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Roviditések jegyzéke

AT1AT: alfa-1 antitripszin

ACD: Anemia of Chronic Disease

Al: Anemia of inflammation

ATCUN: amino terminal Cu(II)-Ni(II)-binding motif
BMP: Bone morphogenetic protein

BMPRE: Bone morphogenetic protein response element
C/EBPa: CCAAT- enhancer binding protein o

CCLR: Cell Culture Lysis Reagent

CD: Cirkularis Dikroizmus

CDMP1/Gdf5: Cartilage-derived morphogenetic protein 1
CTCK: kloramfenikol-tetraciklin-carbenicillin-kanamicin
CTKXi: kloramfenikol-tetraciklin-kanamicin-X-gal-B-galaktozidaz inhibitor
DCC: deleted in colorectal cancer

DCYTB: duodenalis citokrom b

DMT1: divalens metal transzporter 1

DSS: disuccinimidil-szuberat

EMSA: electrophoretic mobility shift assay

EPO: eritropoetin

EPOR: eritropoetin receptor

ESCRT: Endosomal Sorting Complex Required for Transport
FBS: fetal bovine serum

FGF-2: fibroblaszt ndvekedési faktor 2

FP: ferroportin

GAPDH: glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz

GDF15: erythroid factor growth differentiation factor 15
GPI: glikozil-foszfatidilinozitol

GST: glutation S-transzferaz

HAMP: Hepcidin antimikrobidlis peptid

HBD: hepcidin binding domain

HFE: human hemokromatozis fehérje

HIF1a: Hypoxia inducible factor 1 a



HJV: hemojuvelin

HNF1: Hepatocyte-enriched trans-activator 1

HRE: Hypoxia response element

IL-6: Interleukin-6

INFy: Interferon vy

IPTG: isopropyl-thio-p-D-galactoside

IRIDA: Iron-Refractory Iron Deficiency Anemia
IRP: Iron Regulatory Protein

Jak2: Janus Kinaz 2

LAR: Luciferase Assay Reagent

LB agar plate: Luria-Bertani agar plate

LEAP-1: liver-expressed antimicrobial peptide

LPS: lipopoliszacharid

MALDI TOF: Matrix Assisted Laser Desorption lonisation Time Of Flight
MIF: macrophage migration inhibitory factor

MRE: Metal Response Element

MTF-1: MRE-binding transcription factor-1

NE: nuklearis extrakt

NF«B: nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
NLS: Nuklearis lokalizacios szignal

NMR: Nuclear magnetic resonance

NTBI: nem-transzferrin kotott vas

Oct4: Octamer-4, homeodomén transzkripcios faktor
ONPG: O-Nitrophenyl-B-D-galactopyranoside

Pax6: Paired Box Gene 6 protein

PBS: Foszfat pufferolt sooldat

pBT: Bait, ,,csali” vektor

PSSM: Position-Specific Scoring Matrix

pTRG: Target, ,,cél” vektor

SDS: natrium-dodecil-szulfat

sHJV: szolubilis hemojuvelin

SMAD7: Mothers against decapentaplegic homolog 7
STAT3: Signal transducer and activator of transcription 3

SVM: Support Vector Machine



Tf: Transzferrin

TFA: trifluor-ecetsav

TfR: Transzferrin receptor

TGF-B: Transforming Growth Factor-3
TMPRSS6: Transmembrane protease, serine 6
TNFa: Tumor Nekrozis Faktor a

TWSG1: Twisted Gastrulation cytokine

VVT: vorosvértest

X-gal: 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-galactopyranoside



1. Bevezetés

1.1. A vasanyagcsere

Az emberi szervezet atlagosan 4-5 g vasat tartalmaz. A vas legnagyobb hanyada,
2,5 g, hemoglobinhoz asszociadlédva fordul el6 a keringd vorosvértestekben. A vas
felszivodasa a duodenumban torténik, ahol az enterocitdk mind a szervetlen vasat, mind
pedig a hem vasat képesek felvenni. A napi elfogyasztott tdplalékmennyiség atlagosan 10-
20 mg vasat tartalmaz, melybdl minddssze 1-2 mg szivodik fel. Ez a mennyiség azonban
fedezi a napi vas veszteséget, sziikség esetén (fokozott hemolizis, vérveszteség) pedig a

felszivodas mértéke jelentdsen megnovekedhet [1]. (1. abra).

Taplalekkal felvett vas

1-2 mginap O
Virdsvertestek
- / \
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Maj

1. abra. Az eml6sok vasanyagcseréje [2]. A gericesek vas homeosztazisahoz a plazmaba vasat

exportal6 szévetek és vasat felhasznald szdvetek és sejtek kdzotti koordinacié szilkséges.

A plazmaban a vas a transzferrinhez kototten kering. A transzferrin két nagy
affinitdsu ferri (Felll) vas kotohellyel rendelkezik. Normal korilmények kozott a
transzferrin (Tf) szaturacidé 30% koril mozog. A transzferrin altal szallitott vasat a sejt a

transzferrin receptor (TfR) segitségével veszi fel. A transzferrin receptornak 2 tipusa



ismert (TfR1 és 2), melyeket két kiilonboz6 gén kodol. A TfR1 altalanos eléfordulasu,
mig a TfR2 a hepatocitdk sejtmembranjaban helyezkedik el, és vasérzékeloként mikodik.
Vastultelitettség esetén a transzferrin szaturacié emelkedik és a nem-Tf-hez kotott vas
(NTBI) is megjelenik a keringésben. A ,,szabad” vas behatol a szovetekbe (foként a maj
¢s a sziv szdveteibe), ahol a felhalmozddasa kovetkeztében oxidativ stresszt €s szoveti
karosodast okoz [3].

A maj a szervezetiink legnagyobb vasraktara. A m4jsejtek a vasat eltérd
formakban képesek felvenni: Tf-kotott vas, nem Tf-hez kotott vas, hem és hemoglobin
formajaban. A hepatocitdkon beliil a vas a ferritinhez kotodik, és sziikség esetén konnyen
mobilizalodik. A szeneszcens  vorOsvértesteket  (vvt) lebontdé  makrofagok
(eritrofagocitdzis) szintén tobb forméban képesek felvenni a vasat (hemoglobin-
haptoglobin komplex, szabad hemoglobin, hem-hemopexin komplex, szabad hem), és
ferritinhez, vagy hemosziderinhez kototten raktarozzak. Az eritrofagocitdzis soran a vvt-
kbol az eritro-fagolizoszoémakban felszabadulé hemoglobin degradalodik, majd a
szabadda valo hemet a hem-oxigenaz lebontja. A keletkezd ferro vasat a makrofag vagy
elraktarozza, vagy a ferroportin (IREG1/MPT1) nevii vasexporteren keresztiil a plazmaba
transzportalja. A vas plazmaba torténd recirkularizacidjdhoz és transzferrinhez torténd
kotodéséhez a ferrovasnak oxidalodnia kell ferrivassa, mely folyamatot a coruloplazmin
(Cu-dependens ferroxidaz) katalizal (2. abra). Normal koriilmények kozott a vérplazma
vastartalma relative allando, annak ellenére, hogy a vassziikséglet napi ingadozast mutat
[4].

Az eritropoezishez naponta 25-30 mg vasra van sziikség, amelynek nagyobb része
az elhalt, ¢s a makrofagokban lebontott vordsvértestekbol szarmazik. A csontveloben
foly6 eritropoezis szabdlyozdsa a vese altal termelt eritropoetin mennyiségétol és a
plazma vasszintjétdl fligg. Az eritroid specifikus gének szabalyozéasa transzkripcids és
poszttranszkripcios szinten torténik, fenntartva a hem és a globin lancok termelddése
kozotti egyensulyt [5].

A TfR1 receptoron keresztiil felvett Fe-Tf az endoszémdakba keriil (receptor
medialta endocitozis), majd a savas kozeg hatdsara levalik a szallitofehérjérdl és
ferrovassa redukalodik. A redukciot kovetéen az endoszéma membranjaban 1évo
DMT1/Nramp2 (divalens metal transzporter 1) izoformak a citoplazméba juttatjak a vasat
[6] (2. abra).

A DMT]1 a duodenalis enterocitdk apikalis membranjaban helyezkedik el és a vas

felvételért felelés. Mivel a vasat a DMT1 csak Fell formaban képes felvenni, ezért a



taplalékkal bejutott Felll ionokat eldszor a duodendlis citokrom b (DCYTB) Fell-vé
redukélja. Ezt kovetden az enterocitdba jutott vasat a szervezet az igényeknek
megfelelden raktarozza, vagy a ferroportin vasexporteren keresztiil a véraramba juttatja. A
ferroportinon keresztiil kijutott Fell ionokat a hephaestin oxidalja a transzferrin szdmara
felvehetd Felll ionokka [7] (2. abra). A DMT1 szerepe kett6s: az enterocitak vasfelvétele
mellett ez a fehérje végzi az eritrocitak endoszomaibdl a citoplazmaba torténd
vasszallitast is. Hidnyaban a Fe-Tf-rol levalo vasat az eritrocitdk az endoszémakbol nem
képesek a citoszolba juttatni és a vas nem tud a hemoglobinba épiilni. A DMT1 génben
bekovetkez6 mutaciok ritka, recessziv 6roklédési hipokrém, mikrocitds anémiat okoznak
[8].

Az eritroid sejtekben a vas tilnyomo tobbsége a mitokondriumokba vandorol. A
vas transzportjat a mitokondridlis membranokon keresztil a mitokondrium belsé
membranjdban expresszalodd hordozé fehérje, a mitoferrin végzi. A mitokondriumban a
vas a protopofirin IX-be épiil, vagy a vas-kén komplexek szintézisére forditodik. A

vasraktarozas feladatat a mitokondriumban a mitoferritin latja el [9].

Enterocita

@ Vorosvértestek

Tf-Fe3+

Hepatocita

Ceruloplasmin

O

Transferrin

Transferrin

2. abra. A szervezet vas homeosztazisanak fenntartasaban részt vevé sejtek [10]. Az
enterocitak, makrofagok és a majsejtek mas-mas forrasbdl jutnak a vashoz. A vas felvétele a
kilénb6zé sejttipusokban a DMT1 illetve a transzferrin receptorokon keresztil térténik. A nem-
transzferrinhez kotétt vas (NTBI) felvétele a sejtekbe eddig még nem tisztazott. Egyik lehetséges
Utja a Zip14 receptoron keresztili felvétel, mely receptor a cinket és az NTBI-t is képes a
majsejtekbe transzportalni. A vas ionok keringésbe juttatasaban minden esetben a ferroportin

vasexporter jatszik szerepet.
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1.2. A hepcidin, a vasanyagcserét szabalyozé hormon

A vas homeosztazist szabalyozé hormont, a hepcidint 2000 6ta ismerjiik [11].
Felfedezését kdvetden a termelddés helye és antimikrobidlis hatdsa miatt LEAP-1 (liver-
expressed antimicrobial peptide) elnevezést kapta, melyet késébb ugyanezen
tulajdonsagai révén a hepcidin (Hepatic bacteriocidal protein) elnevezésre modositottak
[12]. A human hepcidin 25 aminosavbdl 4ll6 peptid, mely féként a majban termelddik, de
kimutattdk a vesébdl, a szivbdl, a tiidobdl, a duodenumbol, nyirokcsomdkbol, az agybol
valamint munkacsoportunk kimutatta nyalmirigyekbdl is [11]. A hepcidint kodolo gén
(HAMP-Hepcidin antimicrobial peptide) 3 exonbol all, melyek expresszidja soran egy 84
aminosav hosszisagu preproprotein képzddik. A preproproteinen egy 24 aminosavbol 4llo
szignal szekvencia talalhatd, mely az endoplazmas retikulumba irdnyitja a fehérjét [13]. A
szignal szekvencia lehasaddsa utdn egy 60 aminosavas propeptid képzddik, melynek érett
formava torténd atalakulasa a Golgi-komplexben kovetkezik be [14]. A funkcionalisan
aktiv peptid kialakitasat egy a prohormon konvertdzok csaladjaba tartozé szerin peptidaz
enzim, a furin végzi (3. abra), melynek konszenzus cél szekvencidja: R(X/R/K)(X/R/K)R
[15-16]. A ma4jsejtekbél mind az érett, mind pedig a prohepcidin szekretdlodik és
kimutathaté a szérumbol [17].

A mgj altal termelt hepcidint human vizeletbdl valamint vérbdl izolaltak és el0szor
antimikrobialis hatdsat irtak le. A vizeletbdl az érett hepcidin N-terminélisardl 5 illetve 3
aminosav lehasaddsa utan 20 és 22 aminosav hosszsagi hepcidin mutathat6 ki [12],

melyek antimikrobialis hatasa ismert [11, 18].

‘MALSSQIWAACLLLLLLLASLTS|GSVFPQQTG QLAELQFPQDRAGARASWMPMFQRRRRR DTHFP\iIF( ;CG@CHRSK; RE ; CLKT

Szignal szekvencia | |
‘ Hep-25 |

Hep-84

3. abra. A preprohepcidin érési folyamatanak és szerkezetének sematikus abraja. Az els6 24
aminosav szignal szekvenciaként mikdodik, melynek lehasaddsa utan hepcidin prohormon
keletkezik. A peptidet a furin hasitja végleges, érett formava. Ez utobbi tovabb hasadhat 22 ill 20
AA hosszusagura. A nyilak a hasitasi helyeket jelzik, melynek sordn a 25, 22 illetve 20

aminosavas hepcidin alakul ki.
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A human érett hepcidin szekvencia analizise soran kideriilt, hogy nagy
szazalékban tartalmaz cisztein aminosavakat. MALDI TOF tomegspektrometrias
vizsgalattal és kémiai analizissel kimutattak, hogy a fehérjében talalhato 8 cisztein négy
diszulfid-hidat alkot [11]. A hepcidin szerkezetét eldszor standard kétdimenziés H-NMR
spektroszkopiaval hatdroztdk meg. A molekuldban a négy diszulfid-hid stabilizélja az
antiparallel lefutasti B-lemezt tartalmazo hajtliszerti szerkezetet (4. abra). A peptidben
talalhatd egy szokatlan vicindlis diszulfid-hid, mely a 13. és 14. cisztein kozott a
hajtiikanyarban helyezkedik el. Ennek a diszulfid-hidnak nagy jelentdséget tulajdonitanak
a hepcidin szerkezetének kialakitasaban és funkcidjanak betoltésében. Az amfipatikus
(asszimetrikusan polaris) struktira Osszetartasaban a nyolc ciszteinbdl hat vesz részt,
intramolekularis  diszulfid-hidakat  képezve [19]. Haromdimenzios =~ NMR
spektroszkopiaval és cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkopidval szintén kimutattak a
B-lemez ¢és a hajtiikanyar jelenlétét a molekuldban [20-21]. A hepcidin stabil
szerkezetének fenntartasaban a diszulfid-kotéseken kiviil hidrogén-hidak is részt vesznek

[22].

“
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4. bra. A hepcidin két legvaldsziniibb konformacidja [22]. A folytonos vonalak a négy diszulfid-

hidat jeldlik, a szaggatott vonalak a hidrogén-hidakat elhelyezkedését mutatjak.
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A hepcidin nagyfoku szerkezeti hasonlosagot mutat egyes antimikrobialis
peptidekkel - a defenzinekkel -, melyek szintén ciszteinben gazdag, 3- 4 intramolekularis
diszulfid-hidat tartalmazé és hajtliszerli a szerkezetet mutaté molekulak [23]. Mig az
antimikrobialis peptidek nagymértékii fajok kozotti varidcidt mutatnak, a hepcidin
szekvenciaja erdsen konzervalt: a zebrahal (Danio rerio) hepcidinje példaul 60%-os
hasonlésagot mutat a human hepcidinnel [24].

A hepcidin fokozott expresszidja a vér vasszintjének csokkenését idézi eld azaltal,
hogy gatolja a vas duodenumbdl torténd felszivodasat és a makrofagokbol torténd
recirkularizaciojat [25]. A hepcidin a kiillonbozé sejttipusokon kifejtett hatdsat azonos
mechanizmussal hozza 1étre. A hepcidin a receptorahoz, a ferroportinhoz kotodik,
melyhez a hepcidin N-terminélisan taldlhaté 6t aminosav (DTHFP) megléte alapvetd
fontossagu [20]. A ferroportint a FPNI gén kddolja, melynek 5° végén IRE (Iron
(IRP-Iron Regulatory Protein) kontrollaljak [26]. A ferroportin egy 12 transzmembran
doménnel rendelkezd vasexporter fehérje [27], megtalalhatd az enterocitdk, a
makrofagok, a hepatocitdk és a placenta sejtek felszinén (5. abra). Szerepe a vas
vérplazmaba torténd exportjdban van [28].

[29]. A duodenalis enterocitdk bazolaterdlis membranjan a hepcidin, a ferroportinon
keresztiil szabalyozza a sejt felszivott vastartalmanak a vérbe jutasat, valamint a 1ép
makrofagjainak lizoszOmaiban reguldlja a vordsvértestek lebontasabol szarmazd vas
recirkularizaciojat [30]. Auriac és munkatarsai kimutattdk, hogy a ferroportin a
makrofagok membranjaban lipid tutajokban (raftokban) helyezkedik el. A lipid tutajokban
1évé ferroportin mennyisége vastultelitettség esetén megndvekszik, a lipid tutajok
degradalasakor pedig a hepcidin internalizdld hatdsa kevésbé érvényesiil a makrofag
ferroportinon. Tehat a lipid tutajok jelenléte a makrofadgok membranjaban befolyasolja a

hepcidin aktivitasat [31].
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5. 4bra. A ferroportin szerkezeti diagramja a 12 transzmembran doménnel [27]. A HBD (hepcidin
binding domain) a hepcidin kétédési helyét mutatja a vasexporter fehérje 324 és 343. aminosava
kozotti extracellularis hurkan. A G80S, N144X, Q182H, C326X és S338R helyek a ferroportin

ismert hepcidin rezisztenciaval jaré6 mutacidit jeldlik. A Y302, Y303 valamint a K253 szammal jeldlt

A hepcidin a ferroportinhoz a 324-343 aminosavak kozotti extracellularis
hurokhoz kotddik [27]. Ezt kdvetden a receptor a Janus kinaz 2-hoz (Jak2) kapcsolodik,
mely autofoszforilaciot kovetden foszforilalja a ferroportint a VI. és VII. transzmembran
domén kozott elhelyezkedd citoszolikus hurok két egymaés mellett elhelyezkedd tirozin
aminosavan (302-303 AA) [32]. A két tirozin a membranhoz kozel helyezkedik el, a
hepcidin kotdhelyétdl a VII. transzmembran domén valasztja el. A ferroportinban a tirozin
aminosavaknal bekdvetkezd egyes mutaciok esetén (Y302, Y303), illetve az evolucidosan
konzervalt hepcidin kotohelynél bekdvetkezd mutacioknal (C326X, S338R), a hepcidin
nem tud a receptorahoz kotddni, illetve a kotddést kdvetden a ferroportin foszforilacidja
nem kovetkezik be, ami mindkét esetben a ferroportin internalizacidjanak elmaradasat
okozza [33] (6. abra).

A ferroportin allando jelenléte a sejtfelszinen alacsony hepcidin szintet okoz, mely
a klasszikus 6roklott hemokromatézis egyik tiinete [34]. A ferroportinban bekovetkezd
mas tipusi mutacidk defektiv vasexportot okoznak, tobbnyire azért, mert a mutdns
ferroportin megvaltozott szerkezete miatt nem tud megfelelden a membranba 4gyazddni

[35], ezaltal nem képes funkcigjat ellatni. Tehat egyes hemokromatdzisos esetekben a
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ferroportin mutéacidja kovetkeztében nem tudja a hepcidin a hatésat kifejteni (IV-es tipusa

hemokromatozis) [36].
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6. abra. A hepcidin-medialta ferroportin internalizacié [2]. A hepcidin ferroportinhoz valé kétédése
kovetkeztében a Jak2 autofoszforilalédik, majd foszforilalja a ferroportint a 302. és 303. tirozin
aminosavaknal. Ezt kdvetéen a ferroportin a hozza koététt hepcidinnel egyitt klatrin-burkolt
vezikulumba kerll. Az ubikvitinacid a korai endoszémaban kodvetkezik be. Ezt kdvetben a
ferroportin multivezikularis testekbe kerll, mely lizoszomaval fuzionalédik, ahol a fehérje

degradalodik.

A sejten beliili vas a vasanyagcserében részt vevd Osszes sejtben (makrofagok,
hepatocitak, duodenalis enterocitak) kifejezodd ferroportin molekuldk részvételével keriil
aranyos, amelyet nagy részben a ferroportin keringd ligandja, az érett hepcidin szintje
hataroz meg. A ferroportin eltlinése a sejtekrdl csokkenti a sejtekbdl a plazméba torténd
vaskidramlast [37]. A plazmaba és a csontveldbe irdnyuld vasaramlas kozponti
szabalyoz6 molekulaja a hepcidin, amely biztositja, hogy elegendé mennyiségili vas alljon

rendelkezésre a vérképzéshez, tehat a hepcidin szint felelés a plazma

crer
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A hepcidin szintézis a plazma emelkedett vaskoncentracioja, illetve a telitett
szoveti vasraktarak hatdsara fokozodik, ennek kovetkeztében a hepcidin, mind a
makrofagokbol, mind a duodenum bélhamsejtjeibdl csokkenti a vaskidramlést a plazmaba
[39]. Ez a feedback mechanizmus a plazma vasszintjét viszonylag alland6 szinten tatja és
megakadalyozza a thlzott vasfelszivodast és szoveti lerakddast. A folyamat pontos
hatdsmechanizmusa még nem ismert [40].

Az érett hepcidin N-terminalisan talalhaté ATCUN (amino terminal Cu(II)-Ni(II)-
binding Motif) motivum lehetévé teszi a Cull, Nill és Znll ionok megkdtését, ugyanakkor
sem ferri(Felll)- sem pedig ferro(Fell)-vas nem képes komplexet képezni a hepcidinnel
[41-42]. Tovabbi kisérletek azonban kimutattdk, hogy a hepcidin a ciszteinek kén atomjan
keresztiil ugyan képes ferrivassal komplexet képezni [43], azonban ennek pontos
funkcidja még nem tisztazott. Szakirodalmi adatok alapjan elképzelhetd, hogy a komplex-
képzddés a hepcidin érésének folyamatiban jatszik szerepet. A hipotézis szerint a furin
csak akkor képes a hasitasi helyet felismerni a prohepcidinen, ha a peptid ferrivasat kot. A
ferrivas kotddésének kovetkeztében a prohepcidin konformacios valtozason esik at, és a
furin hasitasi hely hozzaférhetdvé valik a konvertaz enzim szdmara [44].

Habér a hepcidin-vas komplex kialakulasa vitatott kérdés, Truksa és munkatérsai
kimutattak, hogy a hepcidin promoéterének a transzlacids iniciacids ponttdl szdmolva az
1,6 kbp ¢és 1,8 kbp kozotti szakasza esszencidlis a vasszint valtozasaira adott valaszhoz
[45], ugyanakkor a -260 bp-tdl az 1,6 kbp-ig tarté promoter szakasz nem vesz részt ebben
a folyamatban. A hepcidin promoéterén egy olyan MRE (Metal Response Element) régio
jelenlétét is leirtak [46], mely nem kozvetleniil érzékeli a fém ionok mennyiségét, hanem
az MTF-1 (MRE-binding transcription factor-1) transzkripcids faktor altal szabalyozza a

hepcidin expresszidjat, ezaltal a szervezet vas homeosztazisat.

1.3. A hepcidin expresszidjanak szabalyozasa

A hepcidin szabélyozésa alapvetéen négy utvonalon torténik (7. abra): ez a
vastelitettség, hipoxia, gyulladas és az eritropoezis [47]. A folyamatok egyes szabalyoz6
faktorai még nem ismertek, vagy pontos szerepiik még nem tisztazott. A vas- transzferrin
(Fe-Tf) szerepe alapvetd jelentoségii a hepcidin anyagcsere szabalyozasaban [48]. A vas-
transzferrinre adott hepcidin vélasz a hemojuvelin (HJV) és a csont morfogén fehérje 2/4

(Bone morphogenetic protein-BMP) mechanizmuson alapul [49].
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A vas érzékelése a transzferrin receptor 2-n (TfR2) és a human hemokromatodzis
fehérje (HFE)/transzferrin receptor 1 (TfR1) rendszeren keresztiil torténik [50]. A két
vasérzékeld, a TfR1/HFE és a TfR2 egyiittmiikodnek, ugyanakkor a TfR2 a TfR1-gyel
verseng a HFE kotéséért. A HFE-r6l kimutattak, hogy kapcsolatba 1ép a TfR1-gyel, de
kilép a komplexbél, amikor az Fe-Tf a TfR1-hez kapcsolédik [51]. Igy a felszabaduld
HFE mennyisége a Fe-Tf koncentracioval aranyos. A TfR2 a HFE megkotése utan az
Erk1/2-t aktivalja, majd valdszinlileg a HIV/BMP/SMAD jelatviteli tvonalra hatva
pozitivan szabdlyozza a hepcidin expressziojat. A TfR2 talzott expresszidja
megakadalyozza a sHJV elvélasztasat, ezaltal noveli a hepcidin expressziot. A HFE
fehérje a TfR2, valamint a HJV fehérjekomplexet képeznek, melyben a TfR2 eldsegitheti
a HFE fehérje kapcsolodasat. A megnovekedett vasszint hatdsara tobb Fe-Tf keletkezik,
melynek kovetkeztében tobb HFE-TfR2-HJV-BMP komplex jon létre, mely végso soron
aktivalja a BMP jelatvitelt, ezaltal n6 a hepcidin szintje [52].

A furin a prohepcidin posztranszlacids hasitasat végzi, és ez altal alakitja ki a
funkciondlisan aktiv, érett hepcidint. A furin expresszidjanak szabalyozasdban a HFE
fehérje és a TfR2 alapvetd szerepet jatszik. A HFE és a TfR2 mennyiségének
csOkkenésére a furin expresszioja ¢és az Erkl/2 foszforilaci6 csokken, mig
overexpressziojuk hatdsara a holotranszferrinen keresztiil indukalodik mind a furin
atirodasa, mind az Erk1/2 foszforilacioja. Tehat a HFE ¢és a TfR2 a furin szabalyozasan
keresztiil is befolyéasolja a hepcidin szintjét [53].

Forejtnikovd ¢és munkatdrsai kimutattdk, hogy a TfR2 és az EPOR egyiitt
expresszalodik az eritroid progenitor sejtek differencialédasa soran. UT-7 eritroid
leukémia sejtekben a TfR2 és az EPOR az endoplazmas retikulumban asszocialodik és ez
a kapcsolat elengedhetetlen a receptor sejtfelszinre torténd transzportjdhoz. A TfR2-t az
eritropoetin receptor komplex részeként irtdk le, mely sziikséges a megfeleld

eritropoezishez [54].

17



Vas defidencia/Aremia/Hipoxa Va.. telitettseg Gyulladss

sH. f'n-"
Megnovekedett ennhopoe=s 7 |:|

iy ? humrf
EPO ILG
= ?”’*h’“ Mﬁ .
L
I_I‘,"
TMPRSSE Vi lrun b JAK
?
— ERK1 ?
SMAD4 ?
\\\\
CIEEPa }
SMADs SMAD
IIII-IIIXHI*II IIII_TWFXHEJDC
BMPRE
distal proximal BS

7. abra. A hepcidin szabalyozasanak lehetséges utvonalai [55]. A hepcidin expresszidjat
egymassal ellentétes folyamatok befolyasoljak, ezek egylttes hatasa alakitja ki a hepcidin szintet.
Vasdeficiencia esetén a szolubilis hemojuvelin (sHJV) mennyisége megnd, a BMP6 szintje
alacsony, ugyanakkor a membranhoz kétott hemojuvelint degradalja a TMPRSS6 transzmembran
szerin proteaz. Mindezek kdvetkezménye a hepcidin represszidja. A megnovekedett eritropoezis
is hozzajarulhat a hepcidin szintjének csokkenéséhez. Ennek szabalyozasban szamos faktor még
nem ismert, feltételezhetéen a GDF15 negativ regulatora a hepcidin expresszidjanak. Az
eritropoetin (EPO) a receptoran (EPOR) keresztil csokkenti a C/EBPa aktivitast, ugyanakkor a
STAT3 és SMAD utvonalak gatlasa révén csokkenti a gyulladasos és vasszinttel dsszefiiggd
érzékelést. Hipoxia esetén a HRE-hez (Hypoxia response element) két6dé HIF1a, vasdeficiencia
esetén pedig a HFE-hez kapcsol6dd TfR1 képes gatolni a hepcidin expresszidjat. Ha a szérum
vasszintje ndvekszik, a HFE elengedi a TfR1-et és a TfR2-héz kapcsolddik, ezéltal aktivalja az
Erk1/2 dtvonalat, melynek kovetkeztében a hepcidin up-regulalédik. A megndvekedett
holotranszferrin szint mellett a megemelked6 BMP6 és a csb6kkend sHJV mennyisége, a
HJV/SMAD utvonal aktivalédasahoz és a hepcidin expresszié ndvekedéséhez vezet. Gyulladasos
folyamatokban az IL-6 mennyisége megné, ezaltal a JAK/STAT3 utvonalon keresztul aktivalja a
hepcidin atirédasat.

A transzferrin receptor mellett a csont morfogén fehérje (BMP) is alapvetd

jelentségli a hepcidin expresszid szabalyozasaban. A BMP fehérjék a TGF-B
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(Transforming Growth Factor-f) szupercsaladhoz tartoznak, amelyek a proliferacid, a
differencialodas, és az apoptdzis szabalyozdsaban vesznek részt [56]. A BMP fehérjék
koziil a BMP2, 4, 5, 6, 7 és 9 molekuldkrol igazoltak, hogy in vitro ndvelik a méjsejtek
hepcidin expresszidjat [57]-[58]. A BMP fehérjékre adott sejtvalaszt kiillonbozo
koreceptorok is szabalyozzak [59]. Az egyik ilyen vasspecifikus BMP koreceptor a
hemojuvelin (HJV), mely a BMP2/4/6 rendszert stimulalja. A BMP fehérjék koziil a
BMP6 in vivo ndveli a hepcidin expresszidjat, illetve csokkenti a szérum vasszintjét.
Tehat a BMP6 a HIJV ligandjaként, a hepcidin expresszid ¢és a vasmetabolizmus
kulcsfontossagu endogén regulatora [60].

A HIJV két formdja ismert: a glikozil-foszfatidilinozitol (GPI)- horgonyzott
membranforma, amely segiti a BMP jelatvitelt és a hepcidin expressziot, valamint a
keringd, szolubilis forma, mely a BMP jelatvitel antagonistajaként viselkedik [61]. A
szolubilis hemojuvelin a furin enzim altali hasitds révén jon létre, de keletkezhet a
membranforma furin medialt levaldsa Gtjan vagy a furin altal hasitott forma kodzvetlen
expresszio in vitro [63] és in vivo [58] egyarant. A membranhoz kotott és a szolubilis HIV
tehat ellenkezd hatast fejt ki a hepcidin vassszint altali szabalyozasara. A HJV molekula
szerkezetét alapvetéen karositdé mutdciok jelenlétében csaknem teljesen hidnyzik a
hepcidin expresszid [64]. A mutacid klinikai kovetkezménye a juvenilis hemokromatozis,
egy sulyos vas tulterheléssel jardo betegség, mely fenotipusdban nem kiilonbozik a
hepcidin gének hianyabol szdrmazo korformatol [65].

Egy nemrégiben megjelent tanulméany szerint a hepcidin expresszidjanak HJV-en
keresztiil torténd szabalyozasdban a neogenin, a DCC (deleted in colorectal cancer)
fehérje csaladba tartozod szabalyozd fehérje, is részt vesz [66]. A madjsejtekben
expresszalodo neogenin feltehetdleg a szolubilis HIV szekrécidjat szabalyozza, ezéltal a
BMP/SMAD utvonalon keresztiil befolyasolja a hepcidin expresszidjat [67]. Neogenin
deficiens egerekben a szolubilis HIV mennyisége megnd, ezaltal a hepcidin expresszioja
csokken.

A BMP jelatviteli Gt masik szabalyozdja a TMPRSS6 gén altal kodolt matriptaz-2,
mely egy szerin protedz [68]. A matriptaz-2 a membranhoz asszocialt HJV-t elhasitva
gatolja a BMP6/SMAD jelatvitelt, ezaltal gatolja a hepcidin expressziojat [69]. A
TMPRSS6 represszor hatasa alapvetd jelentdségili a vashaztartds fenntartasaban [70]. A
vaspotlo szereknek ellenalld vashianyos anémia (IRIDA- Iron-Refractory Iron Deficiency

Anemia) hatterében a TMPRSS6 gén mutacioi allnak [71]. A mutaciok egy része
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tonkreteszi a szerin protedz domént, melynek kovetkeztében az enzim nem képes
funkciojat ellatni, vagy a strukturalis doménekben valtozast okozva a fehérje-fehérje
interakciok kialakulasat akadalyozza meg. A matriptaz-2 funkcidvesztése kovetkeztében
kovetkeztében nemcsak csokken a vas felszivodasa a vékonybélben, de a makrofagok
ferroportin hianyaban vissza is tartjdk a vasat, ezaltal csokkentve az eritropoezist.
Normalis esetben a hepcidin a talzott vasfelvételtdl védi a szervezetet, az IRIDA-betegek
szervezete azonban, annak ellenére, hogy vashidnytol szenved, til sokat termel ebbdl a
hormonbdl, igy nem képes a vasfelvételre. Mindez magyarazza, hogy az IRIDA-ban
szenvedod betegek miért nem reagalnak a vaspotlasra [73].

A hepcidin eritropoetikus szabalyozd molekuldja pontosan nem ismert, eddig két
eritroid reguldtor fehérje szerepét sikeriilt valdsziniisiteni: a GDF15 (erythroid factor
growth differentiation factor 15) és a TWSG1 (Twisted Gastrulation cytokine). Mindkét
fehérje a BMP2/4/SMAD jelatviteli utvonalat gatolva fejti ki hatasat [74-75]. A GDF15
regulator kozvetleniil érzékeli a szervezet vasellatottsagat [76]. Vashidny hatasara a
GDF15 szintje jelentésen megemelkedik, melynek kovetkeztében a hepcidin expresszidja
csokken.

Mleczko-Sanecka és munkatarsai szerint a GDF15 és TWSGI eritropoetikus
szabalyozé fehérjék mellett a hepcidin negativ szabalyozasdban a SMAD7 transzkripcios
faktornak is alapvetd jelendsége van. Kordbban kimutattdk, hogy a SMAD7 a SMAD4
transzkripcios faktorral egyiitt szabalyozodik és negativ feedback mechanizmussal gatolja
a TGF-B és a BMP jelatvitelt [77-78]. Mindezek mellett a hepcidin aktivator SMAD4 ¢és a
hepcidin szupresszor SMAD7 a hepcidin mRNS szintézisét egymas anatgonistajaként
ugyanazon a promoter szakaszon keresztiil szabalyozza, valamint a SMAD7 a BMP/HIV
utvonalat gatolva csokkenti a hepcidin expressziot [79].

Vashidnyos anémidban, nem megfeleld vérképzéssel jaré orokletes anémidkban
[80], valamint a vérzéshez vagy hemodializishez tarsuld vérszegénység esetén csokkent
hepcidin szint mérhetd [38]. A kialakult vérszegénység szdmos mechanizmussal
okozhatja a csokkent hepcidin termelést, igy az anémia hatasain keresztiil, a mdj hipoxia,
a fokozott eritropoetin termelés (C/EBPa gatlasan keresztiil) [81] és a fokozott csontveldi
eritropoetikus aktivitas utjan, vagy a megnovekedett vasfelhasznalas révén is.

Az eritropoetikus aktivitdsnak kiilonlegesen nagy jelentdésége van a hepcidin
szabalyozasaban olyan vastulterheléssel jar6 anémidkban, mint a B-talasszémidk [82].

Talasszémiaban szenvedd betegek vizeletében a magas szérum és szoveti vaskoncentracid
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ellenére is igen alacsony hepcidin szinteket mértek [83]. Ebben az esetben a
megnovekedett eritropoetikus aktivitas er0sebb jelzést jelent a szervezet szamdara, mint az
emelkedett vaskoncentracié. gy nagymértékdi hepcidin  szupresszi6 fokozott
GDF15 citokin megndvekedett mennyisége felelds, mely az EPO és a TfR2
mennyiségének fliggvényében csokkenti a hepcidin expresszidjat [54]. Huang ¢és
munkatarsai leirtdk, hogy a fokozott eritropoezis a C/EBPo gatlasa mellett az
inflammatodrikus és a vasérzékeld jelatviteli tvonalakat, a STAT3 és SMAD4 ttvonalakat
is gatolja in vivo [84].

Ramos ¢és munkatarsai kimutattak, hogy HFE-KO egerekben a hepcidin szintje
drasztikusan csokken, mikdzben fokozott eritropoezis tapasztalhatd. Ez a tendencia
megfigyelhetd az orokletes hemokromatozisban szenvedd betegek esetében is. A HFE két
modon szabdlyozza az eritropoezist: kontrollalja a hepcidin expressziot, illetve csokkenti
a transzferrin altal kotott vas felvételét az eritroid sejtekbe [85].

Az oxigén altal szabdlyozott génexpresszid legfontosabb mediatora a HIF
(hypoxia-inducible factor) transzkripcidos komplex. A HIF mechanizmusrol kimutattak,
hogy in vivo a hepcidin expresszido szabalyozasidban is részt vesz [86]. Hipoxids
kortilmények kozott inkubalt majsejtekben a hepcidin expresszid csokkent mértéka [38].
A HIFl-a a HAMP promoteren elhelyezkedd6 HRE-hez (hypoxia response element)
kotddve kozvetleniil szabalyozza a hepcidin expressziot [86]. Volke és munkatarsai
ugyanakkor kimutattdk, hogy a hipoxidban bekodvetkezd hepcidin szupresszidt nem
kozvetleniil a HIF1a- HAMP promoter kotddés okozza, ugyanis a hepcidin szint sokkal
inkabb érzékeny a szérumfaktorok és a TfR2 szintjére [87]. HepG2 sejteken végzett
kisérletekben, ellentmondésos eredményeket kaptak: sem a HIFla fokozott expresszidja
sem a gén expresszidjanak célzott csokkentése nem befolydsolta a hepcidin atirédasat. A
vizsgalat szerint a hepcidin szupresszio inkabb a reaktiv oxigéngyokokkel (ROS) mutatott
Osszefliggést. A reaktiv oxigén gyokok a C/EBPa és a STAT3 transzkripcids faktorok
HAMP prométerhez torténd kotddését akadalyozva gétoltdk a hepcidin expressziot [88].
Chaston ¢s munkatarsai ugyanakkor Huh7 hepatoma sejtekkel végzett kisérleteik soran
bebizonyitottak, hogy hipoxids koriilmények kozott a hepcidin expresszidja csokken a
BMP/SMADA4 jelatviteli ut gatlasa révén [89].

Legtjabb kutatasok kimutattak, hogy a TMPRSS6 transzmembran szerin protedz
HIF gén altal szabalyozott. Hipoxia esetén, illetve HIF-kaszkad aktivatorok hatasara a
TMPRSS6 gén expresszio fokozodasa figyelhetdé meg. A TMPRSS6 gén altal kodolt
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fehérje, a matriptaz-2 kifejezédésének novekedésével csokken a membranhoz kotott HVJ
mennyisége, ennek hatasira a HAMP promoteren elhelyezkedd BMPRE (Bone
morphogenetic protein response elements) aktivitdsdnak csokkenése figyelhetd meg.
szintjét [90].

A gyulladas és a fertdzés altal kivaltott hepcidin termelésfokozodas vashianyt és
vérszegénységet (Al-Anemia of inflammation) eredményez [91]. A hepcidint kordbban,
mint II-es tipusu akut fazis fehérjét irtdk le, mivel az mRNS-ének expresszidja primer
majsejtkultaraban 1L-6 kezelés hatasara in vitro drasztikusan novekedett [92]. Ma mar
tudjuk, hogy a hepcidin indukci6 egyik legfontosabb mediatora az IL-6 citokin, melynek
szintje a gyulladas kovetkeztében jelentésen megnovekszik [93]. Az IL-6 a receptordhoz
kotddve aktivalja a Janus kindzt, mely foszforildlja a STAT3 transzkripcids faktort. A p-
STAT3 dimerizalodik, majd a HAMP promoter STAT3 kotShelyéhez asszocial és
elinditja a hepcidin atirodasat. Tehat az IL-6 a STAT3 transzkripcids faktoron keresztiil
fejti ki hatasat a hepcidin expressziora [94-95]. Ugyanakkor gyulladas soran az LPS/INFy
hatasara aktivalédd6 NF«xB utvonal a HIFla révén noveli a TfR1 expressziojat, ami
fokozott vasfelvételhez vezet [96]. Ennek kovetkeztében ndvekszik a hepcidin szintje,
melynek kovetkezményeként a ferroportin degradalodik és a makrofagokban a vas
felhalmozodik, mikozben a szérum vasszintje csokken. Méajsejtekben kimutattak, hogy az
IL-1 a masik citokin, amely kozvetleniil hatast gyakorol a hepcidin szabalyozasra [97]. A
TNFa citokinen keresztiil érvényesiild hatdsok csokkentik a HJV mRNS-expressziot,
amellyel a gyulladast kiséré anémidban taldn megvédik a vasszabalyozo anyagcsere
rendszert a hepcidin gatld hatasatol [98-99].

A kronikus betegségekben 1étrejové anémia (ACD-Anemia of Chronic Disease)
esetén a vasat a szervezet nem tudja felhasznalni [100]. A gyulladésos folyamatokban a
gyulladasos citokinek termelése ndvekszik, melynek kovetkezében megemelkedik a
hepcidin expresszidja. Az emelkedett hepcidin szint miatt csokken a vasfelvétel és a
makrofagokbol torténd vas-recirkularizacio. Ennek kovetkeztében a szervezet nem tudja a
vasraktarakat mobilizalni, a szérum vasszintje alacsony lesz, €s az eritropoezis csokken
[101].

Hemokromatézisban szenvedd betegeknél tartosan ndvekszik az enteralis
vasfelszivodas, és fokozodik a vas lerakddasa a kiillonbozé szervekben, aminek kivalto
oka a hepcidin tényleges vagy funkcionalis hianya. Altalaban a hepcidin expresszio

csokkenése, a molekulat funkciondlisan karositd mutaciok €s a hepcidin receptoranak, a
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ferroportinnak a mutécidja vezet a betegség kialakulasahoz. A hemokromatézisnak ezek
alapjan négy tipusat kiilonitjik el. Az I-es tipust hemokromatézist (HFE-
Hemokromat6zis) a hemokromatozis fehérje génmutacidja okozza. Leggyakoribb
pontmutacié a HFE génben a C282Y cisztein-tirozin csere, melynek kovetkeztében a
fehérje elvesziti a TfR1 blokkold funkcidjat. A betegség csak homozigota esetben fordul
eld, heterozigotdkban csakis akkor alakul ki, ha a mutacié mellé mas HFE-mutacio,
hepcidin termelddési zavar vagy ferroportin mutacié tarsul [102]. A Il-es tipust
hemokromatozist (Juvenilis hemokromatozis) a hemojuvelin gén (HJV, 2A tipus) vagy a
hepcidin gén (HAMP, 2B tipus) mutacidja okozza [103-104]. A HJV génben eddig hat
mutaciot irtak le, koziilik a leggyakoribb a G320V aminosavcsere. A HAMP génben
bekovetkezd mutdciok viszonylag ritka okai a juvenilis hemokromatézisnak [105]. A
szabalyoz6 szerepu érett hepcidinben eddig 6t mutaciot talaltak, melyek koziil kettd a
harmadik diszulfid-hid ciszteinjeit (C70R, C78T) egy pedig az elsé diszulfid-hid egyik
ciszteinjét (C82Y) érinti. A Ill-as tipusu hemokromatdzist a 2-es tipusu transzferrin
receptorban bekodvetkezd mutaciok okozzak [106]. A IV-es tipusi hemokromatozist
(Ferroportin betegség) a ferroportin génjében (SLC40A1) génben bekdvetkezd mutaciok
okozzak. A muticiok egy részében a ferroportin nem képes a hepcidin megkotésére, a
masik részében pedig a hepcidin megkotése utdn nem kovetkezik be a receptor
internalizacidja. Ennek kovetkeztében a makrofagokban durva vaslerakodas figyelhetd

meg [34].
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2. Célkituzések

Munkank elsd részében a hepcidin egy mar ismert fehérjével, a ferroportinnal és
eddig ismeretlen fehérjékkel torténd interakcidit térképeztiik fel. Az érett hepcidin
szerkezetét kialakitd diszulfid-hidak szerepét vizsgaltuk a receptoraval, a ferroportinnal
valo kapcsolat kialakitasaban. Ezt kdvetéen a preprohepcidin, a prohepcidin és az érett
hepcidin sejten beliili interakcioit vizsgaltuk méas majban termelddd fehérjékkel.

A hepcidin egy évtizede felfedezett peptid, melynek eldszor antimikrobialis
hatasat irtak le, majd nem sokkal késébb fény deriilt a vasanyagcsere szabalyozasaban
betoltott fontos szerepére. A receptoranak, a ferroportinnak a leirasat kovetden a kutatok
figyelme a hormon szabalyozé mechanizmusai fele irdnyult, a hepcidin tovabbi
fehérjékkel torténd interakcidi kevéssé ismertek. A hepcidin mas fehérjékkel torténd
kapcsolatanak feltérképezésével mélyebb ismereteket nyerhetiink a hormon miikddésérol
a sejteken beliil. Munkank soran célul tiiztiik ki:

o diszulfid-hidakat Iétrehoz6 cisztein aminosavak szubsztitiicidjaval hepcidin

mutansok létrehozasat,

o mutans hepcidin peptidek ferroportinnal vald kotédésének vizsgalatat,
o mutans hepcidin peptidek receptort internalizald hatasanak vizsgélatat,
o a preprohepcidin és az érett hepcidin potencidlis kotdpartnereinek feltérképezését

BacterioMatch Two-Hybrid rendszerrel,

. a fehérje-fehérje interakciok megerdsitését kiilonbozd in vitro és in vivo
metodikakkal,
o a preprohepcidinnel a bakteridlis rendszerben kapcsolatot mutatdo fehérjék

majsejtvonalon torténd vizsgalatat,

o a kimutatott kapcsolatok human szérumban torténd vizsgalatat.

Tovabbiakban a hepcidin expresszidjanak szabalyozasat vizsgaltuk. Mivel a
prohepcidint felfedezésekor, mint nuklearis fehérjét mutattak ki, ennek megerdsitése és
esetleges funkcidjanak felderitése segitheti a vasanyagcsere szabalyozas Osszetett ¢€s

bonyolult folyamatanak mélyebb megértését. Munkank soran célul tiiztiik ki:

o a prohepcidin intracellularis elhelyezkedésének kimutatasat,
o a prohepcidin DNS-kot6 régio meglétének kimutatasat,
o a prohepcidin sejtmagban betdltott szerepének vizsgalatat,
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a prohepcidin HAMP promoterhez vald kotddésének igazolasat,
a prohepcidin szint valtozasanak hatasat a HAMP promoter aktivitdsara,

az alfa-1 antitripszin hepcidin expressziora gyakorolt hatdsat.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. A hepcidinben 1évé diszulfid-hidak szerepe a ferroportinhoz valé kotodésében
3.1.1. A preprohepdidin és az érett hepcidin PCR alapu mutagenezise

A hepcidinben egy ciszteint kddold nukleotid tripletet (TGC) szerint kodold
nukleotid tripletre (TCC) cseréltiink PCR segitségével. Az érett hepcidinnel azonos
modon a teljes hosszusagl, preprohepcidin mutagenezisét is elvégeztiik. A polimerdz
lancreakcidt iProof High-Fidelity DNA Polymerase (BioRad, Hercules CA, USA)
enzimmel végeztiik el, 20 pl Ossztérfogatban. Az elsé rekombinans PCR reakcidban a
megfeleld nukleotid cserét tartalmazo eléremend primert (M1-M4) és a Hep25 visszafele
mend primert hasznaltuk. A kapott PCR termékeket tisztitottuk, majd hibridizaltuk a
hepcidint vagy a preprohepcidint kédoldo cDNS szakaszhoz. Ezt kdvetden elvégeztiik a
masodik PCR reakcidt a hepcidin, illetve a preprohepcidin elejét és végét kijelold
ugynevezett kiilsé primerekkel (Hep25 forward, Hep25 reverse és Hep84 forward, Hep84
reverse). A primerek listajat az 1. Tablazat tartalmazza. A kapott hepcidin szekvenciakat
pBT plazmidba, a preprohepcidin szekvencidkat pedig pTriex3-Neo plazmidba klénoztuk
EcoRI-Xhol illetve EcoRI-BamHI restrikcids enzimekkel. A mutécio jelenlétét CEQ 8000
Dye Terminator Cycle Sequencing Chemistry protokoll szerint (Beckman Coulter Inc.,
Fullerton, CA, USA) szekvenalassal ellendriztiik a kovetkezd szekvendldo primerek

segitségével (1. Tablazat).

1.Tablazat. A hepcidin és preprohepcidin mutageneziséhez hasznalt primerek.

Primerek Szekvencia

Hep25 forward 5-AAAGAATTCGACACCCACTTCCCCATCTGC-3
Hep84 forward 5-AAAGGATCCGGCACTGAGCTCC CAGAT-%
M1 5-CCACTTCCCCATCTICCATTTTCTGCTGCG-3
M2 5-CATCTGCATTTTCICCTGCGGCTGCTGTC-3’
M3 5-CTGCATTTTCTGCTICCGGCTGCTGTCATC-3
M4 5-TTTCTGCTGCGGCICCTGTCATCGATCAA-3

Hep25 reverse
Hep84 reverse
pBT seq
pTriex seq

5-AAACTCGAGCGTCTTGCAGCACATCCCACA-3’
5-AAACTCGAGCGTCTTGCAGCACATCCCACA-3’

5-GGGTAGCCAGCAGCATCC-3’
5’-CCCGGAGTTAATCCGGGACCT-3’
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3.1.2. A mutans hepcidin peptidek 3D szerkezet predikcioja

A haromdimenzids fehérje szerkezet meghatarozast I-TASSER server segitségével
végeztik el (Yang Zhang Research Group, University of Kansas, Department of
Molecular Biosciences, http://zhang.bioinformatics.ku.edu). A szerkezeti modellek
LOMETS illesztések ¢és iterativ TASSER szimuladciok alapjan késziiltek. A modelleket

Accelrys DS Visualizer program segitségével vizualizaltuk (http://accelrys.com).

3.1.3. Bakterialis Two-Hybrid rendszer

A fehérje-fehérje interakciok vizsgalatara a BacterioMatch™ Two-Hybrid
rendszert (Stratagene, La Jolla, CA, USA) alkalmaztuk (8. abra). A mddszer kifejlesztése
Dove, Joung és Hochschild nevéhez fiiz6dik [107-108].

A Bait Vektor B Target Yektor

o A8
\ & P

MCS \ Mes
s pBT B ami— pTRG
S| 3.2 kb I Xhol 44kh
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Mot E
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PAA P
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¢ Riporter seft / > .

8. dbra. BacterioMatch Two-Hybrid Rendszer sematikus abraja (Stratagene)

A rendszer transzkripcios aktivacion alapszik. A pBT (bait-,,csali”’) plazmidban
kodolt ,,csali” fehérje a teljes hosszusagu bakteriofag Acl fehérjéhez fuzionalt. A pTRG
(target-,,cél”) plazmidban expresszalt ,,cél” fehérje pedig az RNS-polimeraz o-
alegységének N-termindlis végével alkot fuzids fehérjét. A bait fehérje a A-operator
szekvenciahoz kapcsolodik a Acl fehérje DNS koté doménjén keresztiil. Amikor a ,,csali”
¢s a ,cél” fehérje kapcsolatba 1ép egymassal, az RNS polimeraz a promoter

szekvencidhoz kot, és elindul a riporter gének (carbenicillin rezisztencia gén és a lacZ
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gén) transzkripcidja. Ezaltal a fehérje-fehérje interakciot mutatdo baktérium koldnidk
carbenicillin tartalmu taptalajon képesek noni. B-galaktozidaz aktivitasuk révén az X-gal
(5-bromo-4-chloro-3-indolyl-galactopyranoside) tartalmt taptalajon, az X-gal hasitdsa

kovetkeztében kék szinli kolonidk jelennek meg.

3.1.4. A ferroportin és a mutans hepcidin fehérjék kétodése

A ferroportin és a mutdns hepcidin peptidek interakcidinak vizsgalatat
BacterioMatch Two-Hybrid System Vector Kit felhasznalasaval végeztik el. Az érett
hepcidint és mutalt hepcidin peptideket kodoldo cDNS szakaszokat a kit pBT plazmidjaba,
a teljes hosszusagu ferroportint pedig a pTRG plazmidba klonoztuk EcoRI ¢és Xhol
restrikciés enzimek segitségével. A rekombindns hepcidin és ferroportin vektorokat
elektroporacioval ~ (Gene  Pulser Xcell Electroporation  System, Bio-Rad)
kotranszformaltuk BacterioMatch elektrokompetens sejtbe. A baktériumokat hideg LB
tapoldatba vettiik fel, majd 2 orat 30 °C-on razatva novesztettilk. A sejteket iilepitettiik,
reszuszpendaltuk 200 pl LB tapoldatban, majd LB-CTKXi indikator agar plate-re
szélesztettik. Az indikdtor LB lemezeket 34 pg/ml kloramfenikollal, 15 pg/ml
tetraciklinnel, 50 pg/ml kanamicinnel, 80 pg/ml X-gal-al és 0,2 mM p-galaktozidaz
inhibitorral egészitettiik ki. A two-hybrid kitben talalhaté pozitiv plazmidok (pBT+ ¢és
pTRG+) pozitiv kontrollként, a rekombinans pBT valamint a pTRG+ plazmidokkal
kotranszformalt baktériumsejtek negativ kontrollként szolgaltak a kisérletben. Az
indikator plate-en kékiilé kolonidkat a fehérje-fehérje kapcsolat igazoldsdhoz LB-CTCK
agar lemezekre kentiik at, mely kloramfenikol-tetraciklin-kanamicin antibiotikumokon
kiviil 500 pg/ml carbenicillint is tartalmaztak. A kolonidk ndvekedését a carbenicillin

tartalmt lemezen, a pozitiv és negativ kontrollokhoz viszonyitottuk.

3.1.5. WRL6S sejtekbol szekretalt hepcidin és mutdns hepcidin fehérjék mennyiségi
meghatarozasa ELISA teszttel

WRL68 human majsejteket (ATCC-CL48, Germany) a gyartd cég altal
glutaminnal kiegészitett EMEM (Minimum Essential Medium Eagle with Glutamine,
LONZA, Verviers, Begium) tapoldatban tartottuk, 10% FBS jelenlétében. A sejteket hat-
lyuki lemezen ndvesztettilk, majd tranziens transzfekciot végeztiink 1 pg/lyuk

preprohepcidin/pTriex3-Neo vagy M1-M4 preprohepcidin/pTriex3-Neo plazmid DNS-
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sel, Transfectin reagens felhasznalasaval (BioRad). 24 ora elteltével a tenyésztd
médiumokbol 20 pl mintdt vettiink, majd a maradék médiummal 6 Ooras kezelést
végeztiink friss WRL68 sejteken. Az érett hepcidin mennyiségét a 24 dras transzfekcio
utan, illetve a hat oras kezelés utdn Hepcidin ELISA Kit (DRG International
Mountainside, NJ, USA) segitségével hataroztuk meg a sejttenyésztd folyadékbol, a
gyarto altal leirt protokoll alapjan.

3.1.6. Vaskoncentracio meghatarozasa spektrofotometriaval

WRL68 sejteket a 3.1.5. pontban leirt modon transzfektaltuk, majd kezeltiik. A
kezelést kovetden a sejteket kétszer PBS-sel mostuk, majd 6sszegytijtottiik. A sejteket 150
pul TNETG (20 mM Tris-HCI pH 7,4, 150 mM NaCl, 2,5 mM EDTA, 0,1% Triton-X 100,
10% glicerin) pufferben vettiik fel, majd ultrahanggal feltartuk. Centrifugalast kdvetden a
feliiluszobol fehérje- majd vasmérést végeztiink. Az utobbi esetben a mintakhoz 450 ul 20
mM-os Hepes (pH 7,4) puffert, majd 10 pl telitett Na-ditionit oldatot, valamint 10 pl
1,5%-0s Batofenantrolin oldatot adtunk. Az OD-t 540 nm-en olvastuk le. A pontos

értekeket a fehérjekoncentraciok ismeretében ng/ml sejtlizatum forméjaban adtuk meg.

3.1.7. A mutaciot hordozo hepcidin peptidek medialta ferroportin internalizdcio

vizsgalata

WRL68 sejteket hat-lyuku lemezen ndvesztettilk, majd transzfektaltuk
preprohepcidin/pTriex3-Neo vagy mutans preprohepcidin fehérjét kodold pTriex3-Neo
plazmiddal 24 6ran keresztiil. Ezt kdvetden a médiumot (1j WRL68 sejteket tartalmazo
hat-lyuku lemezre vittiikk at. Hat ora kezelést kovetden a sejteket 0sszegytijtottiik, majd
frakcionaltuk Qproteome Cell Compartment Kit (Qiagen, Hilden, Germany)
felhasznalasaval. A citoszol és a membran frakcidkban 1évo fehérjéket acetonnal
kicsaptuk, majd reszuszpendaltuk 100 pl mintapufferben (50 mM Tris-HCI pH 7.4, 150
mM NaCl, 1 mM PMSF). A mintdk fehérjetartalmat DC Protein Assay Kit (BioRad)
felhasznalasaval hatdroztuk meg. A mintakbodl egyenlé mennyiségi fehérjét 10%-os SDS-
poliakrilamid gélen futattuk, majd nitrocellulo6z membranra blottoltuk. Az el6hivast
poliklonalis anti-humén ferroportin ellenanyaggal (Novus Biologicals, Littleton, CO,

USA) végeztiik el.
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3.2. A preprohepcidin kapcsolata az alfa-1 antitripszinnel

3.2.1. Human mdj cDNS konyvtar sziirése

A preprohepcidin ismeretlen fehérjékkel torténd interakcidinak vizsgélatat
BacterioMatch Two-Hybrid Assay Vector Kit segitségével végeztikk el. A 84 aminosav
hosszusagu preprohepcidint kodolo c¢cDNS szakaszt a vektor kit pBT plazmidjaba
klonoztuk BamHI ¢és Xhol restrikciés endonukledzok felhasznalasaval (2. Tablazat). A
rekombinans plazmidot JM109 baktérium sejtekbe transzformaltuk, majd a vektort
QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) segitségével izolaltuk. A target plazmidba humén
méj cDNS konyvtéarat klonoztunk a cég 4ltal leirt protokoll szerint. A sziiréshez specidlis,
fehérje-fehérje interakciok vizsgélatara alkalmas XL1-Blue MRF’ Kan riporter baktérium
torzset hasznaltunk. 0,5 ng rekombinans pBT plazmidot és 1 pl 1:10 higitdsu amplifikalt
plazmid cDNS konyvtarat elektroporalassal a baktérium sejtekbe juttattuk. A sejtekkel ezt
kovetden a 3.1.4-es pontban leirtakkal azonos mddon jartunk el. Az indikator lemezen
kekiild kolonidkat a fehérje-fehérje kapcsolat igazolasdhoz LB-CTCK agar plate-ekre
kentiik at, melyek 250 illetve 500 pg/ml carbenicillint is tartalmaztak. A kolonidk
novekedését a carbenicillin tartalma plate-en, a 3.1.4. pontban leirt pozitiv és negativ

kontrollokhoz viszonyitottuk

3.2.2. Fehérje-fehérje kapcsolodas validalasa és a fehérjék azonositasa

Az LB-CTCK agar lemezen kinétt egyes kolonidkat 10 ml kloramfenikol-
tetraciklin-kanamicin tartalmu LB tapoldatba oltottuk. A baktérium kultirakat ¢jszakan at
30 °C-on 140 rpm-el rdzatva novesztettiik. A rekombinans pBT plazmidot és a cDNS-t
tartalmazé pTRG plazmidot izolaltuk QIAprep Spin Miniprep Kit felhaszndlasaval. Az
izolalt plazmidokat Gjra riporter baktérium torzsbe kotranszformaltuk, majd vizsgéltuk a
kolonidk kékiilését LB-CTKXi indikator plate-en, illetve ndvekedésiiket 250 pg/ml
carbenicillin tartalmii LB-CTCK lemezen a kordbbiakban leirtak szerint. A pozitiv
kolonidkbol izolaltuk a ¢cDNS-t tartalmazé pTRG plazmidokat, majd a plazmidban 1évé
cDNS-t PCR technikaval amplifikaltuk a kovetkezd primerpar segitségével: 5’-CAGCCT
GAAGTGAAAGAA 3’ ¢és 5-ATTCGTCGCCCGCCATAA-3’. A PCR termékeket
agardz gélbdl tisztitottuk QIAquick Gel Extraction kit (Qiagen) felhasznalasaval, majd
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szekvenaltuk. A szekvendlds soran kapott nukleinsav szekvenciakbol BLASTN program
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) segitségével azonositottuk a

preprohepcidinhez kapcsolddo fehérjéket.

3.2.3. Az alfa-1 antitripszin kapcsolata a preprohepcidinnel, prohepcidinnel és az érett

hepcidinnel

Az alfa-1 antitripszint (A1AT) koédolo c¢cDNS szakaszt a pTRG plazmidba
klénoztuk az EcoRI és Xhol restrikcios endonukleazok segitségével, a prepro-, pro-, és
érett hepcidint kédolé cDNS szakaszokat pedig a pBT plazmidba klénoztuk BamHI és
Xhol enzimek felhasznalasaval (2. Tablazat). A rekombinans plazmidokat QIAprep Spin
Miniprep Kit (Qiagen) felhasznalasaval izolaltuk, majd a riporter baktérium torzsbe
kotranszfektaltuk elektroporalassal. A sejteket novesztés utan LB-CTKXi indikator plate-
sz¢lesztettilk, majd ¢jszakan at 30 °C-on ndvesztettiik. A ndvekedés mértékét pozitiv

illetve negativ kontroll ndvekedéséhez viszonyitottuk.

2. Tablazat. A BacterioMatch rendszerben elvégzett kidnozasokhoz alkalmazott primerek.

Konstrukt Primerek

5 AAAGGATTCGGCACTGAGCTCCCAGAT 3’
5 AAACTCGAGCTACGTCTTGCAGCACATCC &

5 AAAGAATTCTCTGTTTTCCCACAACAG 3’
5 AAACTCGAGCTACGTCTTGCAGCACATCC &

5 AAAGAATTCGACACCCACTTCCCCATCTGC 3
5 AAACTCGAGCTACGTCTTGCAGCACATCC &

5 AAAGGATTCTATGCCGTCTTCTGTCTCG 3’
5 AAACTCGAGTTTTTGGGTGGATTCAC 3

Preprohepcidin/pBT

Prohepcidin/pBT

Hepcidin/pBT

A1AT/PTRG

3.2.4. In vitro GST fuzios fehérje kotési esszé

A preprohepcidint kddolé cDNS szakaszt a pGex4T-1 prokariota expresszios
vektorba, az A1AT-t kodolé ¢cDNS szakaszt pedig a pET51b(+) expresszids vektorba
klonoztuk (3. Tablazat). A GST illetve a preprohepcidin-GST flziés proteint BL21(DE3)
E. coli torzsben termeltettik. Az indukciot 0,5 mM IPTG (Isopropyl B-D-1-

thiogalactopyranoside) hozzaadasaval 2 oran at végeztiik 30 °C-on, 140 rpm-en torténd
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razatassal. A baktérium sejteket hideg STE pufferben (10 mM Tris-HCI, pH 8,0, 150 mM
NaCl, 1 mM EDTA) reszuszpendaltuk, majd ultrahanggal feltartuk 1,5% sarcosyl
jelenlétében. A lizdtumokat centrifugéltuk, majd a feliiluszokhoz eldzetesen STE
pufferben mosott Gluthation-Sepharose 4B gyongyoket (Amersham Biosciences,
Uppsala, Sweden) adtunk azonos mennyiségben. Az eclegyeket 1 6ran at 4 °C-on
billegtettiik, centrifugalast kovetden haromszor mostuk STE pufferrel.

Az in vitro kotési esszéhez A1AT-t BL21 baktériumtorzsben termeltettiink, 0,5
mM IPTG-vel indukalva, 3 6ran keresztiil 30 °C-on. A sejteket 6sszegyiijtottiik, majd 1 ml
kotopufferben (50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM NaCl, 10% glicerin, 0,1% Triton X-100)
ultrahanggal feltartuk. Centrifugalast kovetden a feliiliszot ketté osztottuk és 5 ml
kotdpufferben 30 pl GST illetve GST-preprohepcidin gyongydt adtunk hozzajuk. Egy
6ra, 4 °C-on torténd inkubacié utdn, a gyongyoket centrifugéltuk, haromszor mostuk
kotdpufferrel, majd eludltuk a gyongyok feliiletén kotott fehérjéket 30 pl 4X Laemmli
pufferrel. Az eluatumokat 8%-0s SDS-poliakrilamid gélen futtattuk, majd nitrocelluloz
membranra blottoltuk. A fehérje-fehérje interakciokat anti-A1AT IgG-vel (Dako,
Glostrup, Denmark) detektaltuk. A kotési esszét human szérummal is megismételtiik a

bakterialis kisérlettel azonos mddon.

3. Tablazat. Az in vitro kétéshez hasznalt vektorok és primerek.

Konstrukt Primerek

5’-AAAGGATCCATGGCACTGAGCTCCCAGAT-3’
5-AAACTCGAGCTACGTCTTGCAGCACATCC-3

5-AAAAAGCTTATGCCGTCTTCTGTC-3
5-AAAGAGCTCCTATTTTTGGGTGGG-3

Preprohepcidin/pGex4T-1

A1AT/PET51b(+)

3.2.5. Real-Time PCR

A preprohepcidint kddolé cDNS szakaszt pTriex3-Neo eukaridta expresszios
vektorba, illetve a preprohepcidin antiszensz DNS-t pcDNA3.1 vektorba klonoztuk.
WRL68 sejteket hat-lyuku lemezen ndvesztettiik, majd tranziens transzfekciot végeztiink
1 pg preprohepcidin/pTriex3-Neo vagy preprohepcidin antiszensz/pcDNA3.1 plazmid
DNS-sel. 24 ora elteltével a sejteket sszegylijtottiik, majd totdl RNS-t izolaltunk RNeasy
Mini Kit (Qiagen) felhasznélasaval. Ezt kovetden a mintdkbol 1 pg totdl RNS-t hasznalva
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cDNS-t szinetizdltunk Transcriptor High Fidelity cDNS Synthesis Kit (Roche
Diagnostics, Meylan, France) segitségével.

A Real-Time PCR sordn hasznalt génspecifikus primer parokat a PRIMER3
software-el (http:/frodo.wi.mit.edu) terveztilk meg. A kisérletben hasznalt primereket a 4.
Tablazat tartalmazza. A Real-Time PCR reakciét LightCycler 2.0 (Roche Diagnostics)
késziilékben végeztiik. A reakcidelegyeket Fast Start DNA MasterPLUS SYBR Green |
Master Mix-el készitettiikk 20 pl ossztérfogatban, 200 nM primer végkoncentracioval. A
PCR reakciok utan olvadasi gorbe analizist végeztiink a reakcid specifikussaganak
vizsgélatara. A referencia gén (B-aktin), és a cél gének (preprohepcidin, A1AT) kozel
100%-os efficiencidval amplifikalodtak, a gének kozotti eltérés nem haladta meg az 5%-
ot. A relativ génexpresszid szamitasahoz a 2" (Livak) modszert alkalmaztuk. A cél
gének expresszigjat a B-aktin, referencia gén expresszidjahoz viszonyitottuk, majd ezt
kovetéen a transzfektalt sejtek génexpressziojat oOsszevetettik a kezeletlen sejtek

génexpresszidjaval.

4. Tablazat. A Real-Time PCR soran alkalmazott primer parok.

Vizsgalt gén Primerek
, 5-AGAAAATCTGGCACCACACC-3’
B-aktin 5-GGGGTGTTGAAGGTCTCAAAA-3’
o 5-CAGCTGGATGCCCATGTT-3'
Preprohepcidin 5-TGCAGCACATCCCACACT-3’
5-CCTATGATGAAGCGTTTAGG-3’
A1AT 5-TATCGTGGGTGAAGCGTTAGG-3’

3.2.6. In vivo kialakult keresztkotések vizsgalata (,, Crosslinking”)

Huh7 human hepatéma sejteket (HPACC, Porton Down, UK) MEM (Minimal
Essential Media, Gibco) médiumban tartottuk, kiegészitve 10% FBS-el, majd tranziens
transzfekciot végeztink 30 pg preprohepcidin/pTriex3-Neo plazmid DNS-sel. 24 o6ra
elteltével a médiumot ledntottilk, majd 4 ml friss médiumban oldott 0,2 mM
Louis, MO, USA) kezeltiik a sejteket, szobahdmérsékleten 30 percig. A kotési reakcidt 50
mM Tris-HCl-el (pH 7,4) leéllitottuk, majd a sejteket 6sszegytjtottik. A sejteket 150 ul
lizis pufferben (50 mM Hepes, pH 7,4, 150 mM NaCl, 1 mM MgCl,, 10% glicerin, 0,5%
Triton X-100) 1 o6rat, 4 °C-on inkubaltuk. Centrifugalast kovetéen a His-tag-es
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preprohepcidint és a hozza kotédd fehérjéket affinitds tisztitottuk NiNTA agaroz
gyongyokkel (Qiagen) a gyartd cég protokollja alapjan. A kitisztitott fehérje komplexeket
30 pul 4X Laemmli pufferrel eludltuk a gyongyokrél. Az eluatumot 8%-os SDS-
poliakrilamid gélen futtattuk, majd nitrocellul6z membranra blottoltuk. Az el6hivast anti-
A1AT IgG-vel végeztik el. A kisérlethez negativ kontrollként az iires pTriex3-Neo
plazmidot Huh7 sejtekbe transzfektaltuk, majd ugyantgy jartunk el, mint a

preprohepcidin esetében.

3.2.7. Szérum ultrafiltracios esszé

crer

meghataroztuk (Cobas Integra 800 Analyzer; Roche Diagnostics). 200 pl szérumot
Microcon YM-30 oszlopon (Millipore Corp., Bedford, MA, USA) centrifugaltuk. 100ul
szérum ultrafiltratumhoz (elsé ultrafiltratum), mely mar nem tartalmaz A1AT-t, 150 pg
gyari A1AT-t adtunk, és 30 percig 30 °C-on inkubaltuk. Ezt kovetden ujra centrifugéaltuk
Microcon YM-30 oszlopon (masodik ultrafiltraitum). Az eredeti szérum, az els6 és a

c sy

(DRG International) hataroztuk meg.

3.2.8. Koimmunprecipitacio

Anti-A1AT IgG-t CNBr-aktivalt Sepharose 4B (Amersham Biosciences)
gyongyokhoz kotottiikk a gyartd cég altal megadott protokoll szerint. Human szérumot
Microcon YM-30 oszlopon ultrafiltraltunk, majd a koncentralt szérumbol 20 pl-t, 25 pl
anti-A1AT szefar6z gyonggyel inkubaltuk 1 ml kdtépufferben (100 mM Tris-HCL, pH
7,4, 100 mM NaCl, 0,1% Triton X-100, 10% glicerol), 30 percig, szobahdmérsékleten. A
gyongyoket az inkubacios 1d6 letelte utan kotdpufferrel mostuk, majd eludltuk 20 ul 4X
Laemmli pufferrel. Az eludtumot nitrocellul6z membranra cseppentettiik, a dot blottot
anti-hepcidin IgG-vel (Alpha Diagnostic, San Antonio, TX, USA) detektaltuk. Szintetikus
hepcidin peptid pozitiv kontrollként, szabad prohepcidint tartalmazé szérum ultrafiltratum

pedig negativ kontrollként szolgalt a dot blot soran.
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3.2.9. ZipTip C18 affinitastisztitas és tomegspektrometrias analizis

A ZipTip-et 50% acetonitril/0,1% trifluor-ecetsav (TFA) elegyével tizszer
atmostuk, majd 20 ul anti-A1AT IgG-vel inkubaltuk. Ezt kovetden az oszlopot haromszor
PBS-el (pH 7,4) 4tmostuk, majd 20 ul, 20 mg/ml-es koncentracioju BSA-val blokkoltuk.
Az oszlop PBS-el torténdé moséasa utan, human szérumbdl Microcon YM-30 oszlopon
koncentratumot készitettiink, ebbdl 15 pl-t 5 percig pipettazassal kevertiink. A nem
kotédott fehérjéket PBS-el majd Milli-Q (Milli-Q Element Ultrapure Water System;
Millipore Corp.) vizzel mostuk ki az oszlopbdl. Az eluciét 3 pl, 1%-os TFA-val végeztiik
el. A mintat azonos mennyiségii a-ciano-4-hidroxifahéjsav matrixszal kevertiik 6ssze és a
keverékbdl 1 pl-t vittiink fel Bruker 384 plate-re.

A tomegspektrometrids analizist egy Bruker Autoflex II MALDI TOF-TOF
(Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation Time Of Flight) késziiléken (Bruker
Daltonics, Bremen, Germany) végeztik. A késziilék MNL-205MC tipusu (LTB
Lasertechnik Berlin GmbH, Berlin, Germany) 337 nm hullamosszusagt pulzal6 nitrogén
lézert hasznal. Az ionok kilovése iddbeli késleltetéssel (90 ns) 22 kV gyorsitd
fesziiltséggel tortént pozitiv ionizacidoval. Az adatgyljtést linedr detektor modban
végeztiik. A tomegspektrométer vezérlése Bruker FlexControl 2.4 software-rel, az adatok

értékelése pedig Bruker FlexAnalysis 2.4 software-rel tortént.

3.3. A hepcidin expressziojanak onregulacioja

3.3.1. A kisérletekben hasznalt expresszios vektorok létrehozasa

A HAMP promoter 942 bp hosszusagi darabjat PCR technikaval amplifikaltuk,
majd a szentjdnosbogar (Lampyris noctiluca) luciferdz riporter gént (luc) tartalmazo
pGL3 basic vektorba (Promega Corporation, Madison, WI, USA) klonoztuk Xhol ¢és
HindIIl restrikciés endonukledzok segitségével. A teljes hosszusdgi, human
preprohepcidint kodoldé cDNS szakaszt és a preprohepcidin antiszensz DNS-ét a
pcDNA3.1 vektorba klonoztuk EcoRI-Xhol illetve EcoRI-HindIIl restrikcids
endonukledzok felhasznalasaval. A prohepcidint, az érett hepcidint valamint az A1AT-t
kodold ¢cDNS szakaszokat amplifikaciot kovetden a pTriex3-Neo expresszios vektorba
klénoztuk, a prohepcidin és az érett hepcidin esetében BamHI-Xhol, az A1AT esetében

pedig EcoRI-Xhol enzimek segitségével. A kisérletek specifikussaganak vizsgalatara a
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tranzin promoter 600 bp hosszisagu darabjat pGL3 vektorba klonoztuk Sacl-HindIII
Osszeflizve pTriex3-Neo plazmidba klonoztuk BamHI-Xhol restrikcidos enzimek
felhasznalasaval. A DNS amplifikdldshoz templatként human vér genomidlis DNS-t,
illetve human m4j cDNS-t hasznaltunk. A klonozashoz hasznalt génspecifikus primer

parok listaja a 5. Tablazatban talalhato.

5. Tablazat. A klénozashoz alkalmazott primer parok listaja.

Konstrukt Primerek
HAMP/oGL3 5-AAAGAGCTCGTACTCATCGGACTGTAGATG-3'
P 5-AAAAAGCTTGTG ACAGTCGCTTTATGGGG-3’

5 AAAGAATTCGGCACTGAGCTCCCAGAT 3

5 AAACTCGAGCGTCTTGCAGCACATCCCACA 3’

5 AAAGAATTCGACTGTCACTCGGTCCCAGA 3’

5 AAAAAGCTTCTACGTCTTGCAGCACATCC 3’

Brohencidin/oTriex3.N 5 AAAGGATCCGTCTGTTTTCCCACAACAG 3’
rohepcidin/p1riexs-INeo 5 AAACTCGAGCGTCTTGCAGCACATCCCACA 3’

5 AAAGGATCCGACACCCACTTCCCCATCTGC 3’

5 AAACTCGAGCTACGTCTTGCAGCACATCC 3’

5 AAAGGATTCTATGCCGTCTTCTGTCTCG 3’

5 AAACTCGAGTTTTTGGGTGGATTCAC 3’

5 AAAGAGCTCTCAAACAGGTAAATTAAAAG 3’

5 AAA AAGCTTTTTCCACTGGCTTTACTTA 3’

5 AAAGGATCCGGCACTGAGCTCCCAGAT 3’

5 AAACTCGAGCTCCTTGGAGGCCATGTG 3’

Preprohepcidin/pcDNA3.1

Preprohepcidin antiszensz/pcDNA3.1

Hepcidin/pTriex3-Neo
A1AT/pTriex3-Neo
Tranzin/pGL3

Prepro-GAPDH/pTriex3-Neo

3.3.2. Immuncitokémia és konfokalis mikroszkopia

Az immuncitokémiai vizsgalatot egy korabban leirt protokoll alapjan végeztiik el a
kovetkezé modositasokkal [109]. Az elsd ellenanyagként hasznalt anti-prohepcidin 1gG-t
(Alpha Diagnostics) 1:100 aranyban higitottuk blokkol6 pufferben, majd a mintadkat 50 pl
térfogatban inkubaltuk ¢éjszakén at, 4 °C-on. Masodik ellenanyagként Cy3-konjugalt anti-
nyal IgG-t (Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc., West Grove, PA, USA)
hasznéltunk 1:300-as higitdsban. Az egy 6ras inkubacids id6 letelte utan a sejtmagokat
Hoechst 33258 festéssel vizualizaltuk. A felvételeket OLYMPUS Fluoview FV1000
lézerpasztazd  konfokalis fluoreszcencia mikroszképos rendszerrel — készitettiik,

UPlanSApo 60X1,35 N.A. olaj immerzids objektiv segitségével.
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3.3.3. A prohepcidin DNS-koto képességének meghatarozasa predikcios algoritmussal

A prohepcidin DNS kotd helyének meghatarozdsdhoz Kumar és munkatarsai altal
kifejlesztett SVM alapti predikcids algoritmust hasznaltunk [110]. A szekvencia
analizishez DNAset SVM modellt alkalmaztuk, amely rovidebb fehérjelancok illetve
domének elemzésére alkalmas. A legmagasabb specificitas eléréséhez €és az alpozitiv
eredmények kizardsa érdekében a legmagasabb kiiszobértéket valasztottuk (1,0). A
modszer az SVM értéket a kiiszobértékhez hasonlitva adja meg a fehérje DNS ko6td
képességét. Az analizist mind a prohepcidinnel, mind pedig az érett hepcidinnel
elvégeztiik az aminosav Osszetételt és a PSSM-et is (position-specific scoring matrix)

alapul véve.

3.3.4. Luciferaz riporter esszé és [-galaktozidaz enzimaktivitds méres

A WRL68S sejteket hat-lyukt lemezen ndvesztettiik, majd tranziens kotranszfekciot
végeztiink 1 pg HAMP/pGL3 plazmid DNS-el valamint 1 pg/lyuk plazmid DNS-el az
alabbiak koziil: preprohepcidin/pcDNA3.1; preprohepcidin  antiszensz/pcDNA3.1;
A1AT/pTriex3-Neo. A transzfekcié hatékonysaganak méréséhez pSV-B-Galactosidase
Control Vector-t (Promega) alkalmaztunk. Transzfektalas utan 24 oraval a sejteket
feltartuk 150 pl luciferaz lizis pufferben (CCLR, Promega), majd a sejt extraktumokbol
luciferaz aktivitdst mértiink Lumat 9507 Luminométerrel (Berthold Technologies, Oak
Ridge, TN, USA), Luciferase assay system-et (Promega) hasznalva: 20 pl mintahoz, 100
ul LAR-t (Luciferase assay reagent) adtunk, a mintdt Osszeraztuk ¢&s azonnal
(BioRad) felhasznalasaval végeztik el. A B-galaktoziddz enzimaktivitdis mérést a -
Galactosidase Enzyme Assay System (Promega) felhasznalasval végeztiik el a gyarto cég
altal megadott protokollt kovetve. A HAMP promoter aktivitasat a fehérjekoncentraciot és
a P-galaktoziddz aktivitast is figyelembe véve adtuk meg szadzalékban kifejezve, a

protokollban foglaltaknak megfelel6en.

3.3.5. Real-Time PCR analizis

A WRL68 sejteket preprohepcidin/pTriex3-Neo  vagy  preprohepcidin
antiszensz/pcDNA3.1 vagy Al1AT/ptriex3-Neo plazmiddal transzfektaltuk. 24 ora
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elteltével a sejtekbdl totdl RNS-t izolaltunk, majd 1 pg totdl RNS felhasznalasaval a
mintakbol cDNS-t készitettiink. A Real-Time PCR-t a 3.2.5-6s pontban foglaltakkal

azonosan végeztiik el. A kisérlet soran hasznalt primereket a 4. Tablazat tartalmazza.

3.3.6. Immunprecipitacio WRL6S sejtvonalon

A WRL6S sejteket 25 cm’-es palackban novesztettiik, majd 6 pg pTriex3-Neo,
illetve prohepcidin/pTriex3-Neo plazmid DNS-el transzfektaltuk. 24 orat kovetden a
sejteket 0sszegytijtottiik és PBS-el (pH 7,4) mostuk, majd a sejtekbdl nuklearis kivonatot
készitettlink. A sejteket 100ul NE1 pufferben (10 mM Hepes, pH 8, 1.5 mM MgCl,, 10
mM KCI, 1 mM DTT) szuszpendaltuk, majd 15 percig jégen inkubaltuk. A
szuszpenziokat 1 ml-es fecskenddbe felszivtuk, 5-szor 23Gl-es tiin atnyomva
homogenizaltuk, majd 20 masodpercig maximalis fordulatszdmon centrifugaltuk. A
pelletet 75 ul NE2 (20 mM Hepes, pH 8, 1.5 mM MgCl,, 25% glicerin, 420 mM NaCl,
0.2 mM EDTA, 1 mM DTT, 0.5 mM PMSF) pufferben reszuszpendaltuk, 30 percig jégen
inkubaltuk, ezt kovetden ismét 20 masodpercig maximalis fordulatszdmon centrifugéltuk.
hataroztuk meg. Penta-His IgG-t CNBr-aktivalt Sepharose 4B gyongyokhoz kotottiink a
gyartd altal megadott protokoll alapjan. A nuklearis kivonatokat 30 ul Penta-His szefaroz
gyonggyel inkubaltuk 600 pl kétépufferben (100 mM NaCl, 100 mM Tris-HCL, pH 7,4,
0.1% Triton X-100, 10% glicerol), egy orat, szobahémérsékleten, majd a nem kotddott
fehérjéket mosassal tavolitottuk el. A PCR alapu fehérje-DNS kotési probahoz 50%-0s

szuszpenziot hasznaltunk fel.

3.3.7. Immunprecipitacio BL21 baktériumtorzsbol

Prohepcidin-His (6xHis tag-et a fehérje a C-terminalisan hordozza) fehérjét
BL21(DE3) E. coli torzsben termeltettiik. A prohepcidin/pTriex3-Neo plazmiddal
transzformalt sejteket 0,5 mM IPTG indukaloszer jelenlétében novesztettiik 2 orat 30 °C-
on. Az indukcids id0 letelte utan a sejteket 0sszegytjtottiik és TBST pufferben (50 mM
Tris-HCI, pH 8,0, 150 mM NacCl, 0,5% Triton X-100) protedz gatlé (Complete Mini,
Roche) jelenlétében szuszpendaltuk, majd 4 °C-on ultrahanggal feltartuk. Centrifugalast
kovetdéen a feliiluszot 5 ml kotdpufferben 30 pl Penta-His CNBr-aktivalt szefar6z
gyonggyel inkubdltuk 30 percig, 4 °C-on. A prohepcidinnel kotédott gyongyoket
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centrifugalassal 0sszegytijtottiik, majd haromszor 5 ml kotdpufferrel mostuk. A PCR

alapu fehérje-DNS kotési probahoz 50%-o0s szuszpenzidt hasznéltunk fel.

3.3.8. PCR alapu fehérje-DNS kotési esszé

10 pul prohepcidint kété Penta-His CNBr-aktivalt szefar6z gyongyot 10 ul 5X Ziff
pufferben (50 mM Hepes, pH 7,4, 50% glicerin, 500 mM NaCl, 5 mM EDTA) 100 ng
ssDNS, 1 pg poly d(I)d(C), valamint 0,1 pmol HAMP vagy tranzin promdter proba
hozzdadasaval inkubaltuk, szobahomérsékleten, 30 percen keresztiil. Ezt kovetden a
gyongyoket haromszor mostuk 800 ul 1X Ziff pufferrel. A fehérje-DNS komplexeket 100
ul glicinnel (100 mM, pH 2,5) elualtuk, majd 20 pl Tris-HCI1 (1 M, pH 8) hozzaadésaval
neutralizaltuk. A polimeraz lancreakciot iProof High-Fidelity DNA Polymerase enzimmel
végeztik el. A prohepcidinhez kotddott HAMP illetve tranzin promoter proba
amplifikalasahoz az eludtumokbol 1 pl mintat hasznaltunk. A probak amplifikélasat a
kovetkezO promoter specifikus primer parok segitségével végeztiik el: HAMP 5’-AAAG
TACTCATCGGACTGTAGATG-3" ¢s 5-AAAGTGACAGTCGCTTTATGGGG-3’,
tranzin 5’-TATAAGATAAAACCAGGCCAT-3’ és 5’-CAAAGAACTTCCAGAAGTC
CAA-3’. A PCR reakcidt kovetden a mintakbol 3 pl-t 3%-os agardéz gélen megfuttatunk.
A mintdk vizualizdlasa SYBRGold (Invitrogen) nukleinsav festékkel tortént. A
gélképeket Dark Reader (Clare Chemical Research, Inc. Dolores, CO, USA)
transzilluminator felhasznaldsval, MultiGenius Bioiamaging System (Syngene,

Cambridge, UK) segitségével készitettiik.

3.3.9. Kromatin Immunprecipitacio (ChlIP)

Kiindulasként 80x10° WRL6S sejtet preprohepcidin/pTriex3-Neo plazmiddal
transzfektaltunk 24 oran keresztiil. A kromatin immunprecipitaciét Carey FM ¢és
munkatarsai altal leirt protokoll alapjan végeztiik el a kovetkezé modositdsokkal [111]. A
prohepcidin-His peptid-DNS komplex immunprecipitacidjahoz Penta-His ellenanyagot
hasznaltunk. Az eluélast kovetden a DNS-t PCR tisztit6 kit (Qiagen) segitségével nyertiik
ki a mintakbol. A polimerdaz lancreakciot iProof High-Fidelity DNA Polymerase
enzimmel végeztiik el, 20 pl dssztérfogatban. A PCR reakciohoz 2 pul DNS-t hasznaltunk
templatként. A HAMP-prohepcidin kotddés specifikussaganak vizsgalatara a HAMP
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amplifikdlasa mellett tranzin specifikus primerekkel (3.3.8. pontban taldlhato) is

elvégeztiik a polimeraz lancreakciot.

3.4. Statisztika
A Kkisérletek eredményeit Student t-teszttel analizaltuk. Az oszlopabrdk az
atlagokat ¢és a standard devianciat mutatjak. Az eredményeket szignifikdnsnak tekintettiik,

ha P<0,05.
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4. Eredmények

4.1. A hepcidin szerkezetének szerepe a receptorahoz, a ferroportinhoz torténo

kotodésében és internalizacidjanak szabalyozasaban
4.1.1. Mutans peptidek haromdimenzios szerkezetbeli eltérései

Az érett hepcidin nyolc cisztein aminosavval rendelkezik. Ezek pontos pozicioja a
peptid N-terminalis végétdl szamitva a C7, C10, C11, C13, C14, C19, C22 és C23. A
hepcidin stabil hajtiiszeri szerkezettel rendelkezik, melyet a ciszteinek kozott kialakuld
négy diszulfid-hid stabilizal (9A. abra). A négy diszulfid-hidbol hdrom intramolekularis
elrendezddésli, a negyedik kotés pedig egy szokatlan vicindlis diszulfid-hid, mely a
peptid hajtiikanyarjaban helyezkedik el. Harom diszulfid-hid a C7-C23, C10-C22, C11-
C19, a vicinalis diszulfid-hid a C13-C14 aminosavak kozott jon 1étre. A diszulfid-hidak
kialakulasa alapvetd fontossagu az antiparalell lefutasq, stabil B-lemez kialakulasaban.

A hepcidin biologiai funkcidjanak betoltésében a diszulfid-hidak alapvetd
szerepet jatszhatnak. Ennek a szerepnek a feltérképezéséhez a diszulfid-hidaknak
megfeleléen négy mutdns hepcidin peptidet készitettiink, oly modon hogy
szisztematikusan lecseréltiink egy-egy ciszteint kodold nukleotid tripletet (TGC), a
legkisebb szerkezeti deformitast okozd szerint kodold nukleotid tripletre (TCC). Az igy
létrehozott mutans peptideket M1, M2, M3 és M4-nek neveztiik el, attol fiiggéen, hogy
az aminosavcsere melyik diszulfid-hidat érintette. Els6 diszulfid-hidnak a peptid N- és C-
terminalis végét Osszekotd diszulfid-kotést tekintettiik. Mindegyik mutéacidt hordozo
peptidben a megfeleld diszulfid-hidat alkotd ciszteinek elsé tagjat cseréltiik le. Igy az
MIl-ben a C7 (9B. abra), az M2-ben a C10 (9C. abra), az M3 estében a C11 (9D. abra),
az M4 peptidben pedig a C13-as ciszteint (9E. dbra) helyettesitettiik szerinnel.

A mutalt hepcidin peptidek szerkezeti analizisét az aminosav szekvencia alapjan
az [-TASSER serverrel végeztiik el (9. abra). A szerkezeti predikcio azt mutatja, hogy az
M1 hepcidinben a C7 cisztein aminosav szubsztiticioja kovetkeztében a teljes szerkezet
megvaltozik, kialakul egy C13-C19 atrendezddott diszulfid-hid, valamint a vicinalis
diszulfid-hid is eltlinik. A tSbbi mutdnssal ellentétben, az M1-ben a hinyzé C7-C23
diszulfid-hid kovetkeztében a B-lemez is sériil €s a fehérje N-és C-termindlisa eltdvolodva
egymastol mas térsikba keriil. A C10-es cisztein cseréje a C10-C22 diszulfid-hid mellett

a vicinalis diszulfid-hid kialakulasat gatolta. Az M3 mutansban a C11 cisztein-szerin
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szubsztiticio diszulfid-hid atrendezddést okozott a szerkezetben, a C13-C19 kozott uj hid
alakult ki. Ugyanakkor a C13 csere nem volt hatassal a diszulfid-hidak kialakulasara. A
predikci6 alapjan elmondhatd, hogy a C7-C23 diszulfid-hid hianya okozza a legnagyobb
szerkezetbeli eltérést a vad tipusu hepcidinhez képest. Ugyanakkor mind a négy mutans
peptid esetében elmondhatd, hogy egyetlen cisztein aminosav cseréje a vicinalis

diszulfid-hid elvesztését eredményezi.

9. abra. A hepcidin és a mutans hepcidin peptidek sematikus és 3D szerkezeti predikcidja. (A)
Vad tipusu hepcidin hajtliszerkezete, B-lemezzel (szirke) és a stabilizalé négy diszulfid-hiddal
(fekete, C7-C23, C10-C22, C11-C19, C13-C14). (B) M1 mutans a C7 szubsztituciéval. B -lemez
szétesett, és a két terminalis eltavolodott egymastdél. (C) Az M2 esetében a vicinalis diszulfid-hid
nem tud kialakulni. (D) Az M3 mutéansban a C11 hianyaban egy atrendez8détt C13-C19 hid
alakult ki. (E) A C13 hianya nem valtoztatja meg a diszulfid-hidak rendezédését.
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4.1.2. Mutaciot hordozo hepcidin peptidek interakcioja a ferroportinnal

A szerkezeti predikciot kovetden BacterioMatch Two-Hybrid rendszerben
vizsgaltuk a ferroportin és a mutans hepcidin peptidek interakcidit. Az M1-M4 hepcidint
expresszaldo pBT plazmidot és a teljes hosszisagu ferroportint kifejezé6 pTRG plazmidot
kotranszformaltuk elektrokompetens baktérium sejtekbe. A kolonidk novekedését
szelektiv. CTCK agar lemezen vizsgaltuk a pozitiv és a negativ kontrollokhoz
viszonyitva. Az érett hepcidin erds interakciét mutatott a ferroportinnal, ugyanakkor az
M1 mutaciét hordozé hepcidin egyaltalan nem ndvekedett szelektiv taptalajon. Az M2,
M3 ¢és M4 hepcidin mutansok a pozitiv kontrollhoz és a vad tipusti hepcidinhez hasonlo
interakciét mutattak a ferroportinnal (6. Tablazat). Mivel az M1 mutaciét hordozo
hepcidin nem volt képes kotddni a receptordhoz, a ferroportinhoz, ezért feltételezhetjiik,
hogy a hepcidin szerkezetében a C7-C23-as diszulfid-hid alapvetd jelentdséggel bir a

ferroportinnal vald kapcsolat kialakitasaban.

6. Tablazat. A ferroportin kapcsolata a hepcidinnel és a mutans hepcidin peptidekkel.

pBT vektor inszertie pTRG vektor inszertie NOvekedés CTCK plate-en®

Hepcidin Ferroportin +++
M1 Ferroportin -

M2 Ferroportin +++
M3 Ferroportin ++
M4 Ferroportin ++

@ kolénia ndvekedés osztalyozasa: - nincs  ndvekedés, +++ erés ndvekedés

4.1.3. Szekretalt hepcidin és mutaciot hordozo hepcidin peptidek kétodése a mdjsejtek

ferroportinjahoz

A hepcidinben 1évd diszulfid-hidak a ferroportinhoz vald kotddésben betdltott
szerepének tovabbi vizsgdlatihoz a mutins hepcidin peptideket hepatocitdkban
expresszaltattuk, majd vizsgaltuk, hogy képesek-e a ma4jsejtek membranjaban
elhelyezkedd ferroportinnal kapcsolatot kialakitani.

WRL68 sejteket preprohepcidinnel illetve mutans preprohepcidint kddolo
plazmiddal transzfektaltunk 24 o6ran keresztiil. A preprohepcidin és a mutaciét hordozo

preprohepcidin mRNS-ek expresszidjanak novekedését Real-Time PCR-ral ellendriztiik
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(dbra nem mutatja). Ezt kovetden a tenyészté médiumot 0sszegytijtottik és a szekretalt
hepcidin illetve mutans hepcidin peptidek mennyiségét (ng/ml) Hepcidin ELISA Kit
segitségével meghataroztuk. Az eredmények azt mutatjdk, hogy a transzfektalt
plazmidrol 4&tir6d6 preprohepcidin poszttranszlacidos érési folyamata a sejtekben
végbemegy ¢€s a hasitasok soran keletkezd érett peptid szekretalddik a sejtekbdl a
médiumba. A transzfektalt sejtekrdl gyljtott médiumot iy WRL68 sejtekre vittiik at, majd
hat ora elteltével a médiumban maradt hepcidin mennyiségét ismét meghataroztuk
ELISA teszt segitségével (10A. abra). A 24 Oras transzfekcidt kdvetden a hepcidin,
illetve a mutacidt hordozé hepcidin peptidek mennyisége szignifikdnsan megndvekedett
(129%-222%) a kontroll, nem transzfektalt sejtekhez viszonyitva (10B. abra). A 6 oras
kezelést kovetden a tenyésztd folyadékban csokkent ugyanezen peptidek koncentracioja a
100%-nak tekintett kiindulasi mennyiség 82%, 82%, 74% illetve 47%-éra a hepcidin, az
M2, az M3 ¢s az M4 mutdns hepcidin peptidek esetében (10B. abra). A
koncentraciovaltozast az okozza, hogy a peptid kotddik a receptorahoz, ezaltal kivonodik
a médiumbol. Az M1 mutans peptidet tartalmazé médiummal kezelt sejtek esetében a
peptid koncentricidja a tenyésztd folyadékban nem valtozott szignifikdnsan. Ennek
magyarazata lehet, hogy mig a hepcidin, az M2, M3 és M4 mutans hepcidin peptidek
kotddnek a ferroportinhoz, a C7-C23 diszulfid-hid hianya miatt az M1 mutans nem képes

interakcidba 1épni a receptoraval.

14

Hepcidin koncentréacié (ng/ml)

WRL 68 Hepcidin M1 M2 M3 M4
kontroll
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10. abra. Szekretalt hepcidin és mutans hepcidin peptidek koncentracié vizsgalata. WRL68
sejteket preprohepcidint illetve mutaciét hordozé preprohepcidint kédold plazmid DNS-sel
transzfektaltunk. (A) 24 ¢6ra elteltével megmeértik a tenyészté folyadékba szekretalddd peptidek
mennyiségét (mintas oszlop). A médiummal ezt kovetéen Uj WRL68 sejteket kezeltlink 6 6ran at,
majd meghataroztuk a hepcidin és a mutans hepcidin peptidek mennyiségét a médiumban
(fekete oszlop). A koncentracié értékeket az él6 sejtszamra normalizaltuk. (B) A hepcidin
szekréciéja minden esetben novekedett, mely azt mutatja, hogy a preprohepcidin
poszttranszlacids érési folyamata lezajlott és az érett peptid szekretalédott a médiumba a
transzfekciot kévetéen (mintas oszlop). A kisérletben a kezeletlen WRL68 sejtek altal termelt
hepcidint tekintettik 100%-nak. A hat 6ras kezelést kdvetéen a hepcidin mennyisége csékkent a
hepcidin, M2, M3 és M4 peptideket tartalmazo tapfolyadékokban, mely arra utal, hogy ezek a
hepcidin peptidek képesek a ferroportinhoz kotdédni (fekete oszlop). Ebben az esetben a
kiindulasi 24 ¢6ras médium hepcidintartalmat vettik 100%-nak. Az M1 esetében nem
tapasztaltunk valtozast, mely alatamasztja a BacterioMatch koétési proba eredményét. Az

értékeket harom fliggetlen mérés atlaga * standard hiba (SEM) formajaban adtuk meg. *P<0,05

4.1.4. Mutans hepcidin fehérjék hatasa a ferroportin internalizdciojara
Az érett hepcidin a szervezet vas homeosztazisat azaltal szabalyozza, hogy a

receptordhoz, a ferroportinhoz kotddik és indukalja annak internalizacigjat, ezaltal

gatolva a vasexportjat. Korabbi eredményeink azt mutattak, hogy a C7-C23 diszulfid- hid
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hianya a hepcidinben gatolja a hepcidin ferroportinhoz valé kotddését. Ugyanakkor az
M2, M3 és M4 esetében ez a gatlas nem tapasztalhato. A kovetkezdkben arra kerestiik a
valaszt, hogy a mutaciot hordozo hepcidin fehérjék a kotddés mellett képesek-e biologiai
funkcidjukat betdlteni, azaz a mutacié jelenlétének van-e hatdsa a ferroportin
internalizacidjara.

WRL68 sejtvonalban preprohepcidint overexpresszaltunk a korabban leirt modon.
Ezt kovetden a sejtek médiumat uj WRL68 sejtekre vittiik at és 6 illetve 24 oras kezelést
végeztiink. A kezelést kdvetden a sejteket Osszegytijtottiik €s sejtfrakciokat szeparaltunk
Qproteome Cell Compartment Kit felhasznalasaval. A citoszol €s a membran frakciokban
jelen 1évo ferroportint Western blottal mutattuk ki. A médiumba szekretalodott hepcidin
hatasara a ferroportin 6 6ra elteltével internalizalodott a membranbdl a kontroll sejtekhez
viszonyitva. A 24 oras kezelést kdvetden pedig jol lathatéoan a hepcidin hatdsa lecseng, a

membranban ndvekedett a ferroportin mennyisége (11. abra).

WRL68 WRL68 Hep Hep WRL68 WRL68 Hep Hep
Cyt Mem Cyt Mem Cyt Mem Cyt Mem
6h 6h  6h 6h 24h  24h 24h  24h

62kDa| == R FP

11. abra. Az érett hepcidin ferroportint internalizalé hatasa. WRL68 sejteket szekretalt hepcidint
tartalmazo sejttenyészt6 folyadékkal kezeltlink 6 illetve 24 6ran keresztil. Ezt kdvetben a sejteket
OsszegyUjtottik, majd frakcionaltuk. (WRL68 Cyt-Mem 6h) Kontroll WRL68 sejteket 24 o6rat
fenntartott, de nem transzfektalt sejtek médiumaban tartottuk 6 éran keresztll. A ferroportin jél
lathaté a membran frakcidban. (Hep Cyt-Mem 6h) Hepcidint tratalmazé médiummal kezelt
WRL6ES8 sejtek citoszdl és membran frakcidja. (WRL68 Cyt-Mem 24h) 24 6ras kezelés kontroll
WRL6E8 sejtjeinek citoszol és membran frakcidja. (Hep Cyt-Mem 24h) Hepcidint tartalmazé
tapfolyadékban 24 orat kezelt WRL68 sejtek. A membranban ndvekedett a ferroportin

mennyisége. A Western blottot anti-FP ellenanyaggal készitettik.

Ezt kovetéen a kisérletet a preprohepcidin mutansok transzfektalasaval is

elvégeztiik. Az eldkisérlet alapjan a kezelés idejét hat 6raban hataroztuk meg. A sejteket
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a kezelést kovezden frakciondltuk és vizsgaltuk a hepcidin ferroportin internalizalo
hatdsat. Az M1 mutaciot hordozd hepcidin peptid kotédés hidnyaban a vartnak
megfelelden nem volt képes a receptor internalizaciojara. Ugyanakkor az M2, M3 és M4
mutansok, melyek képesek a ferroportinhoz kétddni, annak internalizaciojat szintén nem
tudtak kivaltani a 6 oras kezelés alatt (12. abra). Az eredmények alapjan elmondhatd,
hogy a hepcidinben mind a négy diszulfid-hid megléte sziikséges a ferroportin
internalizacidjanak kivaltasahoz. Az eredményeket Osszevetve a szerkezeti predikcidval
levonhato az a kovetkeztetés, hogy mig a C7-C23 diszulfid-hid alapveté fontossagu a
hepcidin ferroportinhoz valé kotédésében, addig a receptor internalizaciéban a C13-C14,

vicindlis diszulfid-hidnak lehet szerepe.

WRL68 WRL68 Hep Hep M1 M1 M2 M2 M3 M3 M4 M4
Cyt Mem Cyt Mem Cyt Mem Cyt Mem Cyt Mem Cyt Mem

62kDa FP

12. abra. A mutans hepcidin peptidek internalizald hatasanak vizsgalata. WRL68 sejteket
preprohepcidin/pTriex3-Neo vagy mutaciot hordozé preprohepcidin/pTriex3-Neo plazmid DNS-sel
transzfektaltuk. 24 ora elteltével a hepcidin peptideket tartalmazé médiummal WRL6E8 sejteket
kezeltink 6 oran keresztil. A sejteket Qproteome Cell Compartment Kit segitségével
frakcionaltuk és a membran illetve citoszdl frakciokbol Western blottot készitettink anti-FP 1gG
felhasznalasaval. WRL68 sejtek membran frakcidjat hasznaltuk kontrollnak. Hepcidint tartalmazé
médiummal kezelt sejteknél a ferroportin internalizalédott (Hep Mem). A mutans peptideket
tartalmazo sejttenyésztd folyadékkal kezelt sejtek esetében nem tapasztalhaté a ferroportin
degradacidja, tehat a mutans peptidek nem képesek a receptor internalizaciojara a 6 6ras kezelés

soran.

Kisérleti eredményeink aldtdmasztasdhoz a hepcidinnel, illetve a mutacidt hordozo
hepcidin peptidekkel kezelt sejtekbol totdl vasmeghatarozast végeztiink. Az eredmények
megerdsitették korabbi megfigyeléseinket: csak a hepcidinnel kezelt sejtek esetében
tapasztaltunk vasszint ndvekedést (13. abra). A sejtek a vasat képesek voltak felvenni, de

a ferroportin internalizaciojanak kovetkeztében leadni nem tudtdk. A mutdns hepcidin
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peptidekkel kezelt sejtek tovabbra is képesek voltak a vas exportjara a ferroportinon

keresztiil, igy ezekben a sejtekben nem alakult ki vasfelhalmozodas.
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13. abra. WRL68 sejtekben lévé ferrovas (Fell) meghatarozasa. A hepcidint tartalmazoé
médiummal kezelt sejtek esetében a ferroportin internalizalédott, igy a sejtek csak a vas
felvételétre képesek, annak leadasara nem (Hep). A mutans hepcidin peptideket tartalmazo
sejttenyészté médiummal kezelt sejtek esetében nem tapasztaltunk vasszint névekedést, mely azt
mutatja, hogy ezek a sejtek a vas felvételére és leadasara is képesek. A kapott érékeket a
kezeletlen WRL68 sejtekhez viszonyitottuk és atlag + standard hiba (SEM) formajaban adtuk
meg. *P<0,05

A kisérleti eredményeket Osszefoglalva elmondhatd, hogy a hepcidin stabil
szerkezetét kialakito négy diszulfid-hid alapvetd fontossdgi a hepcidin biologiai
aktivitasanak fenntartasaban. A C7-C23 diszulfid-kotés megléte pedig elengedhetetlen

feltétele a hepcidin-ferroportin interakcié kialakulasahoz.
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4.2. A preprohepcidin és a prohepcidin kapcsolata az alfa-1 antitripszinnel

A szervezetben a vasanyagcserét a hepcidin hormon szabélyozza. Ebben a
szabalyozasban alapvetd szerepet jatszik receptoraval, a ferroportinnal torténd
kapcsolodasa. Mindezidaig a ferroportin-hepcidin interakcion kiviil mas bizonyitottan a
hepcidinhez kotddo fehérje nem ismert. Munkacsoportunk a hepcidin mellett vizsgalta a
hormon prepro- és proformainak lehetséges sejten beliili célfehérjéit, valamint ezeknek a

molekuldknak a hepcidin miikodésében illetve a vas homeosztazisban betdltott funkciojat.

4.2.1. Hepatocita fehérjék in vivo kapcsolata a preprohepcidinnel és az érett hepcidinnel

A BacterioMatch Two-Hybrid rendszer két riporter gént tartalmaz: lacZ és
carbenicillin rezisztencia gén. A két gén akkor fejezddik ki, ha a pBT és a pTRG plazmid
altal expresszalt ,csali” és ,,cél” fehérjék egymadassal Osszekapcsolodnak. Ha a
transzkripcids aktivacio teljesiil, a baktérium kolonidk X-gal (5-bromo-4-chloro-3-
indolyl-galactopyranoside) tartalmu LB agar lemezeken kék szintiek lesznek, és a pozitiv
kontrollhoz hasonl6 novekedést mutatnak carbenicillin-tetraciklin-kloramfenikol-
kanamicin (CTCK) antibiotikumokat tartalmazo taptalajon.

Elsoként a preprohepcidinhez kotd fehérjék feltérképezését végeztik el. A
preprohepcidint ,,csali” fehérjeként hasznaltuk, a humén maj cDNS konyvtar pedig target-
ként szolgalt a kisérletben. X-gal tartalmu agar plate-en kékiilé kolonidkat 250 pg/ml
illetve 500 pg/ml carbenicillin tartalmi taptalajra szélesztettik, majd a jol novod
kolonidkbol plazmidot izolaltunk. Az izolalt plazmidokat ujra kotranszformaltuk
BacterioMatch riporter baktériumtdrzsbe, hogy igazoljuk a fehérje-fehérje interakciokat.
Ezt kovetéen a plazmidokat ujra izolaltuk, majd pTRG plazmidokban 1évé cDNS
szakaszokat szekvenaltuk. A szekvenalas soran kapott DNS szakaszokbol BLASTN
program segitségével azonositottuk a preprohepcidinnel kapcsolodd fehérjéket. Az

eredményeket az 7. Tablazat foglalja 0ssze.
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7. Tablazat. A 84 aminosav hosszusagu preprohepcidin in vivo fehérjekapcsolatai.

Fehérje Swiss-Prot Szdam Funkcio Lokalizacié
Transztiretin P02766 Tiroid hormon kotés Plazmaba
szekretalodik
- . . L. Plazmaba
Alfa-1 savi glikoprotein  P02763 Akut fazis fehérje szekretalodik
Alfa-1 antitripszin P01009 Szerin proteaz inhibitor | \azmaba
szekretalodik
Citokrom P450 P05181 Gyogyszer Membranfehérje
metabolizmus
ATP/ADP transzlokaz P12235 ATP-ADP kicserél6dés Mitokondrium
Enoil-KoA hidrataz P30084 Zsirsav oxidacio Mitokondrium

A preprohepcidin kotdédést mutatott a tiroid-hormon szallitd szérum fehérjével a
transztiretinnel (prealbuminnal) valamint a gyulladasos folyamatokban emelkedett szintet
mutatd ¢és diagnosztikus markerként hasznalt akut fazis fehérjével, az alfa 1-savi
glikoproteinnel, melynek szerepe a plazméban mindezidaig tisztdzatlan.

A legerdsebb kotddést a preprohepcidin az alfa-1 antitripszinnel mutatta, mely a
szerin proteaz inhibitor fehérje csaladba (szerpin csalad) tartozik. A legnagyobb szamban
az A1AT DNS szekvenciaja volt megtalalhatd az izolalt target plazmidokban (a pozitiv
klénok egyharmadéban volt jelen). Ez jelentheti azt, hogy az A1AT-preprohepcidin
kapcsolat alland6 és relevans, ugyanakkor nem zéarhato ki, hogy a hasznalt méaj cDNS
konyvtarban nagyobb szamban volt jelen az A1AT-t kodolé szakasz. Az A1AT-t kodold
DNS szakaszt a pTRG plazmidba klonoztuk, majd vizsgaltuk az interakciojat a pBT
plazmidba klénozott preprohepcidinnel. A kisérlet eredményeként bebizonyosodott, hogy
a preprohepcidin erésen kotddik az A1AT-hez, mivel a magas (500 pg/ml) carbenicillin
Mivel a hepcidin érésében alapvetd szerepet jatszik a furin, egy szerin protedz, ezért a
szerin protedz gatldo A1AT-nek is fontos része lehet a hepcidin érési folyamatdnak
szabalyozasaban.

A preprohepcidint kovetden megnéztilk, hogy az AIAT képes-e kotddni a 60
aminosav hosszusagl prohepcidinnel, illetve a 25 aminosavas érett hepcidinnel. Ehhez a
prohepcidint és a hepcidint kodold cDNS szakaszt a pBT plazmidba kloénoztuk, majd
kotranszformaciot végeztink az Al1AT c¢DNS-t tartalmaz6 pTRG plazmiddal
BacterioMatch riporter baktériumtdrzsben. A carbenicillin tartalmii LB agar plate-en

torténd novekedést figyelembe véve elmondhatjuk, hogy az A1AT szelektiven kot a
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prepro- ¢és prohepcidinhez, de az érett hepcidinnel, valamint a preprohepcidin iranyitd

szekvenciajaval nem mutat interakciot (8. Tablazat).

8. Tablazat. Az alfa-1 antitripszin in vivo kapcsolata a preprohepcidinnel, a prohepcidinnel, és az

érett hepcidinnel.

pBT vektor inszertie  pTRG vektor inszertje Novekedés CTCK plate-en®

preprohepcidin a-1 antitripszin +t

prohepcidin a-1 antitripszin +++

hepcidin a-1 antitripszin -

% kolénia ndvekedés  osztalyozasa: - nincs ndvekedés, +++ erés
ndvekedés

A preprohepcidin a kordbban emlitett fehérjék mellett gyenge interakcidét mutatott
a citokrom P450-el, ATP/ADP transzlokazzal illetve az enoil-KoA hidratazzal. Ezen
fehérjék kozott tobbszords illesztéssel szignifikans hasonlosagot, illetve kdzos domént
nem talaltunk.

A BacterioMatch Two-Hybrid rendszerrel torténd szlirést az érett 25 aminosav
hosszusagu hepcidinnel is elvégeztiik. Az azonositott fehérjék koziil egy sem egyezett a
preprohepcidin esetében talalt fehérjékkel. Erdsebb kapcsolatot minddssze két fehérjével
talaltunk: a CD74 membran fehérjével ¢és a ferritin nehézlanccal. Ezeknek az

interakcidknak a feltérképezése még tovabbi kisérleteket igényel.
4.2.2. In vitro GST-fuzios fehérje kotési esszé

A preprohepcidint és az AlAT-t kodolo cDNS szakaszokat indukalhatd
expresszios vektorokba klonoztuk (pGex4T-1 illetve pETS1b(+)). A rekombinans

plazmidokat BL21 sejtbe transzformaltuk, majd expresszaltattuk. A preprohepcidin

expressziojat Western blottal ellendriztiik (14. abra).
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36 kDa[ == | preprohepcidin-GST

14. &bra. Bakterialisan expresszalt preprohepcidin. A preprohepcidint a pGex4T-1 expresszios
vektorba klénoztuk, majd BL21 baktériumtdrzsbe transzformaltuk. A sejteket indukciét kdvetben
Osszegy(jtottik, a sejtlizatumot 14%-os SDS-poliakrilamid gélen futattuk, majd blottoltuk. A

Western blottot anti-hepcidin ellenanyaggal hivtuk el6.

A glutation S-transzferdz (GST) tag-et hordozé preprohepcidint glutation szefardz
gyongyon affinitas tisztitottuk, majd vizsgaltuk kotddését az A1AT expresszalo BL21
lizatummal, illetve human szérumban 1évé A1AT-el. A két fehérje interakciojat Western
blottal mutattuk ki, anti-A1AT IgG ellenanyagot hasznalva. A preprohepcidin-A1AT in
vitro kotddés specifikusnak bizonyult. A negativ kontrollként alkalmazott GST-t hordozé

szefar6z gyonggyel az AIAT minimalis kotddést mutatott (15. abra).

A B

47 kDa | « - — == A1AT

15. 4bra. Preprohepcidin-A1AT in vitro (pull down) kétési esszé. BL21 E. coli torzsben expresszalt
GST illetve preprohepcidin-GST fuzids fehérjét Glutathione Sepharose 4B gyongyokkel affinitas
tisztitottuk. A gyongyoket A1AT-t eszpresszald BL21 sejtlizatummal, illetve human szérummal
reagaltattuk. A fehérje komplexeket elualtuk, majd a Western blottot anti-A1AT ellenanyaggal
hivtuk el6. A. (a) Pozitiv kontroll: A1AT fehérjét expresszald BL21 sejtlizatum. (b) Negativ kontroll:
ATAT-t expresszald BL21 sejtlizatum és GST-glutation szefar6z gydngy interakcidja. (c) A1AT-t
expresszalé BL21 sejtlizatum és preprohepcidin-GST fuzios fehérjét hordozé glutation szefaroz
gyongy kotési esszé. B. (a) Negativ kontroll: GST-glutation szefar6z gydngy és human szérum
interakcidja. (b) In vitro kotési esszé human szérummal és preprohepcidin-GST fuzids fehérjét

hordozé glutation szefaréz gyénggyel.

52



4.2.3. A preprohepcidin és az AIAT mRNS expresszioja egymassal parhuzamosan valtozik

Megvizsgaltuk a preprohepcidin  overexpresszidjanak illetve antiszensz
technikaval torténd csendesitésének hatdsit az AIAT mRNS expresszidjara. WRL68
sejtvonalat preprohepcidin/pTriex3-Neo plazmiddal transzfektaltunk, majd RNS izolalas
¢s cDNS szintézist kovetden Real-Time PCR-ral 470-szeres preprohepcidin mRNS
expresszio novekedést tapasztaltunk. Antiszensz technika alkalmazésaval (preprohepcidin
antiszensz/pcDNA3.1) preprohepcidin szintet 63%-ra redukaltuk a kezeletlen sejtekhez
viszonyitva (16A. abra). Emellett az A1AT mRNS expressziojat is vizsgaltuk, melynek
értéke a preprohepcidin overexpresszidja soran tobb mint kétszeresére novekedett. A
preprohepcidin szintjének 37%-os csokkenésekor az A1AT mRNS expresszidja kozel az

egynegyedére (28%-ra) csokkent a kezeletlen sejtekhez viszonyitva (16B. abra).
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16. dbra. A1AT mRNS szintjének valtozasa preprohepcidin overexpresszidé és preprohepcidin
csendesités hatasara WRL68 sejtvonalon. Az mRNS szinteket Real-Time PCR-rel hataroztuk
meg, az expresszios szinteket a B-aktinhoz, mint referencia génhez viszonyitottuk. Az értékeket
harom flggetlen mérés atlaga + standard hiba (SEM) formajaban adtuk meg. (A) A

preprohepcidin mMRNS szintje a két kezelést kovetéen. (B) Az A1AT relativ mRNS expresszidja
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parhuzamosan valtozik a preprohepcidin mMRNS szintjével a kezelések hatasara. *P<0,01 a

kezeletlen sejtekhez viszonyitva.

4.2.4. A prohepcidin és az AIAT in vivo keresztbekotése Huh7 sejtvonalon

A kisérlet soran bizonyitottuk, hogy az AIlAT in vivo kapcsolodik a
preprohepcidinnel Huh7 sejten belill. Huh7 sejteket preprohepcidin/pTriex3-Neo
plazmiddal (preprohepcidin a C-terminalis végén His-tag-et hordoz) transzfektaltuk, majd
24 ora elteltével a sejtkultirat DSS reagenssel kezeltiik. A preprohepcidinhez kotédott
fehérjéket His-tag-gel rendelkezd fehérjék szelektiv megkotésére alkalmas NiNTA agardz
gyonggyel tisztitottuk. A gyongyok mosasa utan a kotdédott fehérjéket Laemmli pufferrel
eludltuk, majd Western blottot végeztiink. A membrant anti-A1AT IgG ellenanyaggal
hivtuk eld. Az A1AT-t kotd preprohepcidin specifikusan egy csikot ad, bizonyitva, a két
fehérje in vivo kapcsolatat. A kisérletet megismételtiik a negativ kontrollként szolgald

iires pTriex3-Neo plazmiddal, melynek sordn nem kaptunk jelet (17. abra).

a b
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17. &bra. Az A1AT és a prohepcidin in vivo keresztbekotése Huh7 sejtvonalon. A Huh7 sejteket
His-tag-es preprohepcidint expresszald plazmid DNS-sel transzfektaltuk, majd disuccinimidil-
szuberattal (DSS) kezeltik. A fehérje komplexeket NINTA agar6éz gydnggyel tisztitottuk, majd
Western blottot végeztink. A membrant anti-A1AT ellenanyaggal hivtuk elé. (a) Negativ kontroll: a
sejteket Ures pTriex3-Neo plazmiddal transzfektaltuk. (b) A Huh7 sejteket preprohepcidin/pTriex3-

Neo plazmiddal transzfektaltuk.

4.2.5. Az AIAT a szérumban a prohepcidinhez kétodik
A plazmadban 1évé A1AT ¢és prohepcidin kapcsolatdt szérum ultrafiltracios

esszével vizsgaltuk. Egészséges donoroktdl szdrmazod szérumot Microcon-YM30

oszlopon ultrafiltraltunk, mely a 30 kDa-nal nagyobb fehérjéket nem engedi at. El0szor a
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Hepcidin Prohormone ELISA Kit-tel. A prohepcidin 6nmagaban nem kotédott a
Microcon oszlop membrénjahoz, és az AlAT nem volt kimutathatdé a szérum
ultrafiltratumbol. A szérum prohepcidin szintek atlaga 210 pg/ml, ugyanakkor az elsd
ultrafiltratum prohepcidin koncentracioja 71,7 pg/ml atlagértéket mutatott (18. abra).
Ezek alapjan a szérumban 1évd prohepcidin 60%-a a 30 kDa-nal nagyobb fehérjékhez
kototten fordul eld, melynek egy része az A1AT lehet.

Tovéabbiakban azt bizonyitottuk, hogy a szérumban 1év0 szabad prohepcidint az
ATAT képes megkotni. Az elsd szérum ultrafiltratumhoz 1,5 g/ A1AT-t adtunk, majd
inkubalds utan tovabbi ultrafiltraciot végeztink, majd a masodik ultrafiltratum
prohepcidin tartalmat is meghataroztuk. A prohepcidin koncentraci6é tovabb csokkent a

crer
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YM-30 oszlopon filtraltuk. Az igy kapott elsd ultrafiltratumot 1.5 g/L A1AT-el inkubaltuk, majd ismét
centrifugaltuk (masodik ultrafiltratum). Ezt kdvetben meghataroztuk a kiindulasi szérum, az elsé
és a masodik ultrafiltratum prohepcidin koncentraciojat Hepcidin Prohormone ELISA Kit-tel. Az
értékeket harom fliggetlen mérés atlaga + standard hiba (SEM) formajaban adtuk meg. *P<0,01 a

szérumhoz viszonyitva; **P<0,01 az elsé ultrafiltratumhoz viszonyitva.

A szérum prohepcidin-A1AT kapcsolat specifikussdganak  vizsgalatara
koimmunprecipitaciot végeztiink. Anti-A1AT ellenanyagot CNBr-aktivalt szefaréz
gyongyhoz kotottiink, majd human szérummal inkubaltuk. A szefar6z gyongyoket
lemostuk, majd az A1AT-hez kotodott fehérjéket Laemmli pufferrel elualtuk és dot

blottot végeztiink anti-hepcidin ellenanyaggal. A dot blot erds pozitiv jelet adott, mutatva,

55



az A1AT és a prohepcidin in vivo interakcidjat a szérumban. A kisérletben a szabad (nem
kotott) prohepcidint tartalmazd szérum ultrafiltratum szolgalt negativ kontrollként (19.

abra).

a

b C
i

19. abra. Az A1AT és a prohepcidin kétédésének bizonyitasa koimmunprecipitaciéval. Az A1AT-

hez asszocialt fehérjéket CNBr-aktivalt szefar6z gydngyhoz kotott anti-A1AT IgG-vel tisztitottuk ki
human szérumbdl. A gydngyrél elualt fehérjékkel dot blottot végeztiink anti-hepcidin ellenanyag
felhasznalasaval. (a) Negativ kontroll: Szabad prohepcidint tartalmazé szérum ultrafiltratumot
A1AT ellenanyagot hordozé CNBr-aktivalt szefaréz gyénggyel inkubaltuk. (b) Pozitiv kontroll:

Szintetikus érett hepcidin. (¢) Koimmunprecipitacié human szérummal.

Hasonlo affinitastisztitast végeztink el ZipTip segitségével: az AlAT
ellenanyagot a ZipTip C18-as oszlophoz kotottiik, majd human szérummal inkubaltuk. A
mintat elualast kovetéen MALDI TOF tomegspektrométeren analizaltuk. A kisérlethez
BL21 E. coli torzsben expresszalt His-tag-es prohepcidint hasznaltunk, melyet el6zdleg
NiNTA oszlopon tisztitottunk, majd elualtunk. A bakteridlisan expresszalt kontroll
prohepcidin-His molekulatomege 7760.08 Da. Az analizis soran, a spektrumon két cstcs
jelent meg, az 1410.96 m/z értéki, mely a 6xHis-tag-hez és a prohepcidin C-terminalis
végén 1évé 6t aminosavhoz (MCCKTHHHHHH) tartozo érték (20A. abra), illetve a
prohepcidin tovabbi 55 aminosavahoz tartozo 6349.12 m/z értékli. A szérumbol ZipTip
affinitas tisztitott prohepcidin ugyanezt a 6349.14 m/z értékii csucsot mutatta, mely
hasonl6 fragmentacioéra utal (20B. abra). Ezen a spektrumon az MCCKT aminosavakhoz
tartozo csucs nem jelent meg, mivel a detektalas 1000 m/z és 7500 m/z értéktartomanyban
tortént az alacsony molekulatdomegli matrix molekuldk zavard jeleinek kizarasa

érdekében.
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20. abra. A1AT kotott prohepcidin ZipTip affinitas tisztitasa és tdmegspektrometrias analizise. A
szérumban lévé A1AT-hez asszocialt prohepcidint ZipTip C18 oszlophoz kotétt anti-A1AT
ellenanyaggal tisztitottuk. A mintakat MALDI TOF tomegspekirométerrel analizaltuk. (A) BL21
baktériumtdrzsben expresszalt prohepcidin-His fuzios fehérjét hasznaltuk a kisérletben
prohepcidin standardként. A prohepcidin-His molekulatdtmege 7760,08 Da. A spektrumon
megjelend 1410,96 m/z és 6349,12 m/z értékek a prohepcidin-His fehériének két fragmentjét
mutatjak. Az 1410,96 m/z értékl csucs a hat hisztidinhez és a prohepcidin C-terminalisan lévé 5
aminosavhoz tartoz6 érték (MCCKTHHHHHH). (B) Az affinitas tisztitott prohepcidin kimutatasa
human szérumbol. A 6349,14 m/z értékl csucs a prohepcidin azonos fragmentjét mutatja, mint a

standard esetében.

4.3. A prohepcidin expresszio szabalyozasanak uj modja

Munkacsoportunk a hepcidin sejten beliili interakcioinak feltérképezésén tul a
fehérje expresszid szabalyozasanak lehetséges tUtvonalait vizsgalta. Irodalmi adatok
alapjan ismert, hogy a HAMP gén kifejez0dését a majban szdmos faktor befolyasolja. A
pozitiv regulatorok koziil a legtobbet vizsgalt fehérjék az 6roklott hemokromatozis fehérje
(HFE), a transzferrin receptor 2 (TfR2), a hemojuvelin (HJV) és a csont morfogén

fehérjék (BMP). Ugyanakkor a hepcidin szabalyozdsdban szamos, a szervezet

57



vasszintjétdl fiiggetlen faktor is szerepet jatszik: hipoxia, gyulladasos folyamatok, eritroid
faktorok. A hepcidin szintézisének gatlasaban szerepet jatszé fehérjékrél viszonylag
keveset tudunk még. Az elsé negativ regulatorként azonositott molekula a 7TMPRSS6 gén
altal kodolt matriptaz-2, mely a membranban elhelyezkedé HJV elhasitasaval gatolja a
hepcidin génjének aktivaciojat. A HAMP gén masodik potencidlis inhibitora a nemrégen
leirt SMAD7 fehérje, mely a TGF- és a BMP jelatvitelt gatolva csokkenti a hepcidin
expressziojat.

A HAMP gén transzkripcidés szabalyozéasat, valamint az érett hepcidin
vasanyagcserét szabalyozo funkcidjat mar jol ismerjiik, ugyanakkor a prohepcidin a
majsejtekben és a vérben betoltott szerepérdl keveset tudunk. A prohepcidint eldszor egy
nukledris peptidként irtak le, majd kimutattdk a Golgi apparatusban és citoplazmatikus
granulumokban is. Munkacsoportunk az irodalmi adatokat alapul véve prohepcidin
majsejten beliili lokalizacidjanak vizsgalatat és a propeptid esetleges expressziot
szabalyozd szerepének kimutatdsat tzte ki célul. Mivel munkacsoportunk korabban
kimutatta, hogy az A1AT specifikusan kétddik a prohepcidinhez mind a szérumban, mind
pedig a majsejteken beliil, lehetségesnek tartottuk, hogy A1AT szerepet jatszik a HAMP

gén expressziojanak szabalyozasaban.

4.3.1. A prohepcidin lokalizdacioja majsejtekben

WRL68 hepatocita sejteket prohepcidint kodold pTriex3-Neo expresszids
vektorral tranziensen transzfektaltuk, majd az overexpresszalt prohepcidin celluléris
lokalizaciojat in vivo immuncitokémiaval vizsgaltuk. A sejteket anti-prohepcidin
beliili elhelyezkedését 1ézer scanning konfokalis mikroszkop segitségével térképeztiik fel.
Az eredmények azt mutatjak, hogy a prohepcidin granularis citoplazmatikus festédés

mellett, mely a fehérje vezikularis elhelyezkedésére utal, megtaldlhato a majsejtek

crer
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21. abra. A prohepcidin a WRL68 majsejtek citoplazmajaban és a sejtmagjaban lokalizalédik. A
WRL6E8 sejteket prohepcidin/pTriex3-Neo plazmiddal transzfektaltuk. 24 ora elteltével a sejteket
fixaltuk majd az overexpresszalt prohepcidin-His sejten bellli elhelyezkedését in vivo
immuncitokémiaval mutattuk ki, anti-prohepcidin elsé ellenanyag és Cy3-konjugalt anti-nyul
masodik ellenanyag felhasznalasaval (bal oldali abra). A sejtmagok lathatova tételéhez Hoechst
festést végeztiink (k6zéps6 abra). A ,mergelt” , egyesitett kép jobbra lathaté. A méret skala 20

um-t jeldl.

4.3.2. A prohepcidin a HAMP gén promoteréhez kotodik

A fehérje sejtmagi lokalizacigja felveti annak a lehetdségét, hogy a prohepcidin
génexpresszid befolydsold szerepet is betdlthet, szabalyozhatja a sajat génjének (HAMP)
kifejez0dését. A prohepcidin DNS kotd képességének meghatdrozasdhoz Kumar és
munkatarsai altal kifejlesztett SVM (Support Vector Machine) alapt predikcids
algoritmust hasznaltunk (http://www.imtech.res.in/raghava/dnabinder, Kumar et al.,
2007). Az analizist a 60 aminosav hosszusagu prohepcidinnel és az érett hepcidinnel
egyarant elvégeztikk. Az eredményeket a 9. Tablazat tartalmazza. A prohepcidin
elemzésekor kapott SVM értékek mind az aminosav Osszetételt (1,47) mind pedig a
PSSM-et (position-specific scoring matrix, 1,07) alapul véve meghaladtik a

kiiszobértéket, ami valoszinisiti, hogy a prohepcidin rendelkezik DNS koté motivummal.
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A 25 aminosavas hepcidin esetében az eredmények azt mutatjak (SVM értékek: 0,03 és

0,16), hogy az érett hepcidin nem tartalmaz DNS k&t6 régiot.

9. Tablazat. A prohepcidin és a hepcidin DNS koté képességének meghatarozasa SVM alapu

predikcids algoritmussal, aminosav 0sszetétel és PSSM alapjan.

Modszer Dataset  Prohepcidin Hepcidin
Aminosav Main 1,47 0,03
Osszetétel

PSSM Main 1,06 0,16

A prohepcidin DNS kotési képességének igazolasdhoz a lehetséges sejtmagi
célmolekuldkat kerestiink. Elészor azt a lehetdséget vizsgaltuk meg, hogy a prohepcidin
befolyasolhatja a sajat expressziojat. A prohepcidin-HAMP prométer kotddésének
vizsgalatdhoz kromatin immunprecipitaciot végeztiink, majd egy PCR alapu promoter
kotési esszét dolgoztunk ki.

A kromatin immunprecipitacibhoz WRL68 sejteket preprohepcidin/pTriex3-Neo
plazmiddal transzfektaltuk. Mivel a prohepcidin C-terminalisan histidin tag-et hordoz,
ezért a fehérje-DNS komplexek immunprecipitaciojat Penta-His ellenanyaggal végeztiik
el. A tisztitott DNS-b6l PCR reakciot végeztink HAMP specifikus primerekkel. A
prohepcidin-HAMP kotodés specifikussaganak vizsgéalatahoz a PCR reakcidt tranzin
specifikus primerekkel is elvégeztiik. Ebben az esetben az input DNS-nél igen, az
immunprecipitalt mintdban nem kaptunk terméket (dbra nem mutatja), tehat eredményiink
specifikus a HAMP promoterre nézve.

Az eredmények alapjan elmondhato, hogy a prohepcidin képes kotédni a HAMP
promoter 942 bp hosszsagu darabjdhoz (22. abra).
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22. &bra. A prohepcidin-HAMP prométer kromatin immunprecipitacidja. A prohepcidin képes
kotédni a sajat promoteréhez (anti-His). A polimeraz lancreakciot HAMP promoter specifikus
primerekkel végeztik el. A kisérletben pozitiv kontrollként az un. input DNS-t hasznaltuk, mely
tartalmazza a sejt teljes DNS allomanyat. Negativ kontrollként anti-nyul 1gG-vel immunprecipitalt
DNS-t hasznaltuk fel.

Az altalunk kifejlesztett kotési probahoz a C-terminalisan His-tag-et (6 hisztidin)
hordozé prohepcidint overexpresszaltuk WRL68 sejtvonalban, majd a fehérjét sejtmag
kivonatbdl izolaltuk Penta-His ellenanyagot hordozd6 CNBr-aktivalt szefardéz gyongyok
segitségével. Ezt kovetden a prohepcidint hordozé gyongydket HAMP promoter probaval
inkubaltuk. A peptid-DNS komplexet eludltuk a szefardéz gyongyok felszinérél, majd a
prohepcidin-HAMP kotédés kimutatasahoz az eludtumot templatként hasznalva PCR-t
végeztiink HAMP prométer specifikus primer parral.

Az eredmények azt mutatjdk, hogy a prohepcidin képes kotddni a sajat
promoteréhez. A kisérlet soran csak a prohepcidin-His peptid jelenlétében kaptunk pozitiv
PCR reakciot (23. abra). Az elvégzett kontroll kisérletek esetében nem kaptunk ktodést.
(1) magkivonat nélkiil, a HAMP promoter proba dnmagaban nem kotddik a Penta-His
CNBr-aktivalt szefaroz gyongyokhoz. (2) csak a hisztidin tag-et expresszalod sejtekbdl
készitett nukledris extrakt sem mutat interakciét a promoter probaval: a His-tag
onmagaban nem koOti meg a promoter probat, illetve mas DNS-kotd fehérjék sem
kotédnek nem-specifikusan a gyongyokhéz. (3) a tranzin promoéter probaval végzett
kotési reakeid sem mutatott pozitiv reakcidt: a prohepcidin specifikusan kotédik a HAMP

promoterhez.
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23. abra. A prohepcidin a HAMP gén prométeréhez kotédik. WRL68 sejtekbdl
immunprecipitacioval izolalt prohepcidin-His fehérijet HAMP promoéter prébaval inkubaltunk. A
prohepcidin-His-hez kotédott DNS-t PCR templatként hasznaltuk. A polimeraz lancreakciét HAMP
promoter specifikus primerekkel végeztik el (prohepc+tHAMP). A kontroll reakcidkban nuklearis
extrakt nélkal (gyongy+HAMP), His-tag-et expresszald sejtek nuklearis kivonataval (HistHAMP),
és HAMP promoéter préba helyett tranzin promoéter probaval (prohepc+TR) végeztik el a
kisérletet. A pozitiv kontrollok esetében leukocita kromoszémalis DNS-t hasznéltunk PCR

templatként.

A Kkisérletet elvégeztiik azzal a modositassal, hogy az azonos modon transzfektalt
WRL68 sejtekbdl készitett sejtmag kivonatot eldészor a HAMP promoéter probaval
inkubaltuk, majd ezt kdvetéen a HAMP-prohepcidin-His komplexeket tisztitottuk Penta-
His CNBr-aktivalt szefar6z gyongyokkel. A korabbi eredményekhez hasonléan csak a
prohepcidin-His fehérjét tartalmazé sejtmag kivonat mutatott pozitiv interakciét a HAMP
promoter probaval (abra nem mutatja). Mindezek alapjan elmondhat6, hogy a prohepcidin
specifikusan kotédik a sajat génjének promoteréhez.

A kapott eredmények felvetik annak a lehetdségét, hogy a prohepcidin nem
onmagaban kotddik a promoéteréhez, hanem egy nagyobb komplex részeként, mely
tartalmazhat mas DNS-kotd fehérjét/fehérjéket. Ezeknek a fehérjéknek a jelenléte a
nuklearis kivonatokban hozzajarulhattak a prohepcidin-HAMP pozitiv interakcidjahoz.
Ahhoz, hogy megallapitsuk, hogy a prohepcidin egyediil vagy més fehérjékkel alkotott
komplex forméjdban képes-e a HAMP gén promoteréhez kotni, a prohepcidin-His
fehérjét BL21 baktériumtorzsben termeltettiik. Az igy expresszalt prohepcidin nem képes

az esetleg sziikséges nuklearis DNS-koto fehérjékkel komplexet képezni. A prohepcidin-
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His peptidet immunprecipitacioval tisztitottuk és a korabbi kisérletekkel azonos modon
elvégeztik a HAMP promoter kotési probat. Az eredmények alapjan elmondhato, hogy
csak a bakteridlisan expresszalt prohepcidin-His fehérjét tartalmazé minta mutatott
pozitiv PCR reakciot, mig DNS kotédést a kontroll mintdk esetében nem tapasztaltunk
(24. abra). A kisérleti eredmények azt bizonyitjak, hogy a prohepcidin énmagaban, mas

nuklearis DNS-kot6 fehérjék nélkiil is képes a sajat génjének promoteréhez kotddni.

Gydngy Histag prohepc prohepc
marker +HAMP +HAMP +HAMP +TR HAMP TR

1000 —
700 —

400 —

200 —

BL21

24. &bra. A prohepcidin mas nuklearis DNS-k6t6 fehérjék nélkil is képes kotédni a prométeréhez.
BL21 baktériumsejtekbdl immunprecipitaciéval izolalt prohepcidin-His fehérjét HAMP promoter
prébaval inkubaltunk. A prohepcidin-His-hez k6tédott DNS-t PCR templatként hasznaltuk. Csak a
prohepcidin-His fehérjét tartalmazé minta esetén kaptunk kétédést (prohepc+HAMP). A kontroll
kisérletek esetében (Gyongy+HAMP, His tag+tHAMP, prohepc+TR) nem kaptunk PCR terméket.

A pozitiv kontrollhoz leukocita kromoszémalis DNS-t hasznaltunk PCR templatként.

4.3.3. A prohepcidin csokkenti a sajat génjének (HAMP) expressziojat

Miutan bizonyitast nyert, hogy a prohepcidin képes a sajat génjének promoteréhez
kotddni, tovdbbiakban arra kerestiik a valaszt, hogy ennek az interakcionak lehet-e
szerepe a HAMP gén szabalyozasaban. A prohepcidin HAMP génre kifejtett hatdsanak
vizsgéalatdhoz, a HAMP promoter aktivitasat mértiik eltérd intracellularis prohepcidin
szintek mellett.

A prohepcidin sejten beliilli mennyiségének emeléséhez a WRL68 sejteken
tranziens transzfekciot végeztiink a preprohepcidin kodold DNS-ét tartalmazd pcDNA3.1

plazmiddal. A prohepcidin szint csokkentését antiszensz technika segitségével végeztiik
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el. Ebben az esetben a preprohepcidin antiszensz DNS-ét tartalmazd pcDNA3.1 vektorral
transzfektaltuk a sejteket. A HAMP promoter aktivitasdnak meghatarozasahoz a promoter
942 bazispar hossziisagli darabjat a szentjanosbogar luciferaz enzimét kodoldé DNS
szakasszal fuzionaltattuk pGL3 expressziés vektorban. Az igy elkészitett plazmiddal
kotranszfekciot ~ végeztink  preprohepcidin/pcDNA3.1 vagy  preprohepcidin
antiszensz/pcDNA3.1 plazmid DNS-el WRL68 sejtvonalon. A preprohepcidin mRNS
expresziojat Real-Time PCR segitségével, a promoter aktivitdsanak valtozasat luciferaz
enzimaktivitas méréssel hataroztuk meg.

Normal prohepcidin szint mellett a HAMP promoter-luciferaz riporter vektor
aktivitasat tekintettiik a WRL68 sejtek alap promoter aktivitdsanak. Ezt az alap aktivitast
itéltik 100%-nak (25A. abra). Overexpresszio hatasara a preprohepcidin mRNS szintje
435-sz0rosére novekedett a normdl prohepcidin szinthez képest, a HAMP promoter
aktivitasa ezzel szemben az alap aktivitds 52%-ara csokkent. A prohepcidin
mennyiségének csokkentésére a sejtek sokkal erételjesebben reagéltak. Antiszensz DNS
hatasara a preprohepcidin mRNS expresszidja a normal szint 63%-ara redukalddott, mig
a HAMP promoter aktivitdsa az alap aktivitas 5,2-szeresére emelkedett.

Annak ellen6rzésére, hogy a HAMP promoéter aktivitdsdnak valtozasat
ténylegesen a prohepcidin illetve annak hidnya €s nem csupan a prepro régié okozza, a
kisérletet elvégeztiik a kovetkez0 modon is: a hepcidint megel6zé prepro szakaszt
fuzionaltattuk a citoszolikus elhelyezkedésti glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz
(GAPDH) koédolo régidjaval, majd pTriex3-Neo plazmidba klonoztuk. Ezt kdvetden a
luciferdz  esszét  megismételtik a  prepro-GAPDH/pTriex3-Neo  plazmid
transzfektalasdval. A promoter aktivitdsa nem valtozott szignifikansan (98%) a kontroll
sejtekhez képest.

A prohepcidin HAMP promoterre gyakorolt hatdsanak, specifikussagénak
vizsgélatdhoz a kisérletet a tranzin promoterrel is elvégeztiik. Ehhez a tranzin promoter
591 bp hosszusagu darabjat pGL3 vektorba kloénoztuk, majd vizsgaltuk a prohepcidin,
illetve a prohepcidin antiszensz DNS hatdsat a tranzin promoter aktivitaséra.
Eredményeink azt mutatjadk, hogy sem a prohepcidin overexpresszidja, sem annak
mennyiségi csokkenése nem valtoztatja meg szignifikdnsan a promoter aktivitasat (109-
109%). Tehat a prohepcidin hatasa specifikus a HAMP promoterre nézve.

A Kkisérletet elvégeztiik az érett hepcidin kodold6 DNS-ét tartalmazo pTriex3-Neo
plazmid WRL68 sejtbe torténd transzfekcigjaval. Ebben az esetben az érett hepcidin

szintjének emelkedése a HAMP promoter aktivitasara nem volt negativ hatdssal (abra
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nem mutatja). Tehat a kapott eredmények specifikusak a hormon pro-formajara.
Kisérleteink eredményei alatamasztjak a hipotézisiinket, mely szerint a prohepcidin képes
szabalyozni a sajat génjének expresszidjat, azaltal, hogy hozzakoétédik a HAMP gén

promoteréhez €s csokkenti annak aktivitasat.
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25. abra. A HAMP promoter aktivitasat a prohepcidin és az A1AT szintje is befolyasolja. (A)
WRL68 sejtekben a prohepcidin intacellularis szintjét preprohepcidin/pcDNA3.1  vagy
preprohepcidin antiszensz/pcDNA3.1 plazmidok transzfekcidjaval emeltik illetve csdkkentettik. A
HAMP prométer 942 bp hosszusagu darabjat fuzonaltattuk a szentjanosbogar luciferaz enzimét
kodold DNS szakasszal pGL3 plazmidban, majd kotranszfekcidt végeztiink az igy elkészitett
vektorral WRL68 sejteken. A transzfekcid hatékonysaganak meghatarozasahoz pSV-f3-
Galactosidase Control Vector-t alkalmaztunk. 24 ¢ra elteltével a sejteket 6sszegydijtéttik, majd a
sejt extraktumokbdl luciferdz aktivitdst mértiink. A kapott aktivitas értékeket a normal prohepcidin
szintet mutaté kezeletlen WRL6E8 sejtekhez viszonyitottuk. (B) WRLE8 sejteket kotranszfektaltuk
A1AT/pTriex3-Neo illetve HAMP/pGL3 vektorokkal. 24 6ra elteltével a sejteket dsszegyjtottik,
majd luciferaz aktivitast mértiink. A kapott értékeket a normal A1AT szintet mutatdé kezeletlen
WRL6E8 sejtekhez viszonyitottuk. A HAMP promoteraktivitast a fehérjekoncentraciét és a B-
galaktozidaz aktivitast is figyelembe véve adtuk meg szazalékban kifejezve. Az értékeket harom

fuggetlen mérés atlaga + standard hiba (SEM) formajaban adtuk meg. *P<0,05 a WRL68
sejtekhez viszonyitva.
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4.3.4. Az AIAT altal kotott prohepcidin nem gatolja a HAMP gén expressziojat

Kordbban kimutattuk, hogy a prohepcidin specifikusan kotddik az -1
antitripszinhez a sejten belill és a szérumban is. Feltételezhetden ennek a kapcsolatnak a
prohepcidin poszttranszlaciés moédosuldsaiban van szerepe. Az o-1 antitripszin
valosziniileg védi a prohepcidint a furin altali hasitastol.

Kovetkezokben azt vizsgaltuk, hogy a két fehérje kapcsolata befolyasolja-e a
HAMP gén expresszidjat. Ennek felderitéséhez WRL68 sejtekben overexpresszaltuk az
A1AT-t, majd vizsgaltuk a HAMP promoter aktivitdsara kifejtett hatasat Luciferaz
esszével. Az A1AT mRNS szintjének novekedését Real-Time PCR-ral ellendriztiik (dbra
nem mutatja). Az A1AT overexpresszid0 hatisara a HAMP promoéter aktivitas
haromszorosara emelkedett, a kezeletlen, normal A1AT szintet mutatd6 WRL68 sejtekhez
képest (25B. abra). Az emelkedett promoter aktivitas azt mutathatja, hogy az A1AT altal
kotott prohepcidin nem képes a HAMP gén expressziojat csokkenteni.

Tovabbiakban azt vizsgaltuk, hogy az AT1AT altal kotott prohepcidin képes-e a
HAMP promoterhez kotddni. WRL68  sejteket A1AT/pTriex3-Neo plazmiddal
transzfektaltunk, majd 24 6ra mulva a sejtlizatumokbdl immunprecipitacioval izolaltuk a
fehérjét. Az AIAT jelenlétét Western blottal igazoltuk anti-A1AT ellenanyag
felhasznalasaval (dbra nem mutatja). Ezt kovetéen a mintdkbol dot blottot készitettiink
anti-hepcidin ellenanyaggal. Az eredmények azt tAmasztottdk ala, hogy a mintdban nem
csak az A1AT, hanem az A1AT-hez kotott prohepcidin is jelen van (26A. abra).

Az immunprecipitacioval tisztitott A1AT-prohepcidin komplexszel elvégeztiik a
HAMP promoéter kotési probat a kordbban leirtak szerint. A kotési proba alapjan
elmondhatjuk, hogy sem a prohepcidint nem ko&td, ,szabad” Al1AT (BL21
baktériumtorzsben termelt), sem az A1AT altal kotott prohepcidin nem képes a HAMP
promoterhez kapcsolodni (26B. abra).

A kisérleti eredményeket Osszegezve feltételezhetd, hogy csak az A1AT altal nem
kotott, tehat ,,szabad” prohepcidin képes a sajat promodteréhez kotddni, és ezaltal

csokkenteni a HAMP gén expressziojat.
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26. dbra. Az A1AT altal kotott prohepcidin nem Iép interakcioba a HAMP prométerrel. (A) WRL68
sejtekben overexpresszalt A1AT fehérjégt a hozza kotdédott prohepcidinnel  egyutt
immunprecipitaciéval tisztitottuk, majd dot blottot készitettink anti-hepcidin ellenanyag
felhasznalasaval. (A1AT(WRL6E8)). Pozitiv kontrollként a WRLE8 sejtekbdl izolalt prohepcidin-His
fehérjét hasznaltuk (prohepc(WRL68)). Negativ kontrollként BL21 baktériumtdrzsben termelt,
majd tisztitott A1AT-t hasznaltunk A1AT(BL21)). (B) WRL68 (A1AT(WRL68)+HAMP) és BL21
(ATAT(BL21+HAMP)) baktériumtdrzsbdl Penta-His CNBr-aktivalt szefar6z gydngyokkel A1AT-His
fehérjét izolaltunk, majd HAMP prométer koétési esszét végeztiink. Csak a ,szabad” prohepcidint

tartalmaz6 minta adott pozitiv PCR reakciét (prohepc+HAMP).
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5. Megbeszélés

A HAMP gén éltal kodolt hepcidin egy Gjonnan leirt peptid hormon, mely f6ként a
majban termelddik [112]. Az emberi szervezetben eddig két fontos szerepét irtak le:
szabalyozza a szervezet vashaztartdsat, valamint részt vesz a korokozok elleni
védelemben [113-115]. A fehérje egy 84 aminosav hossziisdgi prepro forméaban
szintetizalodik, majd a szignal szekvencia lehasaddsa utan a 60 aminosavas prohepcidin a
Golgi késziilékbe keriil és érett hepcidinné alakul [17]. A 25 aminosav hosszusagu
hepcidint a majban termel6dd prohormon konvertdz a furin szerin protedz hasitja le a
proformébol [15]. A szérumban mind a prohepcidin, mind pedig az érett hepcidin jelen
van, biologiai aktivitdssal azonban csak az érett forma rendelkezik. A hormon a
receptorahoz, a ferroportinhoz kotédve fejti ki szabalyozé hatdsat. A ferroportin egy 12
transzmembran doménnel rendelkezd, 62 kDa nagysagu, komplex molekula. A
ferroportin a hepcidin kotddésének hatdsara internalizalddik, majd degradalédik. Ennek
kovetkeztében az enterocitdk kevesebb vasat adnak le a keringésbe, ezéltal a bélbdl
torténd vasfelvétel csokken. A hepcidin negativan regulalja a makrofagokbol torténd
vasexportot is, ezaltal csokken a szérum vasszintje.

Az érett hepcidin nyolc ciszteint tartalmaz, melyek négy diszulfid-hidat képezve
stabilizalja a peptid szerkezetét. A peptidben taldlhaté egy szokatlan vicindlis diszulfid-
hid, mely a 13. és 14. cisztein kozott a hajtiikanyarban helyezkedik el. Ennek a diszulfid-
hidnak nagy jelentdséget tulajdonitanak a hepcidin szerkezetének kialakitasaban ¢és
funkcidjanak betoltésében. Az amfipatikus (asszimetrikusan poléris) struktara
Osszetartasdban hat cisztein vesz részt, intramolekularis diszulfid-hidakat képezve [19].
Aschi és munkatarsai szerkezeti analizissel kimutattak, hogy a négy diszulfid-kotésen
kiviill a hepcidin szerkezetének kialakitasaban és stabilizalasaban harom vagy négy
hidrogén- hid is szerepet jatszik [22].

Nemeth ¢és munkacsoportja vizsgalta a diszulfid-hidak szerepét a hepcidin
funkcidjanak betoltésében [20]. Olyan szintetikus hepcidin peptidek aktivitasat vizsgaltak,
amelyekben az egy-egy diszulfid-hidat alkoto ciszteinek mindkét tagjat alaninra cserélték,
tehat az adott diszulfid-kotést eliminaltak, mikdzben a tobbi diszulfid-hid ép maradt. A
kisérleteikben az egyes, a harmas és a négyes diszulfid-hid eliminaciojanak hatésat
vizsgaltak, és megallapitottak, hogy az egyes diszulfid-hidak hidnya nem valtoztatja meg

Iényegesen a peptid szerkezetét, ezaltal az aktivitdsat sem.
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Irodalmi adatok szerint a hepcidin génjében, a HAMP génben harom olyan
mutacio is ismert, melyek a peptid diszulfid-hidjait kialakitd ciszteineket érinti. Két
csaladban a harmadik diszulfid-hidat érintd homozigota C70R (cisztein-arginin, C11 az
¢rett hepcidinben) és C78T (cisztein-treonin, C19 az érett hepcidinben) mutéciokat
azonositottak, melyek kovetkeztében a betegekben juvenilis hemokromatozis alakult ki
[116-117]. A C82Y (cisztein-tirozin, C23 az érett hepcidinben) elsé diszulfid-kotést érintd
mutacid  felndttkori hemokromatézist okoz homozigéta forméaban [118]. A
hemokromatozis kialakulasanak két oka lehetséges ezekben az esetekben: a hepcidin nem
képes kotddni a ferroportinhoz, vagy az interakcid ugyan megvaldsul, de a ferroportin
internalizaci6ja nem kovetkezik be.

Ez utobbi hipotézisbdl kiindulva olyan mutans hepcidin peptideket hoztunk 1étre,
melyekben a diszulfid-hidat képez6 cisztein parok csak egyik tagjat helyettesitettiik masik
aminosavval (szerinnel), ezéltal lehetdséget adva az intramolekuldris diszulfid-hidak
atrendezddésére. A mutaciot DNS szinten hoztuk létre azaltal, hogy a megfeleld ciszteint
kodold nukleotid tripletet (TGC), egy szerint kddolod tripletté valtoztattuk (TCC). Ezt
kovetden a mutans DNS szakaszt expresszios vektorba klonoztuk és a fehérjét bakterialis
rendszerben illetve human majsejtekben termeltettiik. Ezzel a mddszerrel négy, mutaciot
hordozé hepcidin peptidet hoztunk Iétre, melyekben egyesével a C7, C10, C11 és C13
cisztein aminosavakat cseréltiik le. Igy az M1 esetében az els6 (C7-23), az M2 estében a
masodik (C10-C22) az M3-nal a harmadik (C11-C19) és az M4 muténs hepcidinben a
negyedik (C13-C14), vicindlis diszulfid-hid kialakulasat gatoltuk meg.

A BacterioMatch Two Hybrid rendszerben végzett hepcidin-ferroportin kotési
kisérlet azt mutatta, hogy a hepcidin elsé diszulfid-hidja (C7-C23) alapvetd fontossagu a
receptor-ligand kapcsolat kialakitasdban. Az M1 mutans hepcidin peptid nem képes
kotdédni a ferroportinhoz, ugyanakkor a masodik, harmadik, illetve negyedik diszulfid-hid
hianya a kapcsolatot gyengitheti, de nem sziinteti meg. Ennek az eredmények
magyarazata lehet a 3D szerkezeti predikcios analizis, mely szerint az els6 diszulfid-kotés
hianyaban a peptid szerkezete torzul, a két terminélis més sikba keriil, valamint a B-lemez
megszlinik. Ugyanakkor a mutdciok kovetkeztében diszulfid-hid atrendez6dés mehet
végbe, melynek soran egy uj kotés alakul ki a C13 és C19 cisztein aminosavak kozott. Ez
az atrendezOdés valamint az intramolekularisan jelen 1évé hidrogén-kotések egylittesen
biztosithatjak a mutaciot hordozo M2, M3 és M4 peptidek receptorhoz vald kotddését.

A mutans hepcidin peptidek biologiai aktivitas vizsgalata kimutatta, hogy mind a

négy diszulfid-hid sziikséges a ferroportin internalizacidjanak kivaltasahoz. Egyetlen
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cisztein szubsztitucidja elegendd ahhoz, hogy a peptid elveszitse biologiai aktivitasat. Az
M2, M3 ¢és M4 hepcidin peptidek ugyan képesek kapcsolatot kialakitani a ferroportinnal,
de annak internalizacidjat nem tudjak kivaltani. A szerkezeti predikciot alapul véve
megfigyelhetd, hogy nemcsak a C13, de a C7, a C10 és a C11 cisztein szubsztitiucidja
soran kialakult szerkezeti valtozasok is hatassal vannak a vicinalis diszulfid-hidra,
akadalyozzak annak kialakulasat. gy feltételezhetd, hogy a hepcidin vicinalis diszulfid-
hidja sziikséges a megfeleld szerkezet kialakitdsdhoz, igy a hepcidin medialta ferroportin
internalizacidhoz. Ennek bizonyitasahoz tovabbi szerkezeti vizsgalatokra van sziikség.

Az egyes diszulfid-hidakban mutéaciot hordozé hepcidin peptidek koziil az M1 és
az M3 hasonld, illetve azonos a human populdcioban is eléforduldé mutaciokkal. Az
eredmények alapjan feltételezhetd, hogy az ismert C82Y elsé diszulfid-hidat érintd
hepcidin mutécié esetében a peptid nem képes a receptorahoz kétddni. A C70R illetve a
C78T harmadik diszulfid-kotést érintd mutaciok esetében pedig a hepcidin képes a
ferroportinnal kapcsolatot kialakitani, de annak internalizciojat nem tudja kivaltani.
Ennek kovetkeztében a homozigota mutaciokat hordozo egyéneknél felndttkori illetve
juvenilis hemokromatdzis alakul ki.

Mivel ezekben az esetekben a hepcidin ugyan termelddik, de funkcidjat nem tudja
betolteni, a hemokromatdzis kialakulasdnak megakadalyozasara a hepcidin pétlasa
lehetne a megoldéas a jovében. Gardenghi és munkatarsai B-thalasszémias egérmodellen
mar vizsgaltdk a pétlolag beadott hepcidin illetve a transzgénnel bejuttatott hepcidin
hatasat a vastultelitettségre illetve kifejloédé anémiara. A kezelt egerekben a vastelitettség
csokkent, emellett csokkent a membranhoz kot6dé a-globin ldnc mennyisége, csokkent a
ROS képzddés, a vvt-k ¢€letideje novekedett, emelkedett a hemoglobin szint és az anémia
ia visszafejlodott [119]. A jovOben a vastultelitettséggel jarod betegségek kezelésében nagy
szerepet jatszhat a hepcidin expresszidjanak csokkentése illetve ndvelése. Sajnos a
hepcidin rovid féléletideje (5,3+2,7 h) miatt a szintetikus peptid bejuttatasa a szervezetbe
nem jelenthet végleges megoldast. Ugyanakkor a hepcidin modulatorok, illetve a
vaskelalo szerek alkalmazédsa megfeleld stratégia lehet.

Ezidaig a hepcidinhez bizonyitottan k6tddd fehérjék, a ferroportin vasexporteren
kiviil, kevéssé ismertek. Hipotézisiink szerint, a vasanyagcsere szabalyozasaban illetve a
hepcidin miikodésének szabalyozasaban a ferroportinon kiviil mas fehérjék is részt
vehetnek, ezért munkacsoportunk az érett hepcidin mellett annak proformajanak méjban

termelddo fehérjékkel torténd interakcidit vizsgalta majsejtben illetve a szérumban.
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Kisérleteinkben BacterioMatch Two-Hybrid rendszert alkalmaztunk annak
felderitésére, hogy a preprohepcidin illetve a hepcidin milyen m4j altal termelt fehérjékkel
allhat kapcsolatban.

Eredményeink azt mutatjdk, hogy a szerpin peptiddz inhibitor alfa-1 antitripszin
erds kotédést mutat a preprohepcidinnel és a prohepcidinnel, ugyanakkor nem
kapcsolddik az érett hepcidinhez. Ebbdl arra kdvetkeztethetlink, hogy az A1AT védi a
prohepcidint a furin altali hasitastol. A furin egy szerin protedz, mely a hormon érési
folyamatat katalizélja azaltal, hogy elhasitja azt. A furin RNS szintii szabalyozasa a TfR2-
n keresztiil valésul meg: a holotranszferrin a TfR2-HFE komplexhez kétodve aktivalja az
Erk1/2 foszforilaciojat, ezaltal serkenti a furin expresszidjat. A furin a hepcidin érési
folyamataban betoltott szerepén til a BMP fehérjék érésében is szerepet jatszik, ezaltal
noveli a hepcidin expresszidjat [53]. Ugyanakkor a furin gatolhatja is a hepcidin
kifejez6dését a membranhoz kotott hemojuvelin elhasitdsaval. A keletkezett szolubilis
HJV ugyanis gatolja a hepcidin expressziot a BMP jelatviteli ttvonal antagonistajaként
[62].

Irodalmi adatok is alatdmasztjdk a feltételezést, miszerint az A1AT-nek
prohepcidint védd hatasa lehet, mivel az 6roklott AIAT mutaciok vasfelhalmozodassal és
majbetegségekkel (majcirdzis, hepatocellularis karcindma) jarnak egyiitt [120]. Sulyos
A1AT deficienciat okoz6 leggyakoribb mutacié a Z-varians, mely esetben a molekula
eldszor konformécids valtozason esik at, majd dimerizalodik, végiil hosszu polimereket
képezve aggregalodik. Z-mutacid esetén az A1AT szekrécidja a majsejtekbdl jelentdsen
csokken, ami alacsony szérumkoncentraciot eredményez [121]. Az AIAT mutaciok egyik
kovetkezménye a hiperferritinémia [122]. A tiinet lehetséges magyarazata, hogy a
mutacidt hordozd protedz inhibitor a sejtek endoplazmatikus retikulumjéban
felhalmozdédva nem tudja a prohepcidint megfeleléen védeni az enzimatikus hasitastol,
melynek kovetkezményeként tobb érett hepcidin keletkezik. A prohepcidin furin altali
hasitddasa ugyan elengedhetetlen a receptordhoz, a ferroportinhoz valé kotddéshez és
internalizalasdhoz [123], de a sziikségesnél nagyobb mennyiségli hepcidin hatisara
vastultelitettség alakul ki a retikuloendotelialis rendszerben, a parenchimalis szervekben,
mikozben a szérum ferritin szint emelkedik.

A prohepcidin ELISA kit-et szdmos betegség esetén (Hepatitis C; rheumatoid
arthritis; lupus erythematosus; p-thalassemia; gyulladasos bélbetegségek, mint Crohn
betegség ¢és Colitis ulcerosa; orokletes hemokromatozis) megprobaltak alkalmazni a

szérum prohepcidin szint és egyéb klinikai laboratoriumi paraméterek dsszefliggéseinek
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felderitésére. A prohepcidin jelenléte a szérumban 6nmagaban is azt jelentheti, hogy van a
keringésben olyan molekula, mely megvédi a proteolitikus hasitastol. Ugyanakkor a
proteaz inhibitor jelenléte akadalyozhatja az ELISA kit-ben 1évé ellenanyag
prohepcidinhez kotddését, ezaltal a prohepcidin szint pontos meghatdrozasat. A
prohepcidin szint meghatarozas helyett az érett hepcidin szintjének meghatarozéasa lehet
egy uj diagnosztikus eszkdz a vasanyagcsere betegségek esetében [124]. Az érett hepcidin
szérumbdl térénd mennyiségi meghatarozasa kiegészitve a ferritin és a coruloplazmin
szintjének meghatarozasaval egy potencidlis diagnosztikus tesztként alkalmazhatod
hemokromatdzis és mas vasanyagcsere betegségek esetén [125]. A szérum hepcidin szint
meghatarozasa felvalthatja a bonyolultabb ferritin index hasznalatat a vasdeficiens anémia
¢s a kronikus betegség kovetkeztében kialakult anémia elkiilonitéséhez [126].

Gyulladasos folyamatokban a biologiailag aktiv érett hepcidin mennyisége
jelentdsen megnd a vérben, még mieldtt a hepcidin mRNS szintézise beindulna [127].
Ugyanakkor szamos patologids esetben a szérum prohepcidin és a hepcidin szint nem
mutat kiilonbséget [128]. Ennek egy lehetséges magyarazata az emelkedett protedz
aktivitds és/vagy a proteaz inhibitor miikodésbeli eltérései. Az AIAT szintje
megemelkedik a gyulladas kezdeti szakaszédban, melynek {6 funkcidja a granulocitakbol
az elasztaz felszabaduldsanak gatlasa. Ezért akut gyulladdsos folyamatokban az A1AT
kevésbé védheti a prohepcidint a proteolitikus hasitastol, igy emelkedhet a hepcidin
szintje a szérumban [129].

A preprohepcidin szintén interakcidét mutatott az alfa-1 savi glikoproteinnel és a
transztiretinnel. Az eldbbi az egyik f6 plazmafehérje, mely az immunokalinok csaladjaba
tartoz6 immun- és gyulladasos folyamatokat moduldlé molekula. Ezen kiviil szdmos
bazikus és neutralis gyogyszer molekula megkotésére és szallitasara képes [130]. A savi
glikoprotein chaperon funkcidja is ismert [131] ezéltal a prohepcidin védelmét l1athatja el
a szérumban. Az alfa-1 savi glikoprotein szintje akut és kronikus gyulladassal egyiitt jard
korképekben [132], virusfertézéseknél (Hepatitis B, HIV-1) megemelkedik [133]. A
kronikus gyulladés gyakran szoveti vasfelhalmozddassal és anémidval jar egyiitt [101,
129]. Ayoya ¢és munkatdrsai kimutattdk, hogy Schistosoma haematobium fertdzéses
gyerekeknél kialakult kronikus gyulladasban és anémiaban az alfa-1 savi glikoprotein
szintje megemelkedik, ¢és pozitiv korrelaciot mutat a vizeletben 1évd hepcidin
mennyiségével [134].

A transztiretin (prealbumin) egy erdsen konzervalt szallitofehérje, mely a tiroxin

¢s a trijod-tironin mellett a retinol szallitasat végzi a vérben. Ezen kiviil proteaz aktivitasa
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is ismert [135]. A transztiretin talan a prohepcidin szallitdsat végzi a szérumban.
Ugyanakkor az érett hepcidin szallitdsat a vérben nagy valoszinliséggel az alfa-2
makroglobulin végzi [136].

Kisérleteink sordan a preprohepcidin és néhany intracellularis fehérje (citokrom
P450, ATP/ADP transzlokdz, enoil-KoA hidrataz) kozott gyenge kapcsolatot talaltunk.
Ezen fehérjék kozott szerkezetbeli hasonldésagokat nem taldltunk, esetleges szerepiik
tovabbi vizsgalatokat igényel.

A prohepcidinnel kapcsolatba 1épd fehérjék koziil egy sem mutatott interakciot az
érett 25 aminosav hosszisagu hepcidinnel a BacterioMatch sziirés soran, ami megerdsiti a
feltételezést, hogy az A1AT a prohepcidin védelmét latja el a furinnal szemben.

Az érett hepcidinnel erdsebb kapcsolatot a CD74 membranfehérje és a ferritin
nehézlanc mutatott. A hepcidin-ferritin nehézlanc kozotti 6sszefliggést vizsgaldé Vanoaica
¢s munkatarsai kimutattadk, hogy ferritin nehézlanc gén-kiiitott egereknél a hepcidin
mRNS szintje megemelkedik, és a majban vasfelhalmozddas alakul ki. A hepcidin
medialta vasfelszivodas szabalyozas a vékonybélben 6nmagéban nem elegendé a vas
homeosztazis fenntartasdhoz, ebben a folymatban a ferritin nehézldnc alapvetd szerepet
jatszik [137].

A CD74 fehérje szintje gyulladasos bélbetegségekben (IBD), illetve Helicobacter
pylori fertdzés esetén emelkedik meg bél és a gyomor epitélidlis sejteinek felszinén [138].
A CD74 receptorként szolgal a H. pylori szdmara, melynek kapcsolddasa kovetkeztében
gyulladasos folyamatok indulnak be. Darshan és munkacsoportja azt is kimutatta, hogy
sulyos vashiany esetén a megemelkedett hepcidin szint mellett az LPS nem tudja a
gyulladésos citokinekre és a HAMP génre kifejteni a hatasat [139].

A CD74 molekula receptorként szolgal az IBD-ben szintén emelkedett szintet
mutatdé monocita migracié inhibitor faktor (MIF) szamara. A MIF kotodése kdvetkeztében
nagy mennyiségben termelddnek a proinflammatorikus citokinek: IL-1, IL-6, IL-8, IL-10,
IL-12, TNFa. Az IL-1, IL-6 valamint TNFo hatdsara megndvekszik a hepcidin
expresszidja [138]. Ugyanakkor monocitdk esetében kimutattdk, hogy az emelkedett
TNFa szint gatolja az IL-6-on keresztiili hepcidin aktivaciot [140].

A hepcidin a ferroportinhoz koétédve gatolja a vas leadasat, melynek
kovetkeztében vashiany alakul ki. De Domenico ¢és munkatdrsai kimutattdk, hogy
hepcidin-ferroportin kapcsolat aktivalja a Jak2-t, mely a ferroportin foszforilacidjan til a

STAT3 foszforilacigjaban is szerepet jatszik. A p-STAT3 a vashidny miatt nem aktivalja
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a hepcidin expressziot, viszont noveli a SOCS3 expresszidjat. A SOCS3 pedig gatolja a
gyulladésos citokinek és a hepcidin expresszojat [141].

A vashidny miatt a gyulladasos citokinek hatasa csokken a hepcidin expressziora,
mivel az anémia erdsebb stimulus a szervezet szdmara, a hepcidin epresszidja stagnal,
illetve csokkenni kezd. IBD-ben szenvedd betegeknél a szérum hepcidin szintje
alacsonyabb a kontroll csoporthoz képest [142]. A gyulladds ¢és fert6zés hatasara
termelddd hepcidin kotddése a CD74 receptorhoz gatolhatja a tovabbi gyulladasos citokin
felszabadulast, ezaltal csokkentve a szervezetben kialakult vashianyt. A CD74-hepcidin
interakci6 feltérképezésére tovabbi kisérletekre van sziikség.

A HAMP gén transzkripciojat szamos faktor befolyasolja. Ezek kozil a
legismertebbek a HFE, TfR2, HIV, BMP [55]. A szervezet vastelitettsége mellett azonban
a gyulladas, a hipoxia és a vérképzés is befolyasolja a hepcidin expressziojat [38]. Végsod
soron a kiillonb6zd stimulusok 0sszeadodva szabalyozzak a szervezet vashaztartasat [84].
matriptaz-2 [70], a GDF15 [76] és a SMAD7 [79] fehérje szerepét vizsgaltak.

Az érett hepcidin vasanyagcserét szabalyozd mechanizmusait jol ismerjik,
kevés informacié ismert. Ezért munkacsoportunk a prohepcidin lehetséges funkcidinak
vizsgalatat tlizte ki célul.

A prohepcidin sejten beliili elhelyezkedését szdmos sejtvonalon vizsgéltdk. Pigeon
¢s munkatarsai a GFP-tag-el ellatott emlds prohepcidint a sejtmagbdl mutattak ki [143],
ugyanakkor a GFP-tag jelenléte a peptid N-terminalisan felveti annak a lehet6ségét, hogy
a prohepcidin nem megfelelden processzalodott, illetve szallitodott a sejtben [144]. Ezt a
feltételezést cafolja meg az a Kkisérlet, melyben az NLS szekvenciat torolték a
preprohepcidinbdl és ezt fuzionaltattak GFP-tag-el. Az igy kapott mutans elsddlegesen a
citoplazmaban helyezkedett el. Ez az eredmény felveti annak lehetdségét, hogy az NLS
szekvencia fontos szerepet tolt be a fehérjében és a peptid nuklearis lokalizacidjanak
biologiai  funkcidja  lehet. Wallace ¢és  munkatarsai  kimutattdk  indirekt
immunfluoreszcencia analizissel, hogy a huméan hepcidin HEK293 human embrionalis
vese sejtekben foként a Golgi apparatusban helyezkedik el [14]. Immunhisztokémiadval
humén ¢és tengerimalac majban a prohepcidin a hepatocitak bazolateralis membranjaban
mutattott festddést a portdlis triddok kornyezetében [17]. Tovabbi kisérletekben
kimutattdk, hogy HepG2 hepatdoma sejtekben a hepcidin erdteljes granularis

citoplazmatikus elrendezédést mutatott [145].
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Munkahipotézisiink kiinduldépontja az volt, ha a prohepcidin rendelkezik NLS
szekvenciaval, €s ténylegesen a sejtmagba iranyitddik, akkor a nukleuszban valamilyen
szabalyoz6 szerepet tolthet be.

Kisérleteinkhez a WRL68 humén maéjsejt derivalt sejtvonalat valasztottuk, mely
morfoldgiailag hasonldésagot mutat a hepatocitakkal illetve a primer majsejtkultiraval
[146]. Immuncitokémiai vizsgéalatokkal kimutattuk, hogy a prohepcidin a granularis
citoplazmatikus elrendezddés mellett megtalalhatd a sejtmagban is. Ebbdl az eredménybdl
kiindulva feltételeztiik, hogy a prohepcidinnnek génexpressziot szabalyozd funkcidja
lehet. El6szor megvizsgaltuk in silico, hogy a prohepcidin rendelkezhet-e DNS-kotd
motivummal. Ehhez egy olyan SVM-alapti mddszert hasznaltunk, mely alakalmas rovid
peptidek DNS kotésének joslasara. A program a legmagasabb specificitast add beallitasok
mellett is a prohepcidint DNS-k6t6 fehérjeként irta le.

A prohepcidin DNS-koté képességének vizsgalatdhoz egy PCR alapti promoter
kotési metodikat dolgoztunk ki. A mddszer az immunprecipitaciot 6tvozi egy EMSA-hoz
hasonl6 DNS- fehérje kotési reakcioval. A fehérjéhez kotddott DNS-t ezutan PCR
technikaval mutattuk ki. A kifejlesztett modszerrel kimutattuk, hogy a prohepcidin erdsen
kotddik a HAMP promoterhez, mely felveti annak a lehetdségét, hogy a prohepcidin
szabalyozd szerepet jatszik a sajat szintézisében. Hipotézisiink bizonyitasdhoz
megvizsgaltuk, hogy a valtozé prohepcidin szint hogyan befolyasolja a HAMP promoéter
aktivitast in vivo. A prohepcidin szintjének novekedése illetve csdkkenése egyarant
megvaltoztatta a promoter aktivitasat. A prohepcidin mennyiségét antiszensz technikaval
csOkkentettiik WRL68 sejtvonalon, melynek kovetkeztében a HAMP prométer aktivitasa
szignifikansan emelkedett. A prohepcidin overexpresszidjanak hatasdra a promoter
aktivitdsa kisebb mértékben, de szignifikdnsan csokkent. A kapott eredmények
alatamasztjak a prohepcidin autoregulacios szerepét.

Munkacsoportunk kimutatta, hogy a szerin protedz inhibitor A1AT in vivo a
prohepcidinhez kotédik. Kisérleteink soran az A1AT-t hasznéltuk, hogy a sejten beliil
lecsokkentsiik a ,,szabad” prohepcidin mennyiségét. Az A1AT overexpresszid hatisara
csokkend ,,szabad” prohepcidin szint mellett a HAMP promoter aktivitdsa haromszorosara
emelkedett. Ennek megfelelden az A1AT-nel kotott prohepcidin a promoter kotési esszé
soran nem mutatott kapcsolatot a HAMP prométerrel.

Az A1AT overexpresszidjanak hatisara bekovetkezd HAMP promoter aktivitas-
emelkedésnek egyik lehetséges magyarazata, hogy a nagyobb ennyiségben jelen levd

ATAT megkoti a szabad prohepcidint, melynek kovetkeztében a prohepcidin nem képes a
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promoéterhez kotddni és csokkenteni annak aktivitasat. Osszefoglalva elmondhaté, hogy
csak a szabad, tehat A1AT altal nem kotott prohepcidin képes az autoregulacios hatas
kifejtésére a HAMP promoéteren. Ennek az in vivo szabalyozasi mechanizmus pontos
részleteinek a megismerésé¢hez tovabbi vizsgalatokra van sziikség. Lehetséges, hogy a
majsejtekben a prohepcidin egyediil vagy egy nagyobb fehérje komplex részeként
kapcsolddik a sajat promodteréhez. A DNS-kotd fehérje komplexben a prohepcidin
lehetséges szerepe a kotdhely felismerése, majd kétddése a HAMP promoterhez.

A prohepcidinnek, mint szekréciés fehérjének a sejtmag nem szokvanyos
célallomas, ugyanakkor ez a jelenség nem példanélkiili. Az egyik ilyen fehérje, mely a
szekrécioja eldtt a sejtmagba vandorol, az FGF 2-es izoformdaja a szaruhartya endotél
sejtjeiben [147]. Hasonldé mitkddést mutatnak a BMP2, BMP4 és a Gdf5/CDMP1 fehérjék
[148]. Mindharom fehérje a TGF szupercsalddon beliil a csont morfogén fehérjékhez
(BMP) tartozik. A csont morfogén fehérjéket eredetileg szekretdlt ndvekedési
faktorokként irtdk le. A sejten beliili vandorlasuk azonban hasonldéan torténik a
hepcidinéhez. Ugyantugy, mint a hepcidin a BMP2, BMP4 ¢s GdfS/CDMP1 is inaktiv
preproprotein formédban szintetizalodik. Az N-termindlis végiikon elhelyezkedd szignal
szekvencia a szintézisiiket kovetden a durva endoplazmds retikulumba irdnyitja a
fehérjéket, ahol a szignalszekvencia lehasaddsa utan képz6dott proproteineket a
prohormon konvertdz furin elhasitja a konvertaz felismerési helynél. Az igy felszabadult
C-terminalis érett fehérje kertil szekrécidra a sejtbdl [149-150]. Ezeknek a fehérjéknek a
nukledris varidnsait nemrégiben fedezték fel kiilonbozd sejtvonalakban [148]. A BMP2,
BMP4 és GdfS/CDMPI fehérjék nuklearis variansainal olyan kétrétli NLS szekvenciat
talaltak, mely atfed a furin proprotein konvertaz felismerési szekvencidjaval (BMP2-
KREKRQAKHKQRKRLKS, BMP4- RRAKRSPKHHPQRSRKK, Gdf5/CDMPI-
RKRRAPLATRQQKRPSK). A humén prohepcidin PSORTII programmal torténd
analizise hasonlo, a furin felismerési helyét atfedo feltételezett NLS szekvenciat mutatott
ki (PMFQRRRR). A nukleéris csont morfogén fehérjék esetében a kutatok egy alterativ
start kodont talaltak a fehérjék aminosav szekvencidjadban a szignal szekvenciatol
downstream. Ennek ismeretében azt feltételezik, hogy a nukledris BMP2, BMP4 ¢és
GdfS/CDMP1 fehérjék atirddasa ennél az alternativ metioninnal kezdddik, ugyanakkor
ennek az aminosav kédnak a mutdcidja nem eliminalja teljesen a nuklearis variansok
szintézisét. A prohepcidin aminosav szekvencidjat vizsgalva szintén taldlhaté6 metionin a
szignal szekvenciatél C-terminalis (downstream) irdnyban, ami felveti annak a

lehetdségét, hogy a prohepcidin az emlitett csont morfogén fehérjékhez hasonlé modon
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szintetizalodik. Tehat lehetséges, hogy egy alternativ start kodonnal indul a szintézise a
sejtmagban szabalyozo szerepet betoltd prohepcidinnek.

A prohepcidin esetében kimutatott autogregulacios funkcid is megfigyelhetd
mas fehérjék esetében is. A transzkripcids faktorok kozott ismertek olyan fehérjék,
amelyek represszorként vagy aktivatorként fejtik ki hatdsukat sajat génjiik expressziojara.
Ilyen transzkripcios faktorok példaul a hepatocita nuklearis faktor LFBI/HNF1, mely
szdmos m4j specifikus gén szabdlyozasaért felelds, ugyanakkor negativ feedback
mechanizmussal gatolja a sajat génjének expresszidjat a promoteréhez kotddve [151]. A
homeodomén Oct4 embriondlis Ossejtekben szintén negativ feedback mechanizmussal
szabalyozza sajat génjének kifejezddését [152], mig a Pax6 fehérje, mely a szem ¢és
idegrendszer normalis fejlodéséért felelds transzkripcios faktor, pozitiv feedback
mehanizmussal szabalyozza a sajat kifejez6dését [153].

A prohepcidinnél kimutatott negativ autoregulacio lehetéséget ad a hepcidin
expresszid szabalyozas pontosabb leirdsara. Bizonyos betegségek esetén pl. IBD, ez a
negativ szabalyozas is hozzajarulhat, hogy az érett hepcidin szintje a szérumban annak
ellenére csokken, hogy a szervezetben kronikus gyulladas alakul ki. A betegség bizonyos
stddiuméaban a megemelkedett hepcidin expresszid hatasara kialakult anémia erdsebb
stimulus lehet a szervezet szdmara, mint maga a gyulladas, ezért a majsejtekben
termel6d6 prohepcidin negativ feedback mechanizmussal gatolhatja a tovabbi hepcidin
atirddast, ezaltal csokkenti a hepcidin szekréciot.

Az eredményeink aldtdmasztjdk, hogy az AI1AT nemcsak a hepcidin érési
folyamataban jatszhat fontos szerepet, hanem a HAMP gén expressziojaban is. Az A1AT
a szabad prohepcidin mennyiségének szabalyozasaval, hatdssal van a HAMP gén
kifejezddésére, ugyanakkor ennek a molekularis mechanizmusa még tisztdzdsra var.
Tovéabbi kisérletek sziikségesek ahhoz, hogy megértsiik az Osszefiiggést az A1AT, a
proprotein konvertazok, és a prohepcidin autoregulacidés funkcidja kozott, valamint

feltarjuk a HAMP gén expresszidjat befolyasoldé komplex molekularis mechanizmusokat.
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6. Osszefoglalas

A vasanyagcsere szabalyozasaban kulcsfontossagu hepcidin és a vele
bizonyitottan interakcioba 1épd fehérjék koziil eddig csak a receptorat a ferroportint
ismertiik. A ferroportin internalizaciéjanak mechanizmusa jol ismert ugyanakkor ebben a
folyamatban a hepcidinben talalhaté diszulfid-hidak alapvetd szerepet jatszhatnak.
Kimutattak olyan hepcidin mutéciot, mely diszulfid-hidat érint, kovetkezményeként pedig
juvenilis hemokromatézis alakult ki. Kisérleteink soran vizsgaltuk a hepcidinben 1évo
egyes diszulfid-hidak szerepét a ferroportinhoz valdo kotdédésben és internalizacios

hatasaban:

. Igazoltuk, hogy az elsé diszulfid-hid alapvetd jelentdségli a ferroportinnal vald
kapcsolat kialakitasaban.

o Kimutattuk, hogy a hepcidin receptoranak internalizaci6jahoz mind a négy
diszulfid-hid sziikséges, egyetlen cisztein szubsztiticidja a hepcidin biologiai

aktivitasanak megsziinését eredményezi.

Az eredmények ismeretében valdsziniisithetjiik, hogy a természetben eléfordulo,
az érett hepcidin ciszteinjeit érintd mutaciok esetén (C70R, C78T) a hormon ugyan képes
kotddni a receptorahoz, de annak internalizaciojat a hibas térszerkezete miatt nem tudja
kivaltani.

Tovabbi hipotézisiink szerint, a vasanyagcsere ¢és a hepcidin miikodésének
szabalyozasaban a ferroportinon kiviil mas fehérjék is aktivan részt vehetnek, ezért
munkacsoportunk az érett hepcidin valamint a pre- ¢és prohormon potencialis

kotdpartnereinek kimutatasat tiizte ki célul:

o BacterioMatch Two-Hybrid rendszerrel kimutattuk, hogy a preprohepcidin ¢s a
prohepcidin erds kotddést mutat az alfa-1 antitripszin szerin protedz gatld fehérjével.

o Kimutattuk, hogy a preprohepcidin interakciéba 1ép az alfa-1 savi glikoprotein
akut fazis fehérjével, valamint a transztiretin (prealbumin) tiroid koté szallitéfehérjével.

o Kimutattuk, hogy az AIAT mRNS expresszidja parhuzamosan véaltozik a hepcidin

mRNS szintjének csokkenésével, illetve emelkedésével.
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o Bizonyitottuk in vivo (crosslinking) és in vitro (glutation S-transzferdz kotési
essz€¢) modszerekkel, hogy az AI1AT specifikusan kotddik a preprohepcidinhez a
majsejtekben.

. Kimutattuk, hogy a prohepcidin specifikusan kotédik az A1AT-hez a szérumban
(ELISA, koimmunprecipitacid, szérum ultrafiltracios esszé, MALDI TOF).

. Kimutattuk, hogy a hepcidin erds kotddést mutat a ferritin nehéz lanccal, illtve a

CD74 molekulaval.

Vizsgalataink sordn bebizonyitottuk, hogy az A1AT szerin protedz inhibitor
specifikusan kotédik a preprohepcidinhez Huh7 hepatoma sejtekben. Az A1AT szerepet
jatszhat a preprohepcidin érési folyamataban, a preprohepcidinhez kotédve gatolhatja a
prohormon konvertdz, a furin hasitasat, ezaltal gatolja, hogy a prohepcidin érett
hepcidinné alakuljon. Ez megmagyarazhatja, hogy a prohormon miért van jelen a
keringésben. Ugyanakkor kimutattuk, hogy az AIAT a szérumban is képes a
prohepcidinhez kotddni. Ez az eredmény felveti annak a lehetdségét, hogy prohepcidin-
hepcidin 4talakulds a szervezet hepcidin igényének megfeleléen a plazmaban is
végbemegy, ezaltal gyorsabb szabalyozast tesz lehetdve.

A hepcidin prekurzoranak a prohepcidinnek szerepérdl kevés informécio ismert,
ezért munkacsoportunk a tovabbiakban a prohepcidin sejten beliili elhelyezkedésével ¢és
funkcidjanak vizsgalataval foglalkozott. Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a GFP tag-
el fuzionaltatott prohepcidint a sejtmagbdl mutattdk ki human oszteoszarkoma U20-S
sejtvonalon [143]. HEK293 embriondlis vesesejtekben a Golgi késziilékben irtdk le [14],
HepG2 hepatoma sejtvonalban pedig granularis citoplazmatikus elhelyezkedést figyeltek
meg [145]. Hipotézisiink kiindulépontja az volt, hogy ha a prohepcidin a sejtmagba

lokalizalodik, akkor szerepet jatszhat génexpresszid szabalyozasban:

. Kimutattuk, hogy a prohepcidin a granularis citoplazmatikus elhelyezkedés mellett

a sejtmagban is megtalalhat6 WRL68 hepatocita sejtvonalban.

o SVM-alapt algoritmussal kimutattuk, hogy a prohepcidin rendelkezik DNS-kotd
motivummal.
J Igazoltuk, az altalunk kidolgozott PCR alapu promoter kotési moddszerrel,

valamint kromatin immunprecipitaciéval, hogy a prohepcidin kotédik a sajat

promoteréhez (HAMP).
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. Kimutattuk, hogy a prohepcidin 6nmagaban, mas nuklearis DNS-kotd fehérjék
nélkdl is képes a HAMP promoterhez kotddni.

o Kimutattuk, hogy a prohepcidin képes szabalyozni a sajat génjének expressziojat.

o Igazoltuk, hogy az AI1AT szintjének valtozdsa befolyasolja a HAMP gén
expresszigjat.

. Bizonyitottuk, hogy az Al1AT-nel kotédé prohepcidin nem képes a HAMP

promoterhez kdtddni, ezaltal szabalyozo hatast kifejteni.

Vizsgalataink soran tehat kimutattuk, hogy a prohepcidin megtalalhaté a majsejtek
sejtmagjaban, ahol a sajat génjéhez, a HAMP gén promoteréhez kotddve negativan
szabdlyozza a gén expresszidjat. Ezzel a hepcidin expresszid szabalyozasanak egy uj
modjat  irtuk le, mely hozzajarul a hepcidin  kifejez6dés tébb komponensi

szabalyozasanak pontosabb megértéséhez.
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