
vysledek ze dvou nezavislych experimentd. HIFla = hypoxia inducible factor lo;, HIF2a =
hypoxia inducible factor 2a; SOD1 = superoxide dismutase 1; SOD2 = superoxide dismutase 2
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4.2.4 Vliv dlouhodobého nadbytku Zeleza na hladiny proteini ucastnicich se stresu
endoplasmatického retikula
Stejné jako v piipadé kratkodobé kultivace bunék v nadbytku zeleza jsme testovali
pritomnost stresu endoplasmatického retikula u dlouhodobé kultivovanych bun¢k v médiu
s 50 uM a 100 uM citratem Zzelezitym oproti kontrolnim bunkam. Metodou western blot
a imunodetekce jsme sledovali expresi proteint PERK, IREla s jeho fosforylovanou
formu p-IRE1a (fosfo Ser724), kalnexin, BiP, Erol-La, PDI, CHOP a fosforylované formy
Ze sledovanych molekul tucastnicich se stresu endoplasmatického retikula jsme
u bunééné linie HEP-G2 detekovali velmi mirny nartst hladiny proteinu pouze v ptipadé
transkripéniho faktoru CHOP (obr. 4.13 A). U ostatnich sledovanych proteina stresu
endoplasmatického retikula jsme nepozorovali zadnou zménu v jejich expresi (obr. 4.12 A
a obr. 413 A). U bunééné linie NES2Y jsme detekovali mirny nartst hladiny proteinu
Erol-La, ovSsem hladina proteinu PDI, ktery je proteinem Erol-La zpétné oxidovan,
zustala téméf beze zmény (obr. 4.13 B). Vyrazny narust hladiny proteinu jsme zaznamenali
u proteinu IRE1la. V piipadé jeho fosforylované formy jsme ovSem nepozorovali Zadnou
zménu v jeho expresi (obr. 12. B). Krom¢ jiz zminénych zmén Vv expresi sledovanych
proteind jsme u bunék NES2Y nezaznamenali zmény V proteinovych hladinach chaperonti

BiP a kalnexinu, kindzy PERK, ani u transkripcniho faktoru CHOP. Zarovein se neménila

.....

4.13 B).

4.2.5 VIiv dlouhodobého nadbytku Zeleza na aktivitu iniciaénich a exeku¢nich
kaspaz

Sledovali jsme aktivaci apoptozy prostiednictvim zmén v expresi a S$tépeni

.....

.....

Stépenych forem, dale hladiny exekuc¢nich kaspdz — kaspazy-3, kaspazy-6 a kaspazy-7
a jejich stépt.

Jak u bunééné linie HEP-G2, tak u bunécné linie NES2Y nedochazelo k zadnym
zménam V hladinach celé formy kaspazy-2 (obr. 4.14). Nicmén¢ u linie HEP-G2 jsme jiz
od prvniho mésice po zahajeni dlouhodobé kultivace detekovali rostouci hladinu $tépené

formy kaspazy-2 Vv zavislosti na koncentraci citratu zelezitého v médiu (obr. 4.14 A).
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U bunécné linie NES2Y se ndm Stép kaspazy-2 nepodafilo detekovat. Mirné zmény
Vv hladinach proteinu jsme pozorovali v pfipad¢ celé¢ formy kaspazy-8 u bunééné linie
HEP-G2 i NES2Y (obr. 4.14). Nicméné piitomnost St€pu kaspazy-8, a tudiz jeji aktivaci
prostiednictvim Stépeni se nam nepodafilo prokézat.

U bunécné linie HEP-G2 jsme nepozorovali zadné zmény v hladindch celé ani
Stépené fromy kaspazy-9 (obr. 4.14 A). Naproti tomu u bunék linie NES2Y jsme
pozorovali snizeni hladiny kaspazy-9 v zavislosti na pouzité koncentraci citratu zelezitého.
U stépu kaspazy-9 jsme nepozorovali zadné zmény hladiny oproti kontrole (obr. 4.14 B).

Ani u jedné bunécné linie jsme nepozorovali zmény v hladinach celych forem
kaspazy-3, kaspazy-6 ani kaspazy-7 béhem kultivace v médiu s 50 uM a 100 uM citratem
zelezitym ve srovnani s kontrolou (obr. 4.15). Naproti tomu jsme u obou bunéénych linii
detekovali zvysené hladiny §tépenych forem kaspazy-3, kaspazy-6 i kaspazy-7 v zavislosti

na koncentraci citratu zelezitého v médiu (obr. 4.15).
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Obrazek 4.12:

A. HEP-G2 1 mesic 2 mesice 3 mesice 4 mesice
50 100 50 100 50 100 50 100
KO ™M pM|KO yM M |KO pM pM [ KO pM pM

PERIC [ S S s S0 S s e s S a0 | |10 Do
ARG | " — ——— —— — —"— — - | | |:]))
IRElo |————-—\—!——"—‘—"—“—‘ 130kDa
At [ W - - - — - /D
DTREG | s s s S Sl S S Sl S Sl S S | 1 10 kD
Aktin | ————— | |: )0
Kalnexin | s s s— S ————| 0} |: D2
Aktin |-————-——q 42kDa
PP [ s s s o St S S S s — | 75 |:T);
AKHD [N b’ '’ — — — — —— - | {2 ;D1

B. NES2Y 1 mesic 2 mesice 3 mesice 4 mesice
50 100 50 100 50 100 50 100
KO M M |[KO M pM | KO pM M | KO pM pnM

PERK |slh s s s s o e e s e o | 140kDa

Aktin I“-----ﬁ 42kDa

IREla | e ——————————— | |0

Aktin |_———----——-| 42kDa

p-IREq. =g=====!-_§-== 110kDa

AR | — S - — — ) - ey oo | 12kDa

1361 1537V [ [ —— — —_— | 90kDa

Aktin I————————---i 42kDa

BiP I__——————————| 78kDa

Aktin -——----.-hl 42kDa

IRElo,; BiP = binding immunoglobulin protein
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Vliv dlouhodobého nadbytku citratu Zelezitého na hladiny proteina
ucastnicich se stresu endoplasmatického retikula pii dlouhodobé kultivaci u bunécéné linie
HEP-G2 (A) a NES2Y (B). Metodou western blotu a imunodetekce jsme sledovali expresi
proteind Gcastnicich se stresu endoplasmatického retikula na proteinové Grovni u bunééné linie
HEP-G2 (A) a NES2Y (B) po 1, 2, 3 a 4 mésicich dlouhodobé kultivace v kultivaénim médiu bez
ptidavku zeleza (KO) a médiu s 50 uM a 100 uM citratem zelezitym. Aktin slouzi jako kontrola
nanasky. Ukazan je reprezentativni vysledek ze dvou nezavislych experimenti. PERK = RNA
dependent protein kinase (PKR); IREla = inositol requiring protein la, p-IRElo = fosforylated



A. HEP-G2 1 mesic 2 mesice 3 mesice 4 mesice
50 100 50 100 50 100 50 100
KO pM pM ‘KO M oM | KO pM M | KO M pM

P-elF20 | - - —— - | 51D

Aktin | - — — — — — — — — - 2D

EIOL-LO | o s s s s s, s s s s | () kD2

Aktin |—-----.i 42kDa
PDI l -————--—-q 57kDa
Aktin ‘_'-------_-?ﬂ 42kDa

‘;\ktin | -m _'_2 kDa

B. NES2Y 1 mesic 2 mesice 3 mesice 4 mesice
50 100 50 100 50 100 50 100
KO pM pM ‘KO M M | KO pM M [ KO M nM

p-elF2a l—-———,-..-—l 38kDa

ALK | o o c——— e " G G s e e | -} ]2

Frol-Lo S s s o————— o o | 60kDa

42kDa

AKHI | ey s —— c—— — ——

ot P 3 3 1 1§ 1 ! I 1 b

AKTIL | o—— —— — — — — — — — | |2 [ Da

Aktin I-——-——-——-—-I 42kDa

Obrazek 4.13: VIiv dlouhodobého nadbytku citratu Zelezitého na hladiny proteina
ucastnicich se stresu endoplasmatického retikula pfi dlouhodobé kultivaci u bunéc¢né linie
NES2Y (A) a HEP-G2 (B). Metodou western blotu a imunodetekce jsme sledovali expresi
proteintl UCastnicich se stresu endoplasmatického retikula na proteinové urovni u bunécné linie
HEP-G2 (A) a NES2Y (B) po 1, 2, 3 a 4 mé&sicich dlouhodobé kultivace v kultivaénim médiu bez
ptridavku zeleza (KO) a médiu s 50 uM a 100 uM citratem zelezitym. Aktin slouzi jako kontrola
nanasky. Ukazan je reprezentativni vysledek ze dvou nezavislych experimentd. Erol-La = ER
oxidoreductase 1 Lo, PDI = protein disulfide isomerase; p-e/F2a = phosphorylated eukaryotic
initiation factor 2; CHOP = CCAAT-enhancer-binding protein homologous protein
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A. HEP-G2

Prokaspaza-2
Aktin
Prokaspaza-2
Aktin

Prokaspaza-8
Aktin
Stépena
kaspaza-8
Aktin
Prokaspaza-9
Aktin

Stepena
kaspaza-9
Aktin

B. NES2Y

Prokaspaza-2
Aktin

Prokaspaza-8
Aktin
Stépena
kaspaza-8
Aktin

Prokaspaza-9
Aktin
Stépena
kaspaza-9
Aktin

1 mesic

2 mesice

3 mesice

4 mesice

50 100

KO pM pM

50 100

KO pM pM

50 100
KO pM pM

50 100

KO pM pM

p—

50kDa

I-—-——-——-w

42kDa

| il Dt g~ - —|

22kDa

42kDa

- = —m = — = ===

57kDa

IM

42kDa

== X1 I I I I I I 1

43kDa

e ——————— — —

42kDa

————— . e e e e |

47kDa

——————— ——————

42kDa

EX i L 1 1 14 4dededed

35kDa

[

~4~——-|

42kDa

1 mesic

2 mesice

3 mesice

4 mesice

50 100
KO pM pM

50 100
KO pM pM

50 100
KO pM pM

50 100
KO pM pM

50kDa

——————————

42kDa

-—— T TS

57kDa

-—--ml

42kDa
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EE=s===EEESS

42kDa

Ia;; —5‘-‘-‘;!3--6—| 47kDa
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-
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Obrazek 4.14: VIiv dlouhodobého nadbytku citratu Zelezitého na proteinové hladiny
iniciaénich kaspaz béhem dlouhodobé kultivace u bunééné linie HEP-G2 (A) a NES2Y (B).
urovni U bunék linie HEP-G2 (A) a NES2Y (B) po 1, 2, 3 a 4 mésicich dlouhodobé kultivace v
kultiva¢nim médiu bez ptidavku Zeleza (KO) a médiu s 50 puM a 100 uM citratem zelezitym. Aktin
slouzi jako kontrola nanasky. Ukazan je reprezentativni vysledek ze dvou nezavislych experimentu.



A. HEP-G2

Prokaspaza-3
Aktin
Stépena
kaspaza-3
Aktin
Prokaspaza-6
Aktin

Stepena
kaspaza-6
Aktin

Prokaspaza-7
Aktin

Stepena
kaspaza-7

Aktin

B. NES2Y

Prokaspaza-3
Aktin

Stepena
kaspaza-3
Aktin

Prokaspaza-6
Aktin
Stepena

kaspaza-6

Aktin

Prokaspaza-7
Aktin

Stepena
kaspaza-7
Aktin

1 meésic 2 mesice 3 mesice 4 mesice
50 100 50 100 50 100 50 100
KO pM M |[KO pM yM |KO pM M (KO pM uM

S e— —

— =

[ —— i b—
T —— =

1 mesic 2 meésice 3 mesice 4 mesice
50 100 50 100 50 100 50 100
KO M M (KO pM pM [KO pM pM | KO pM pM

— —

—— e e S e e e e e

— e e R

". S—

N — ——— " —— Ny, e et s

T — e —————
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35kDa

42kDa

I R
— ————— —————

I-——----.l
. 4 PN S PN

——————— — ——— —

42kDa
35kDa
42kDa
18kDa
42kDa
35kDa
42kDa
20kDa

42kDa

35kDa
42kDa

19kDa
42kDa

35kDa

42kDa

18kDa

42kDa

35kDa
42kDa

20kDa
42kDa

Obrazek 4.15: VIiv dlouhodobého nadbytku citratu Zelezitého na proteinové hladiny
exekuénich kaspaz p¥i dlouhodobé Kultivaci u bunééné linie HEP-G2 (A) a NES2Y (B).
Metodou western blotu a imunodetekce jsme sledovali expresi exeku¢nich kaspaz na proteinové
urovni U bunék linie HEP-G2 (A) a NES2Y (B) po 1, 2, 3 a 4 mé&sicich dlouhodobé kultivace v
kultivaénim médiu bez piidavku Zeleza (KO) a médiu s 50 uM a 100 uM citratem zelezitym. AKtin
slouzi jako kontrola nanasky. Ukazan je reprezentativni vysledek ze dvou nezavislych experimentu.



5 DISKUZE

Dlouhodobé vystaveni organismu zvySenym koncentracim zeleza vede k jeho
poskozeni. Mezi buniky a tkan¢ nejvice poskozované vysokymi hladinami zeleza patii jatra
(Batts, 2007) a kostni dienn (Braumann et al., 1992; Chai et al., 2015), které slouzi jako
zasobni organy pro zelezo, dale burky a tkané srdce (Oudit et al., 2006; Das et al., 2015),
mozku (Hadzhieva et al., 2014) a slinivky (Feder et al., 1996; Swinkels et al., 2006), jez
jsou velmi metabolicky nebo energeticky aktivni a citlivé na poskozeni.

Znamym a in vivo prokazanym negativnim efektem nadbytku Zeleza v bunkach je
tvorba velmi reaktivnich kyslikovych radikalti Zeleznatymi kationty (Burkitt and Mason,
1991; Kadiiska et al., 1995) mechanismem Fentonovy reakce (Galaris and Pantopoulos,
2008), které mohou poskozovat vnitini struktury buiiky. Pfesto dodnes nezname veskeré
buné¢né procesy, které vedou k poskozeni bunék a tkani v dusledku nadbytku Zeleza.

Cilem této diplomové prace bylo piispét k objasnéni vlivu nadbytku Zzeleza na
bunécné procesy vedouci K poskozeni vybranych bunék a tkani. Procesy vedouci
K bunéénému poskozeni v disledku pusobeni zvySenych hladin Zeleza na bunky jsme
sledovali pomoci in vitro modelid bunécnych linii reprezentujicich lidskou jaterni tkan —
HEP-G2 (fenotyp hepatocytll) a lidské pankreatické beta bunky — NES2Y. Vysoké hladiny
zeleza v médiu jsme simulovali pomoci pfidavku vybranych koncentraci citratu zelezitého
do kultiva¢niho média.

Vzhledem k tomu, Ze se setkavame s pacienty s dlouhodobé, ale i akutné velmi
zvySenou hladinou Zeleza, vytvofili jsme pro studium vlivu nadbytku Zeleza na bun&cné
poskozeni modely odpovidajici obéma stavim. Pro studium akutniho vlivu vysokych
hladin Zeleza na pouzité bunééné linie jsme pouzili takové koncentrace citratu Zelezitého,
které pii kratkodobé kultivaci vedly ke snizeni mnozstvi bun¢k pod inokulum v tadu
desitek hodin. Ke studiu efektu chronického nadbytku Zeleza jsme vytvofili model
dlouhodob¢ kultivovanych bunék v médiu s nadbytkem citratu zelezitého, jehoz
koncentrace odpovidaji hodnotam Zeleza naméfenych Vv plasmé U pacientd
s diagnostikovanym dlouhodobym nadbytkem zeleza. Tyto experimentalni modely bunck
ovlivnénych nadbytkem zeleza jsme vytvofili jako soucast studii, které v nasi laboratofi jiz
probihaji na vzorcich tkani od pacientl, pficemz Vv minulosti jsme se jiz podobnymi
studiemi zabyvali (Balusikova et al., 2009; Dostalikova-Cimburova et al., 2012a;
Dostalikova-Cimburova et al., 2012b; Dostalikova-Cimburova, et al., 2014).
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5.1 Vytvoreni bunéénych modelu

Pro kultivaci bunék HEP-G2 a NES2Y v ramci testovani vlivu nadbytku zeleza
jsme prvotné pouzivali médium s plné definovanym slozenim, ve kterém je 10 % fetalniho
bovinniho séra (kapitola 3.6) nahrazeno saturovanym transferrinem jako zdrojem zeleza
a dalsimi stopovymi prvky (Kovar and Franék, 1984). Toto médium je nami rutinné
pouzivano a je vhodné pro rust i dalSich bunéénych linii (Neumannova et al., 1995; Kovar
et al., 2006). Pii pouziti plné¢ definovaného média s dopliikem Zelezem saturovaného
transferrinu vsak v ramci experimentti dochéazelo k problémovému ristu kontrolnich bunék
Vtomto médiu béhem nékterych opakovani (data neukdzana). Z tohoto divodu jsme
i v pribéhu experimentt pouzivali standardni kultivatni médium s10 % fetalniho

bovinniho séra, jez neni pln¢ definované (Balusikova et al., 2009).

5.1.1 Buné¢ény model akutniho vlivu nadbytku Zeleza

Pro ucely kratkodobé kultivace s vysokymi koncentracemi citratu zelezitého jsme
pracovali s médiem bez ptidaného 2-merkaptoethanolu, jez je béznou soucasti kultiva¢niho
média (kapitola 3.6). Merkaptoethanol piisobi jako velmi G¢inny antioxidant a krom jiného
hojné brani vyskytu hydroxylovych radikala (Petrov et al., 2012), které vznikaji pii
nadbytku Zeleznatych ionti v buiice (kapitola 2.4.1). Merkaptoethanol tak byl pfi
kratkodobych studiich z média vynechan, nebot’ nezadouci merou zvySoval odolnost bunck
vaci nadbytku Zeleza v médiu (data neukazana). V ramci dlouhodobé kultivace bunék
v médiu s nadbytkem zeleza byla v médiu pfitomnost 2-merkaptoethanolu zachovana
s cilem zlepsit schopnost dlouhodobé proliferace bunék.

Na zaklad¢ vysledku ,,dose response experimentl u linie HEP-G2 i NES2Y jsme
V ramci pokust S akutnimi vysokym dévkami zeleza pouzivali pfidavek 15 mM citratu
zelezitého do média. Jedna se o koncentraci Zeleza v médiu, pii které dochazelo u obou
linii ke snizeni mnozstvi zivych bun€k pod inokulum jiz ve 48 hodinach po osetieni (graf
4.1). Standardné uvadény rozsah normalnich hladin sérového zeleza u muzi je 55 — 60
ug/dl (Gomella and Haist, 2007). Horni hranice tedy odpovida 28 uM koncentraci Zeleza
v plasm¢. Pacienti s chronickym nadbytkem Zzeleza dosahuji hodnot Zeleza nad tuto
hodnotu. Priikladem jsou pacienti s275 pg/dl (50 uM), 340 pg/dl (60 uM),
380 pg/dl (68 uM) & 415 pg/dl (74 uM) Zeleza v plasmé ® (Schauben et al., 1990; Daram
and Hayashi, 2005). V extrémnich pripadech lze nalézt pacienty s namétenymi hodnotami

% http://www.irondisorders.org/iron-overloadl
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koncentrace zeleza vétSimi nez 1000 pg/dl Zeleza, tedy koncentraci 179 uM ZzZeleza
Vv plasmé. Takovy zna¢ny nadbytek zeleza v plasmé je velmi vzacny a u pacientli je nutné
okamzité zapocit jeho drastické snizovani. Byly dolozeny pfipady pacientd S akutni
otravou Zelezem s obsahem sérového Zzeleza napi. 1,70 mg/dl (0,30 mM), 6,79 mg/dl
(1,22 mM), ale i 20,90 pg/dl (3,74 mM) (Robertson and Tenenbein, 2005). Nami
pouzivana koncentrace 15 mM citratu zelezitého pro experimenty v fadu desitek hodin
(akutni efekt nadbytku Zeleza) byla tedy zcela relevantni.

Toto je podpoieno i jinymi studiemi, které rovnéZ vyuzivali bunééné modely, napf.
praci Li et al., 2015, kde autofi kultivovali lidskou jaterni buné¢nou linii HH4 v 0,1 —
10 mM nadbytku citratu zelezito-amonného v horizontu 12 az 72 hodin se signifikantnim
snizenim zivotaschopnosti HH4 bun¢k pfedevs§im u 5 mM a 10 mM Kkoncentrace citratu.
Dale praci Barisani et al., 2000, kdy i po 7 dnech kultivace bunék HEP-G2 v médiu
s 0,72 mM citratem Zelezito-amonnym stale pozorovali vice nez 90 % zivotaschopnych
bunék a 50 % bunck s nadbytkem Zzeleza. Pouziti vysokych davek zeleza bylo popsano
i v pracich se zvifecimi bunéénymi liniemi. Skupina dr. Masudy kultivovala izolované
ostrivky pankreatu potkana v médiu za pfitomnosti Zelezo-sachar6zového komplexu
0 koncentracich 0 mM, 0,35 mM, 1,7 mM a 3,5 mM. Po kultivaci pfes noc pozorovali
Vv bunikach ostrivkl pritomnost nekroézy v zavislosti na pouzité koncentraci komplexu
(Masuda et al., 2014). Nizsi koncentrace Zeleza byly pouzity pii vyzkumu Yang et al.,
2013, ve kterém autofi oSetfili potkanni srde¢ni bunky linie H9c2 0,3 mM Zelezem a po 72
hodinach detekovali apoptozu, nebo v praci Chen et al., 2014, kteti indukovali apoptozu

U mysi srde¢ni bunééné linie HL-1 pomoci 0,3 mM a 0,6 mM FeCls.

5.1.2 Bunécény model chronického vlivu nadbytku Zeleza

Pro dlouhodobou kultivaci bunék linii HEP-G2 a NES2Y jsme pouzivali nadbytek
citratu Zelezitého o koncentracich 50 uM a 100 uM citratu zelezitého v médiu. Jedna se
0 koncentrace zeleza, které jsou dosazitelné v lidském séru u pacientl s nadbytkem zeleza
(Gomella and Haist, 2007) a bunky obou linii jsou v téchto médiich schopny dlouhodobé
proliferace. V ptipad¢ bun¢k obou bunécnych linii jsme vsak jiz po né€kolika mésicich
jejich kultivace v téchto médiich zaznamenali signifikantné snizené rtstové schopnosti
(obr. 4.9, graf 4.2).

V minulosti bylo pozorovano, ze mirny nadbytek zeleza podporuje rist nadorovych

bun¢k (Hann et al., 1988; Hann 1991; Weinberg, 1992; Torti and Torti, 2013). Jedno

Vv
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aktivit¢ metabolismu, takze vys$i pfijem mikronutrientt a zvlasté Zzeleza, je nutny
predpoklad pro jejich rychlejsi rist (Hann et al., 1988; Hann 1991; Weinberg, 1992; Torti
and Torti, 2013). Nase vysledky vSak naznacuji opacny efekt. Rust a piezivani bunék obou
linii bylo v médiu s 50 uM a 100 uM citratem zelezitym naopak negativné ovlivnéno ve
srovnani s buitkami kontroly. Pti vysazeni stejného poctu bun€k na stejnou kultivacni
plochu ve stejném objemu média byl rozdil rastu jasné zfetelny (graf 4.2). Analyzou
buné¢ného cyklu na pratokovém cytometru jsme nezaznamenali zadné zmény v pribéhu
bunéénym cyklem ani u jedné z bunéénych linii dlouhodobé kultivovanych v nadbytku
zeleza (graf 4.3). Tyto vysledky naznacuji, ze K ovlivnéni rustu a prezivani u bunék
dlouhodob¢ kultivovanych v nadbytku zeleza pravdépodobné nedochazelo z divodu
zpomaleni bunééné proliferace, ale spiSe z dtivodu aktivace bunééné smrti.

S vysvétlenim rozdilu mezi vysledky ukazujicimi rlst bunék a ndmi ziskanymi daty
muize pomoci prace autoru Kiessling et al., 2009, ktefi ukazali, ze lymfomové bunky
zabranovaly toxickému pulsobeni zelezem produkovanych reaktivnich kyslikovych
radikall tak, ze vice exprimovaly tézky fetézec ferritinu stimulovany signalizaci NF-«B.
Po inhibici drahy NF-kB dochazelo u nadorovych bunék ke snizeni exprese ferritinu
anadorové bunky umiraly, pravdépodobné pravé kvali poskozenim zplsobenych
ptitomnosti ROS (Kiessling et al., 2009). Prezivani nebo umirani buné¢k béhem nadbytku
zeleza tak muze zaviset na konkrétnim stavu bunék, jako je naptiklad pravé rizna exprese
ferritinu.

Navic jsou béhem experimentl s nadbytkem Zzeleza velice dulezité nastavené
experimentalni podminky, nebot’ i pfitomnost malého mnoZstvi antioxidanti miZe zabranit
bunéénému poskozeni a nasledné bunécné smrti pfi stejnych koncentracich zeleza v médiu

(kapitola 5.1).

5.2 Homeostaze Zeleza pri nadbytku citratu Zelezitého

Pro ovéteni dosazeného pretizeni bun€k zelezem, a tedy spravnosti vytvofeného
bunécného modelu vlivu nadbytku Zeleza na bunééné procesy, jsme sledovali zmény
exprese vybranych proteini homeostaze Zeleza. Sledovali jsme proteiny ucastnici se
regulace vnitini homeostaze zeleza — IRP1 a IRP2 (iron regulatory protein 1, 2), proteiny
ucastnici se transportu zeleza pies membranu — DMT1 (divalent metal transporter 1),
transferrinovy receptor 1 (TfR1), ferroportin a protein ucastnici se intracelularniho

skladovani Zeleza — ferritin, lehky fetézec.
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5.2.1 Vliv akutnich vysokych davek Zeleza na vybrané proteiny homeostaze Zeleza

U obou bunécnych linii jsme pozorovali snizovani hladin proteini IRP1 i IRP2
(obr. 4.2). Stejnda zména hladin IRP proteini byla pozorovana napiiklad béhem
experimentl pii oSetfeni bunck 0,9 mM citratem Zelezito-amonnym, kdy po 24 hodinach
od oSetfeni dochazelo k signifikantnimu poklesu obou regulac¢nich proteind (Guo et al.,
1995). Snizenim exprese téchto regulacnich proteini buika reaguje na vysoké hladiny
zeleza v médiu ve snaze zabranit dalSimu piijmu zeleza do cytoplasmy.

Po 12 hodinach od aplikace 15 mM nadbytku citratu Zelezitého jsme dalé
pozorovali zmény hladin proteinti zajistujicich transport zeleza u obou bunécnych linii.
Konkrétn¢ jsme zaznamenali snizeni hladiny proteini DMT1 a TfR1 u obou linii (obr. 4.2)
a ferroportinu u linie HEP-G2 (obr. 4.2 A). U linie NES2Y se na rozdil od bunék HEP-G2
hladina proteinu ferroportinu zvySovala (obr. 4. 2 B). V pfipadé proteinu ferritinu
slouziciho jako zasobni protein zeleza dochazelo u obou bunéénych linii k jeho zvySené
expresi (obr. 4.2). | v ptipad¢ jinych studii bylo pozorovano snizeni hladiny DMT1 napf.
pfi vystavovani linie Caco-2 TC7 Zelezitym kationtim. Ke sniZovani dochazelo 24 az
72 hodin po oSefeni v zavislosti na davce (Sharp et al., 2002). Snizovani hladiny TfR1 bylo
pozorovano u mnoha pokust studujicich vliv nadbytku Zeleza na bunky (Trinder et al.,
1990; Hoepken et al., 2004), ale i napf. u pacientti S hemochromatézou (Sciot et al., 1987;
Lombard et al., 1990). V téchto pracich autofi ukazali, ze nami sledovany efekt snizovani
TfR1 po aplikaci 15 mM citratu zelezitého u bungk, v jejich ptipadé nastava jiz pii niz§im
nadbytku Zeleza. Zmény hladin téchto proteinii pravdépodobné nastaly v disledku
pusobeni jiz zminénych IRP regula¢nich molekul, jejichZ snizeni ma za nasledek sniZenou
translaci jak proteinu DMT1, tak TfR1 (kapitola 2.2.1).

Snizeni hladiny exportéru zeleza ferroportinu u bunécéné linie HEP-G2 muze byt
vysvétleno pusobenim hepcidinu. (kapitola 2.2.2). Hepcidin je exprimovan piedevsim
jaterni tkani (Park et al., 2001) a k jeho syntéze dochazi i u bunék HEP-G2 (Fein et al.,
2007). Snizeni hladiny ferroportinu bylo také pozorovano napt. u pacientti s nealkoholovou
steatdzou jater, u kterych dochézelo k pretiZzeni Zelezem, které bylo doprovazeno zvysenou
expresi hladiny hepcidinu a tudiz snizenou hladinou ferroportinu (Aigner et al., 2008). Ke
zvyseni hladiny hepcidinu u bun€k kultivovanych v nadbytku zeleza dochazi v dusledku
plsobeni celé Skaly signalnich kaskad, které jsou aktivovany pravé vysokymi hladinami
zeleza, napt. pres TfR2 (Pigeon et al., 2001; Rishi et al., 2015). V ptfipadé bunck linie
NES2Y dochazelo na rozdil od linie HEP-G2 po oSetfeni nadbytkem zeleza ke zvySeni
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exprese ferroportinu. Tento efekt byl pozorovan i u jinych modelii jak na trovni mRNA
(Aydemir et al., 2009), tak proteinu (Knutson et al., 2003a).

Reakce bunééné linie HEP-G2 odpovida in vivo funkci jaternich bunék pii ochrané
okolni tkan¢ pred toxickym plsobenim zeleza. Dochazi k jeho zadrZzovani v téchto
bunkach pravdépodobné pusobenim hepcidinu (viz vyse). ZvySena exprese ferroportinu u
linie NES2Y naopak vede k ochrané bun¢k pted toxickym pusobenim zeleza uvniti bunky
jeho exportem ven. Vzhledem Kk izolaci bunéné linie od celotélové regulace sérovym
hepcidinem, je regulace homeostaze Zeleza v bunikach NES2Y fizena pfedev§im systémem
IRP/IRE v dusledku ¢ehoz je tedy hladina exprese ferroportinu zvysovana (kapitola 2.2.1).

Zvyseni exprese ferritinu slouziciho jako zasobni protein pro zelezo je v souladu se
zvySujicim se pfijmem Zeleza do bunck a dochédzi k nému predevS§im prostfednictvim

IRP/IRE systému (Horak et al., 2010).

5.2.2 Vliv dlouhodobé zvySenych davek Zeleza na vybrané proteiny homeostiaze

Zeleza

Béhem kultivace buné€k pii dlouhodobém nadbytku Zeleza jsme u bunééné linie
HEP-G2 pozorovali snizovani hladiny importéru zeleza TfR1 a zvySovéani hladiny
vazebného proteinu ferritinu. Hladina proteinu ferroportinu u bun¢k linie HEP-G2
Vv disledku nadbytku Zeleza v médiu rovnéz rostla. U regulacnich proteinii IRP1 a IRP2
nedochazelo u linie HEP-G2 kviditelnym zménam v hladinach proteini b&hem
dlouhodobé kultivace v médiu s citratem zelezitym (obr. 4.10 A). Stejné¢ tak dochazelo
k poklesu exprese importert zeleza u bunééné linie NES2Y. Na rozdil od linie HEP-G2
dochazelo u linie NES2Y k poklesu exprese regulac¢nich proteinti IRP1 a IRP2 v prvnich
mésicich kultivace v médiu s nadbytkem citratu Zelezitého. ZvySovaly se hladiny
vazebného proteinu ferritinu, hladina exportéru Zeleza ferroportinu se u linie NES2Y
nemeénila (obr. 4.10 B).

Z téchto vysledkll vyvozujeme, ze exprese proteinli homeostaze zeleza v disledku
nadbytku Zeleza zavisi na bunéénych typech a jejich potfebach. Rozdil v piijmu Zeleza
a expresi proteinli ucastnicich se homeostaze Zeleza v rtiznych bunécnych typech byl jiz
ditive pozorovan napiiklad v pracich Balusikova et al., 2009; Lopes et al., 2010 nebo
diskutovan v praci Eisenstein, 2000.

Mechanismus regulace exprese sledovanych molekul ucastnicich se homeostaze
Zeleza se zda se neli$i mezi akutnim a dlouhodobym efektem plisobeni nadbytku Zeleza.

Nicméné pii dlouhodobé kultivaci jsou detekované zmény v expresi mirngj$i. Nékteré
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zmény V expresi proteinti zaznamenané pii akutnim nadbytku zeleza jsme u dlouhodobého
efektu nadbytku Zeleza nedetekovali pravdépodobné v disledku malych zmén v expresi

v kombinaci s detek¢nim limitem pouzité metody.

5.3 Vliv vysokych davek Zeleza na oxidativni stres, stres

endoplasmatického retikula a autofagii

V souvislosti s vysokymi hladinami Zzeleza v bunkach jsme sledovali vybrané
proteiny reagujici na oxidativni stres SOD1, SOD2 (superoxid dismutase 1/2), glutathion
reduktaza, HIF1la a HIF2a (hypoxia-inducible factors 1/2), proteiny ucastnici se stresu
endoplasmatického retikula PERK, IREla a jeho fosforylovanou formu p-IREla (fosfo
Ser724), kalnexin, BiP, Erol-La, PDI, CHOP a fosforylované formy eukaryotického
mTOR (mammalian target of rapamycin), protein p62 a protein LC3B (microtubule-
associated protein 1A/1B-light chain 3 B).

5.3.1 Vliv akutnich vysokych davek Zeleza na vybrané proteiny reagujici na

oxidativni stres, stres endoplasmatického retikula a ucastnicich se autofagie

SOD enzymy bézné slouzi k pfeméné superoxidovych radikali na peroxid vodiku,
ktery je vbunce dale redukovan (Galaris and Pantopoulos, 2008). Ovsem V pfipad¢
pusobeni nadbytku Zeleza byla v nékterych pfipadech pozorovana snizena aktivita nebo
hladina téchto antioxidacnich enzymd, stejné jako vycerpani antioxidantd jako jsou
a-tokoferol, kyselina askorbova nebo retinol (Bartfay and Bartfay, 2000; Turoczi et al.,
2003). Glutathion reduktaza je enzym, jez slouzi k redukci glutathionu, ktery je dulezitou
molekulou v obrané bunky proti oxidativnimu stresu (Deponte, 2013). Proteiny HIFla
a HIF2a jsou stabilizovany béhem hypoxie ¢i nedostatku zeleza (Koukourakis et al., 2002;
Lee et al., 2004; Peyssonnaux et al., 2007; Anderson et al., 2013).

Z naSich pozorovani vychazi, Ze u obou bunéénych linii nedochazelo k zddnym
zméndm exprese proteini HIF1a a HIF2a po aplikaci 15 mM citratu Zelezitého. Stejné tak
jsme ani u jedné bunécné linie nepozorovali zménu hladiny glutathion reduktazy (obr. 4.3).
Tyto proteiny tak za nasich podminek pravdépodobné nehraji roli pii ochrané bunky pired
toxickym piisobenim zeleza.

Zaznamenali jsme ovSem zmény exprese u proteini SODI1 a SOD2 (obr. 4.3).
U linie HEP-G2 dochazelo k poklesu exprese SOD1 oproti kontrole, u linie NES2Y se
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hladina proteinu SOD1 nem¢nila. Hladina proteinu SOD2 rostla u obou linii. Zmény hladin
proteini SOD1 i SOD2 jiz byly u bun¢k béhem pisobeni nadbytku zeleza pozorovany, a to
jak jejich snizeni (Cockell et al., 2005; Galleano and Puntarulo, 1994; Puukila et al., 2015;
Badria et al., 2015), tak zvySeni (Zhao et al., 1995; Abdalla et al., 2011; Macco et al.,
kvili vysokému importu Fe?*. Takto byla v buiice pozorovana niz§i koncentrace manganu,
zinku a médi, které jsou dulezité pravé pro fungovani SOD1 a SOD2 (Cockell et al., 2005;
Jouihan et al., 2008). Naopak nami pozorovana rostouci hladina proteinu SOD2 u obou
linii mize byt zndmkou vzristajicitho oxidativniho stresu v buiikdch oSetienych médiem
s nadbytkem zeleza (Zhao et al., 1995; Macco et al., 2013).

Zmény hladin proteini GcCastnicich se stresu endoplasmatického retikula jsme
sledovali u obou bunéénych linii jiz 12 hodin po oSetieni bun¢k nadbytkem zeleza (obr. 4.4
a 4.5). V tomto Case jsme zaznamenali zvySené hladiny proteini PERK a IREla oproti
kontrolnim bunkam. U linie HEP-G2 dochazelo po 36 hodinach po oSetfeni bunék
nadbytkem Zeleza k poklesu téchto proteini vuci kontrole. Béhém experimentll jsme u
obou linii dale sledovali pfitomnost fosforylované formy elF2a, u linie HEP-G2 stoupajici
s ¢asem. U obou linii jsme také pozorovali zvySenou hladinu transkripéniho faktoru CHOP
36 hodin po oSetfeni a u bunééné linie NES2Y v Case 12 hodin dochazelo ke zvyseni
exprese chaperonu BiP. Ani u jedné bunécné linie jsme ovSem nedetekovali zvySujici se
hladiny fosforylované formy IREla. Naopak u bunééné linie HEP-G2 dochézi po 36
hodinach od osetfeni bun¢k nadbytkem zeleza k poklesu hladiny p-IREla oproti kontrole.
Tento pokles mize byt vysvétlen praci Lin et al., 2007, ve které autofi pozorovali béhem
ptiliz dlouho trvajiciho stresu endoplasmatického retikula sniZeni hladiny proteini ATF6
a pravé p-IREla. Pokles p-IREla u naSich experimentli mize souviset s pozorovanim, Ze
pfi dlouhé aktivaci §tépi p-IREla krom ostatnich substrati i svou vlastni mRNA
(Tirasophon et al., 2000).

Po aplikaci 15 mM citratu Zelezit¢ho jsme tak jednoznacné pozorovali zndmky
probihajiciho stresu endoplasmatického retikula. Ke stresu endoplasmatického retikula
dochazi, pokud je burnika vystavena hypoxii, deprivaci gluk6zy, oxidativnimu stresu, virové
infekci, vysokym hladinam tuka a cholesterolu nebo pii mutacich specifickych proteinti
(Tsai and Weissman, 2010). Pravé oxidativni stres vyvolany pifitomnosti nadbytku zeleza
tak miZze byt divodem nami detekovaného stresu endoplasmatického retikula. Béhem
stresu endoplasmatického retikula stoji proteiny PERK a IREla na pocatku signalizace

UPR (unfolded protein response — kapitola 2.4.2.3). Aktivovany protein PERK je
95



.....

Kk zastaveni translace vétSiny proteint. Je tak odlehéen napor nové syntetizovanych
proteinti na endoplasmatické retikulum (Harding et al., 1999). Zaroven vsSak dochazi
k podpofeni translace napf. transkripéniho faktoru ATF4 (activating transcription factor 4),
ktery zajistuje expresi transkripénicho faktoru CHOP a chaperonu BiP (Harding et al.,
1999), coz je v souladu s nasimi pozorovanimi. Nami pozorovana vyssi aktivita proteinQ
PERK a IREla spole¢né s fosforylaci elF2a, zménou exprese chaperonu BIP,
transkripéniho faktoru CHOP byly také pozorovany v fadé jinych experimentt
s nadbytkem Zeleza (Petrak et al., 2007; Lou et al., 2009; Tan et al., 2013; Park et al.,
2014; Liu et al., 2016). Prace Lou et al., 2009 zaroven propojuje stres endoplasmatického
retikula s aktivaci apoptozy.

Na zékladé¢ naSich wvysledkd, které jsou podpofeny pozorovanim jinych
vyzkumnych skupin zabyvajicich se vlivem nadbytku Zzeleza na bunétné procesy
usuzujeme, ze dal$im mechanismem pfispivajicim k poSkozeni bun¢k a tkani ptisobenim
nadbytku Zeleza je signalizace reagujici na stres endoplasmatického retikula. Stres
endoplasmatického retikula v disledku nadbytku zeleza miize byt bud ptfimou pfiinou
bunécného poskozeni nebo miize vést k naslednym procesiim poskozeni az smrti buiiky.

Krom¢ stresu endoplasmatického retikula, jsme v buiikach oSetfenych 15 mM
nadbytkem citratu Zelezitého pozorovali znamky probihajici autofagie. U obou linii
dochazelo k poklesu proteinu p62 (obr. 4.6), ktery je dulezity pifi rozpoznavani
specifickych substrati urenych k degradaci. Po navazani je protein p62 se substratem
naveden do vacku sméfujiciho do lysozomu (autofagozom) (Reggiori et al., 2012).
Zaroven jsme u obou linii pozorovali postupné pfibyvani proteinu LC3B (obr. 4.6), ktery je
dulezity pro formovani autofagozomu a rozvoj autofagie (Mizushima et al., 2011). Hladina
proteinu mTOR se neménila ani ujedné nami zkoumané bunééné linie (obr. 4.6).
Autofagie byla pozorovana pii pokusech na bunééné linit SH-SYSY pouzivané pii studiu
Parkinsonovy choroby. Po zvySeni exprese DMTI1 na téchto bunkéch autofi pozorovali
vyznamny nariist Zeleza uvniti buné¢k, ktery vedl ke zvySeni oxidativniho stresu a nasledné
autofagie (Chew et al., 2011). Dale byla autofagie pozorovana pii pouziti nanopartikuli
oxidu zeleza na rakovinné bunky karcinomu plic A549. Partikule obsahujici Zelezo
vyvolaly v bunikach oxidativni stres, ktery vedl ke zvySeni autofagie a k nekroze (Khan et
al., 2012).

Néami pozorované znamky probihajici autofagie pifi oSetfeni bunck citratem

zelezitym jsou v souladu s pozorovanim nékterych autorti zabyvajicich se nadbytkem
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zeleza. Pravdépodobné se jedna o snahu odstranit poskozené kompartmenty a snizit tak
dopad toxicity zeleza uvniti buniky. Vzhledem k neménici se hladiné proteinu mTOR vSak

pravdépodobné nebyla signalizace autofagie spusténa na zaklad¢ vnéjSich signalt.

5.3.2 Vliv dlouhodobé zvySenych davek Zeleza ma vybrané proteiny reagujici na
oxidativni stres, stres endoplasmatického retikula a i¢astnicich se autofagie
RovnéZz u dlouhodobé kultivovanych bun¢k jsme testovali zmény v hladinach

vybranych proteinti ucastnicich se odpovédi na oxidativni stres, jmenovité proteini SOD1,

SOD2, glutathion reduktazy, HIF1a a HIF2a. Ani u jednoho z testovanych proteind jsme

u obou bunéénych linii nepozorovali zadné zmény Vv expresi (obr. 4.11) s vyjimkou SOD1

u linie NES2Y (obr. 4.11 B). Zmény v expresi proteinu SOD1 vsak byly nekonzistentni,

a tudiz neptresveédCive.

Zmeéna hladiny SOD1 a SOD2 pii mirném nadbytku Zeleza vSak byla pozorovana
v experimentech Cockell et al., 2005, a to v disledku deficience mé&di. Autofi ukazali, Ze
samotné zvyseni hladiny Zeleza nevede ke zménam v proteinech SOD1 i SOD2. Absence
zmény V expresi proteini SOD1 a SOD2 u naSich buné¢nych modeld tedy muze byt
vysledek toho, ze ndmi zvoleny nadbytek Zzeleza (tedy 50 uM a 100 puM) nebrani
Vv absorpci kationtti ostatnich kovl prostfednictvim DMT1.

Stejné jako v ptipadé vysokych davek zeleza jsme u dlouhodobé kultivovanych
buniek pii dlouhodobém nadbytku Zeleza testovali pfitomnost stresu endoplasmatického
retikula. Ani u jedné bunécné linie jsme vSak pii kultivaci bunék v médiu s nadbytem
zeleza nepozorovali signifikantni znamky probihajiciho stresu endoplasmatického retikula.
Mozné zmény v hladinach proteind stresu endoplasmatického retikula jsme pfitom
zaznamenali u bunééné linie HEP-G2 pouze v piipadé transkripéniho faktoru CHOP
zvySujiciho se v zavislosti na davce citratu zelezitého (obr. 4.13 A) a u linie NES2Y
v ptipad¢ proteinu ERO1-La a IREla opét zvySujicich se v zavislosti na davce citratu
zeleza (obr. 4.13 B a 4.12 B).

Jak jiz bylo diskutovano v kapitole 5.3.1, stres endoplasmatického retikula lze
pozorovat nejen po vystaveni bunék nebo modelovych zvitat vysokym davkam zeleza, ale
také pti chronickém pisobeni nadbytku Zeleza (Lou et al., 2009; Dongiovanni et al., 2013).
Nami pozorované piipadné zvySovani hladin IREla, ERO1-La a CHOP tak mtze byt
projevem piitomnosti pouze mirného stresu endoplasmatického retikula pfi chronické

kultivaci bun¢k ve dlouhodob¢ zvysenych hladinach zeleza.
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Ve srovnani s akutnim efektem nadbytku citratu Zelezitého na testované bunécné
linie jsou nami testované projevy oxidativniho stresu a stresu endoplasmatického retikula
u dlouhodobé kultivovanych bunék minimédlni nebo nami pouzitou metodou
nedetekovatelné, a tedy pravdépodobné vyraznéji neovliviiuji rustové schopnosti bunék

béhem jejich dlouhodobé kultivace pii nadbytku citratu zelezitého.

5.4 Aktivace kaspaz
Pro detekci aktivace apoptdzy bunék vystavenych nadbytku Zeleza jsme sledovali

.....

kaspaz — kaspazy-2, -8 a -9 a proteinové hladiny exekucnich kaspaz — kaspazy-3, -6 a -7.

5.4.1 VIliv akutnich vysokych davek Zeleza na aktivaci kaspaz

Z vysledkt naSich experimentt vyplyva, Ze pouzita akutni vysoka koncentrace
citratu Zzelezitého (15 mM citrat Zelezity v médiu) vyvolava u bunck linii HEP-G2
po osetfeni bunék. V tomto ¢ase dochazelo u obou linii k aktivaci kaspazy-8 (obr. 4.7).
Spolecné dochédzelo ke zvySovani hladin Stépenych forem vsSech tii studovanych
exekucnich kaspaz (kaspaza-3, kaspaza-6, kaspaza-7) (obr. 4.8), coz spole¢né se St€penim
kaspazy-8 naznacuje aktivaci vné&jsi drahy apoptotické signalizace. Ptipadnou pozdéjsi
aktivaci vnitini drahy apoptozy predpokladame u linie HEP-G2, u které poklesla hladina
celé formy kaspazy-9 po 24 hodinach. Hladina kaspazy-9 u linie NES2Y zlstala v ndmi
testovaném Casovém horizontu beze zmény. Ani u jedné bunécné linie se ndm nepodafilo
uspésné zachytit §tép kaspazy-9 (obr. 4.7). Pfedpokladana aktivace vnéjsi drahy apoptozy
v disledku nadbytku Zeleza je podpoiena praci Li etal., 2015, kde autofi pii oSetfeni
bunék nadbytkem Zeleza ukazali aktivaci apoptdzy vné&jsi drahou prostfednictvim exprese
Fas ligandu. Zaroven také ukazali, Zze soubézné dochazi ke Stépeni proteinu Bid a aktivaci
kaspazy-9, a tedy i k aktivaci vnitini drahy apoptozy.

Aktivace vnitini drahy apoptozy byla dale pozorova v disledku ptisobeni nadbytku
zeleza na mysi a lidské erytroidni buiky (Taoka et al., 2012) a béhem hromadéni Zeleza
v oblasti substantia nigra mysich mozkt (You et al., 2015). V obou zminénych ptipadech
dochdzi ke snizovani hladiny anti-apoptotického proteinu Bel-2 a projeviim apoptdzy. V jiz
zminénych pracich na bunéénych liniich HL-1 (Chen et al., 2014) a H9c2 (Yang et al.,

2013) byla ukazana aktivace apoptdzy spojena s aktivitou kaspazy-9, ktera odpovida
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I praci Gu et al., 2014, kde béhem nadbytku zeleza dochazelo nejen ke zvysSeni hladiny
kaspazy-9, ale i adaprotového proteinu Apaf-1, ktery je dilezity praveé pro aktivaci vnitini
drahy. Zadny ze zminénych autorti nepopsal aktivaci exekuéni kaspazy-6 a kaspazy-7,

které¢ jsme pozorovali v nasich experimentech.

5.4.1.1 Aktivace kaspazy-2 béhem akutniho nadbytku Zeleza

Poprvé se nam povedlo ukézat aktivaci kaspazy-2 Vv reakci na nadbytek zeleza
(obr. 4.7). Jak u bunécné linie HEP-G2, tak linie NES2Y dochazelo jiz 12 hodin po
osetieni 15 mM citratem zelezitym ke znacnému poklesu hladiny celé formy kaspazy-2
Vv Case. Zaroven jsme pozorovali zvyseni hladiny $tépu oproti kontrole. Stejné jako nékteré
ostatni kaspazy, je kaspaza-2 spojena s procesem iniciace apoptozy. Ta navic muze byt
oddé€lena od vnitini i vn&jsi drahy a nezavisla na aktivit¢ proteinu p53, jako tomu je
naptiklad pti poskozeni DNA vy radiaci, kdy neni aktivni CHK1 (checkpoint kinase 1) (Sidi
et al., 2008).

Znamou signalni drahou, kterou kaspaza-2 aktivuje vnitini drahu apoptozy, je
sestaveni PIDDozomu, aktivace proteinu Bid a Bax a uvolnéni cytochromu c
z mezimembranového prostoru mitochodnrii (Ho et al., 2008). Svou ulohu hraje kaspaza-2
také v regulaci bunéného cyklu a opravach DNA pomoci NHEJ (non homologou end
joining) (Vakifahmetoglu-Norberg and Zhivotovsky, 2010). Pasobeni kaspazy-2 v naSem
naSem modelu vsSak pravdépodobné zahrnuje jeji aktivaci pfitomnosti reaktivnich
oxidativnich radikali (ROS). Aktivace kaspazy-2 byla pozorovana napf. u nervovych
kmenovych bunék po indukci tvorby ROS pomoci DMNQ (2,3-dimethoxy-1,4-
naphthiquinon) (Tamm et al., 2008), nebo po indukci ROS u neuroblastomu pomoci
t-BOOH (tert-butylhydroperoxide) (Amoroso et al., 2002). V jiné praci byla pozorovana
aktivace kaspazy-2 po indukci tvorby ROS uvnitt buriky, kde aktivovana kaspaza-2 vedla
k aktivaci kaspazy-3 (Kim et al., 2012). Pomoci siRNA tato skupina navic ukazala, ze pro
indukci apoptozy je dilezita pravé aktivace kaspazy-2 a nasledné kaspazy-3 oproti aktivité
kaspazy-8 a kaspazy-9 (Kim et al., 2012). Nase vlastni experimenty s inhibici exprese
kaspazy-2 pomoci siRNA vSak byly nekonzistentni (data neukézana).

Pii testovani aktivace kaspaz u bunétné linie NES2Y po osetfeni bunék 10 mM
citratem Zelezitym, na rozdil od nami bé€zné pouzivaného 15 mM citratu, jsme béhem 36
hodin nedetekovali zadné stépy exekucnich kaspaz. Ovsem jiz ve 12 hodinach po aplikaci
10 mM citratu zelezitého dochazelo k vyraznému sniZeni hladiny celé formy kaspazy-2

(data neukdzéana). Ve spojeni stim, ze pii oSetfeni bun€k 15 mM citratem zelezitym
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dochazi k vyrazné fosforylaci p-elF2a pozdéji nez k aktivaci kaspaz, a tedy i moznému
zastaveni translace, usuzujeme, ze kaspaza-2 muize byt divodem aktivace apoptozy
u bunék osetfenych vysokymi koncentracemi Zeleza.

Na zaklad¢ vyse zminénych studii a naSeho pozorovani piredpokladame, ze kaspéaza-2
je aktivovana ROS vznikajicimi intracelularn¢ v duisledku nadbytku Zeleza a jeji aktivita se

podili na snizeni Zivotaschopnosti takto poskozenych bunck.

5.4.2 VIiv dlouhodobé zvySenych davek Zeleza na aktivaci kaspaz

Snizena schopnost bunék dlouhodobé proliferovat v nadbytku zeleza mutze byt
zapii¢inéna piitomnosti aktivovanych kaspaz. Stépy exekuéni kaspazy-3, kaspazy-6
i kaspazy-7 jsme v buiikach detekovali jiz po jednom mésici dlouhodobé kultivace (obr.
4.15). Hladina $tépa kaspaz korespondovala s rostouci koncentraci citratu Zelezitého. Je

.....

kaspazy-8 nebo -9 (obr. 4.14).

5.4.2.1 Aktivace kaspazy-2 béhem dlouhodobého nadbytku Zeleza

(obr. 4.14 A). Jeji $tép se objevoval jiz po prvnim mésici dlouhodobé kultivace bunék
v nadbytku Zeleza u bunécné linie HEP-G2. U bunécéné linie NES2Y se ndm V piipadé
dlouhodobé kultivace bunék v médiu s nadbytkem zeleza nepodatilo Stép kaspazy-2
detekovat. Mozna role kaspazy-2 V aktivaci apoptozy je diskutovana vySe v kapitole

5.4.1.1. Nami pozorované zvysené hladiny $t€penych forem exekuénich kaspaz -3, -6 a -7

.....

.....

podporuji nami predpokladanou roli kaspazy-2 v aktivaci apoptdézy béhem pulsobeni
nadbytku Zeleza na bunééné linie. Stépeni kaspazy-2 béhem dlouhodobého prisobeni
nadbytku Zeleza (chronicky efekt) na testované bunécné linie bylo stejné jako v pfipadé
kratkodobé kultivace ve vysokém nadbytku Zeleza (akutni efekt) pozorovano poprvé.

Na zéklad¢ naSich vysledkli pfedpokladame, ze ptitomnost aktivovanych kaspaz u
pacientl s chronickym nadbytkem Zeleza mtize byt vysvétlenim, pro¢ u téchto pacient
Casto dochazi naptiklad k histologickym zméndm jater, jako je rozvoj parenchymadlni
sider6zy (Ozgiiner and Sayin, 2002), jaterni cirhozy (Lisboa, 1971), nebo ke vzniku

diabetes mellitus (Swaminathan et al., 2007).
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6 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo pfispét k objasnéni molekuldrnich mechanismt
vedoucich k bunéénému poskozeni a nasledné bunécné smrti v disledku plsobeni
nadbytku Zeleza u vybranych bunéénych linii. Jako model jsme pouzili bunky linie
HEP-G2 reprezentujici lidské hepatocyty a bunky linie NES2Y reprezentujici lidské
pankreatické beta bunky, které predstavuji bunééné typy nejcastéji poskozované

nadmérnou akumulaci zeleza.

[1] Pro studium akutniho 1 dlouhodobého ptlisobeni nadbytku zeleza se nam podatilo
vytvotit vhodné bunééné modely odpovidajici obéma témto stavim. Pro studium akutniho
vlivu vysokych hladin Zeleza na pouzité bunécné linie jsme pouzili takové koncentrace
citratu zelezitého v médiu, které pti kratkodobé kultivaci vedly ke sniZeni mnozstvi bunék
pod inokulum v fadu desitek hodin, tj. 15 mM citrat Zelezity v médiu. Ke studiu efektu
chronického nadbytku zeleza jsme vytvofili model dlouhodobé kultivovanych bunck
v médiu s nadbytkem citratu zelezitého, jehoz koncentrace odpovidaji hodnotam zeleza
bézné nameéfitelnych v plasmé u pacientii s diagnostikovanym dlouhodobym nadbytkem

zeleza, tj. 50 uM a 100 puM citrat Zelezity v médiu.

[2] Na zéklad¢ analyzy hladin proteinti ucastnicich se homeostaze zeleza jsme
potvrdili, Ze buiiky nami testovanych bunéc¢nych linii vykazuji znamky pftetizeni zelezem
ato jak v pfipad¢é kratkodobé, tak dlouhodobé kultivace bunék v médiich s nadbytkem
zeleza. U obou bunéénych linii jsme po kratkodobé i dlouhodobé kultivaci bunék
v meédiich s nadbytkem Zeleza detekovali zvySujici se hladiny vazebného proteinu ferritinu,
reagujici na zvySujici se intracelularni hladiny Zeleza. Bunky zaroven reagovali na vysoké
hladiny citratu Zelezitého v médiu sniZzenou expresi importérd kationtt Zeleza ve snaze
sniZit piijjem Zzeleza pifes plasmatickou membranu. V zdvislosti na bunéném typu
pravdépodobné dochédzeloi k vy$§imu exportu iontl Zeleza z buiiky prostfednictvim

exportéru ferroportinu.

[3] Zjistili jsme, Ze kratkodoba kultivace bun€k obou vybranych linii v médiu s 15 mM
citritem zelezitym vede ke stresu endoplasmatického retikula v bunikach. Ke zméndm
exprese markerd stresu endoplasmatického retikula na proteinové urovni dochazelo jiz po
12 hodinach od aplikace nadbytku Zeleza. V piipadé¢ dlouhodobé kultivace bunck

vnadbytku zeleza byly zmény v hladindch proteinovych markerd  stresu
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endoplasmatického retikula minimalni ¢i nami nedetekované u obou bunéénych linii. Ke
stresu endoplasmatického retikula dochazelo pravdépodobné v dusledku oxidativniho
stresu vyvolaného zvySenou piitomnosti volnych iontl Zeleza v bunce. Znamky
oxidativniho stresu v buiikach obou linii se nam podafilo prokdzat pouze u v piipadé
akutniho pretizeni bun¢k Zelezem. V ptipad¢ dlouhodobé kultivace bunék v pfitomnosti
nadbytku Zeleza se zmény hladin ndmi testovanych markerii oxidativniho stresu nepodatilo
jednoznaéné prokazat. V piipadé akutniho pietiZzeni bunék Zelezem jsme u obou linii navic
zaznamenali pfitomnost autofagie. Pravdépodobné se jednalo o shahu bunék odstranit

poskozené bunécné kompartmenty a snizit tak dopad toxicity zeleza uvniti buiiky.

[4] U obou buné&énych linii se ndm v dusledku pfetizeni zelezem podafilo prokazat
bunécénou smrt apoptdzou. Builky obou bunéénych linii reagovali na kratkodoby nadbytek
kaspazy-8 a absenci aktivované kaspazy-9 predpokladame, Ze pii poSkozeni bunék
zelezem, dochazi k aktivaci apoptozy pravdépodobné vnéjsi drahou. Z exekucnich kaspaz
byly aktivovany kaspaza-3, -6 a -7. Stépy exekuéni kaspazy-3, kaspazy-6 i kaspazy-7 jsme
detekovali i v bunikach dlouhodobé kultivovanych v médiu s nadbytkem Zeleza a to jiz po
jednom mésici kultivace. Pritomnost aktivovanych exekucnich kaspaz je pravdépodobné
divodem snizené schopnosti bunék dlouhodobé proliferovat v nadbytku zeleza. Déle jsme
v ptipad¢ kratkodobého i1 dlouhodobého plisobeni nadbytku Zeleza jako prvni detekovali
Stép kaspazy-2. Jeji role v indukei apoptozy v disledku plisobeni vysokych davek Zeleza

bude pfedmétem nasich dalSich studii.

Na vytvofenych bunéénych modelech akutniho i1 chronického efektu nadbytku
zeleza jsme ukazali, Ze po vystaveni bunék zvySenym koncentracim zeleza v médiu
dochdazi v ptipadé obou bunécnych linii k aktivaci kaspaz a tedy bunéné smrti apoptézou.
Na rozdil od chronického pisobeni nadbytku zeleza na buiiky vybranych linii jsme
U bunééného modelu akutniho efektu vysokych davek Zzeleza jednoznaéné pozorovali
probihajici oxidativni stres a stres endoplasmatického retikula, ktery muze byt jednim
Z procesu prispivajicim ke smrti bunék.

V budoucnu se na vytvorenych bunécnych modelech budeme hloubé&ji zabyvat roli
kaspazy-2 v procesech poskozeni bunék a tkani v dusledku nadbytku Zeleza, prohloubenim
znalosti o nalezenych drahach, ptedev§im vnitini drahou aktivace apoptdzy, a dalSimi

procesy, které se mohou poskozeni a smrti bun¢k v disledku nadbytku zeleza i¢astnit.
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