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Roéviditések
Al1AT: alfa-1 antitripszinATCUN : amino terminal Cu(ll)-Ni(Il)-binding motifBMP: Bone
morphogenetic proteiBMPRE: Bone morphogenetic protein response elent@iiBPa:
CCAAT- enhancer binding protein CD: Cirkularis DikroizmusEPO: eritropoetin EPOR:
eritropoetin receptof;P: ferroportin, GAPDH: glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz,
GDF15: erythroid factor growth differentiation factor A6ST: glutation S-transzferaz,
HAMP : Hepcidin antimikrobidlis peptiddFE: human hemokromatozis fehéri¢lF1 a:
Hypoxia inducible factor &, HJV: hemojuvelin, HRE: Hypoxia response elem&nis :
Interleukin-6,IRE: Iron Resposive ElemenRP: Iron Regulatory Proteir,B agar plate:
Luria-Bertani agar platé,EAP-1: liver-expressed antimicrobial peptiddALDI TOF :
Matrix Assisted Laser Desorption lonisation TimeHRlifht, NE: nuklearis extraktNLS:
Nuklearis lokalizaciés szigndyMR : Nuclear magnetic resonan&5SM Position-Specific
Scoring Matrix,sHJV: szolubilis hemojuvelinSMAD7: Mothers against decapentaplegic
homolog 7 STAT3: Signal transducer and activator of transcrip8p8VM: Support Vector
Machine, Tf: TranszferrinTfR: Transzferrin receptoil,GF-p: Transforming Growth Factor-
B, TMPRSS6E Transmembrane protease, serine\WWSG1: Twisted Gastrulation cytokine

Bevezetés

A vas homeosztazist szabalyoz6 hormont, a hepc2fif® 6ta ismerjik. Felfedezését
kovetben a termdéldés helye és antimikrobialis hatdsa miatt LEAP-ieflexpressed
antimicrobial peptide) elnevezést kapta, melyetékbsugyanezen tulajdonsagai révén a
hepcidin (Heptic bacteriocidl proteir) elnevezésre maodositottak. A human hepcidin 25
aminosavbal allé peptid, melgként a majban termédik, de kimutattdk a veséh a szividl,

a tudbbsl, a duodenumbal, nyirokcsomokbol, az agybdl vatemiunkacsoportunk kimutatta
nyalmirigyek®l is. A hepcidint kddolo gerHAMP) 3 exonbdl all, melyek expresszioja soran
egy 84 aminosav hosszusagu preproproteindddpzA preproproteinen egy 24 aminosavbol
allé szignal szekvencia talalhatd, mely az endopés retikulumba iranyitja a fehérjét. A
szignal szekvencia lehasadasa utan egy 60 amirogaepeptid kepiik, melynek érett
formava tortéa atalakulasa a Golgi-komplexben kdvetkezik be. #kftionalisan aktiv peptid
kialakitasat egy a prohormon konvertazok csaladjaitazé szerin peptidaz enzim, a furin
végzi, melynek konszenzus cél szekvencidja: R(XJRIR/K)R. A majsejtekBl mind az

érett, mind pedig a prohepcidin szekretalddik ésukathatd a szérumbal.



A human érett hepcidin szekvencia analizise sorderdt, hogy nagy szézalékban
tartalmaz cisztein aminosavakat. MALDI TOF tOmedgpmmetrias vizsgalattal és kémiai
analizissel kimutattak, hogy a fehérjében talallatdisztein négy diszulfid-hidat alkot. A
hepcidin szerkezetét éadz6r standard kétdimenziés H-NMR spektroszkopidathroztak
meg. A molekuldban a négy diszulfid-hid stabiliaalz antiparallel lefutas@-lemezt
tartalmazo haijiszefi szerkezetet. A peptidben talalhaté egy szokatieinalis diszulfid-hid,
mely a 13. és 14. cisztein kozoétt a flkfinyarban helyezkedik el. Az amfipatikus
(asszimetrikusan polaris) struktira 0Osszetartaséanyolc ciszteinbl hat vesz részt,
intramolekuléaris diszulfid-hidakat képezve. A heajicistabil szerkezetének fenntartdsaban a
diszulfid-kotéseken kivil hidrogén-hidak is résesznek.

A hepcidin fokozott expresszidja a veér vasszintignsokkenését idézi elazaltal,
hogy gatolla a vas duodenumbdl toriérelszivodasat és a makrofagokbol toétén
recirkularizaciéjat. A hepcidin a kulonb®z sejttipusokon kifejtett hatasat azonos
mechanizmussal hozza létre. A hepcidin a recepbatén ferroportinhoz kédik, melyhez a
hepcidin N-termindlisan taldlhatd 6t aminosav (DFIFmegléte alapvétfontossagu. A
ferroportint a FPN1 gén koédolja, melynek 5 végéen IRE szekvencia ta@d, igy
transzlacidjat vasszabalyozo fehériek (IRP) kotdhdk. A ferroportin egy 12
transzmembran doménnel rendelkezasexporter fehérje, megtalalhaté az enterocitk,
makrofagok, a hepatocitak és a placenta sejtekifeda. Szerepe a vas vérplazmaba tértén
exportjaban van.

Ismert, hogy a ferroportin internalizaciojat és melcidjat a hepcidin regulalja. A
duodendlis enterocitdk bazolaterdlis membranjanepcidin, a ferroportinon keresztil
szabdlyozza a sejt felszivott vastartalmanak aev@rtésat, valamint a 1ép makrofagjainak
lizoszOmaiban regulalja a vorésveértestek lebont@isstarmazo vas recirkularizacidjat.

A ferroportin allandé jelenléte a sejtfelszinencatany hepcidin szintet okoz, mely a
klasszikus oroklott hemokromatdzis egyik tlinetefeAoportinban bekdvetkézmas tipusu
mutéciok defektiv vasexportot okoznak, tobbnyireérgz mert a mutans ferroportin
megvaltozott szerkezete miatt nem tud megbelela membranba agyazodni, ezaltal nem
képes funkcigjat ellatni. Tehat egyes hemokromatiziesetekben a ferroportin mutéacidja
kovetkeztében nem tudja a hepcidin a hatasat &ifeftV-es tipusi hemokromatozis).

A sejten belllli vas a vasanyagcserében részt visszes sejtben (makrofagok,
hepatocitak, duodenalis enterocitak) kiféjgd ferroportin molekulak részvételével keril a

“ sz

amelyet nagy részben a ferroportin keéidigandja, az érett hepcidin szintje hataroz meg. A



ferroportin eltinése a sejtell csokkenti a sejteldd a plazmaba torténvaskiaramlast. A
plazméaba és a csontébk iranyuld vasadramlas kozponti szabalyozé molgkwddhepcidin,
amely biztositja, hogy elegefignennyisé vas alljon rendelkezésre a vérképzéshez, tehat a
hepcidin szint feléls a plazma vaskoncentraciéjanak kialakitasaért.

A hepcidin szintézis a plazma emelkedett vaskoméeidja, illetve a telitett szbveti
vasraktarak hataséra fokozoédik, ennek kovetkezté&bdrepcidin, mind a makrofagokbdl,
mind a duodenum bélhdmsejtjéibcsokkenti a vaskidramlast a plazméba. Ez a feskdba
mechanizmus a plazma vasszintjét viszonylag allaszloten tatja és megakadalyozza a
tulzott vasfelszivodast és szoveti lerakodast. Igaimat pontos hatdsmechanizmusa még nem
ismert.

Az érett hepcidin N-terminalisan taldlhato6 ATCUNm{ao terminal Cu(ll)-Ni(ll)-
binding Motif) motivum lehdivé teszi a Cull, Nill és Znll ionok megkoétését, aggkkor
sem ferri(Felll)- sem pedig ferro(Fell)-vas nem é&gpkomplexet képezni a hepcidinnel.
Tovabbi kisérletek azonban kimutattdk, hogy a hiipca ciszteinek kén atomjan keresztil
ugyan képes ferrivassal komplexet képezni, azordramek pontos funkciéja még nem
tisztazott. Szakirodalmi adatok alapjan elképzélhbbgy a komplex-kégazlés a hepcidin
erésenek folyamataban jatszik szerepet. A hiposzasnt a furin csak akkor képes a hasitasi
helyet felismerni a prohepcidinen, ha a peptid ifagat kot. A ferrivas kétdésének
kovetkeztében a prohepcidin konformécids valtozéesik at, és a furin hasitasi hely
hozzaférheivé valik a konvertaz enzim szamara.

A hepcidin szabalyozasa alapieh négy utvonalon torténik: ez a vastelitettség,
hipoxia, gyulladas és az eritropoezis. A folyamatakyes szabalyozé faktorai még nem
ismertek, vagy pontos szerepik még nem tisztd2othepcidin expressziojat egymassal
ellentétes folyamatok befolyasoljak, ezek egylitsisa alakitja ki a hepcidin szintet.

Vasdeficiencia esetén a szolubilis hemojuvelin {HMhennyisége megn a BMP6
szintje alacsony, ugyanakkor a membranhoz kotomdjevelint degradalja a TMPRSS6
transzmembran szerin proteaz. Mindezek kovetkezenéay hepcidin represszidja. A
megnovekedett eritropoezis is hozzajarulhat a lapcszintieének cstkkenéséhez. Ennek
szabalyozasban szamos faktor még nem ismert eiieltéteben a GDF15 negativ regulatora a
hepcidin expresszidjanak. Az eritropoetin (EPO¥eeptoran (EPOR) keresztil csokkenti a
C/EBRu aktivitast, ugyanakkor a STAT3 és SMAD utvonalaktlgsa révén csokkenti a
gyulladadsos és vasszinttel Osszefilggrzékelést. Hipoxia esetén a HRE-hez (Hypoxia
response element) Ko HIF1la, vasdeficiencia esetén pedig a HFE-hez kapcsoldR4

képes gatolni a hepcidin expresszidjat. Ha a szé&rasszintje ndvekszik, a HFE elengedi a



TfR1-et és a TfR2-h6z kapcsolodik, ezaltal aktaalpz Erk1l/2 uatvonalat, melynek
kovetkeztében a hepcidin up-regulalédik. A megnédekt holotranszferrin szint mellett a
megemelked BMP6 és a csokkén sHJV mennyisége, a HJV/SMAD utvonal
aktivalodasahoz és a hepcidin expresszidé novekbdeésézet. Gyulladasos folyamatokban
az IL-6 mennyisége mefnezaltal a JAK/STAT3 utvonalon keresztul aktivéjahepcidin
atirodasat.

A GDF15 és TWSGL1 eritropoetikus szabalyoz6 fehérélett a hepcidin negativ
szabalyozasaban a SMAD?7 transzkripcios faktornallapved jelenssége van. Korabban
kimutattak, hogy a SMAD7 a SMAD4 transzkripciés tfakal egytitt szabalyozédik és
negativ feedback mechanizmussal gatolja a P&s-a BMP jelatvitelt. Mindezek mellett a
hepcidin aktivdtor SMAD4 és a hepcidin szupresSIdAD7 a hepcidin mRNS szintézisét
egymas anatgonistajakéent ugyanazon a promoter szak&eresztil szabalyozza, valamint a
SMAD7 a BMP/HJV utvonalat gatolva cstkkenti a heptiexpressziot.

Hemokromatdzisban szenved betegeknél tartésan novekszik az enterdlis
vasfelszivddas, és fokozodik a vas lerakodasa@hkils szervekben, aminek kivaltd oka a
hepcidin tényleges vagy funkcionalis hianya. Abald a hepcidin expresszié csokkenése, a
molekulat funkcionalisan karositd mutaciok és acidip receptoranak, a ferroportinnak a
mutécidja vezet a betegség kialakulasahoz. A heonokidzisnak ezek alapjan négy tipusét
kulonitjuk el. Az l-es tipust hemokromatozisiHE-Hemokromatézis) a hemokromatozis
fehérje génmutéacidja okozza. Leggyakoribb pontmatacHFE génben a C282Y cisztein-
tirozin csere, melynek kovetkeztében a fehérje szlite a TfR1 blokkol6 funkcidjat. A
betegség csak homozigota esetben fordyl lebterozigotakban csakis akkor alakul ki, ha a
mutécié mellé maslFE-mutécid, hepcidin termédiési zavar vagy ferroportin mutécioé tarsul.
A ll-es tipust hemokromatozist (Juvenilis hemokrtimes) a hemojuvelin gén (HJV, 2A
tipus) vagy a hepcidin géemtAMP, 2B tipus) mutaciéja okozza. A HIJV génben eddig ha
mutéciot irtak le, kozulik a leggyakoribb a G320whimosavcsere. AHAMP génben
bekovetke# mutéciok viszonylag ritka okai a juvenilis hemaokrat6zisnak. A szabélyozé
szerefi érett hepcidinben eddig 6t mutaciot talaltak, rakligdzil ketd a harmadik diszulfid-
hid ciszteinjeit (C70R, C78T) egy pedig azéetsszulfid-hid egyik ciszteinjét (C82Y) érinti.
A lll-as tipusu hemokromatoézist a 2-es tipusu uzéersin receptorban bekovetkiemutaciok
okozzak. A IV-es tipusi hemokromatdzist a ferraporyénjében (SLC40A1l) génben
bekovetke# mutaciok okozzak. A mutaciok egy részében a femtipnem képes a hepcidin
megkotésere, a masik részében pedig a hepcidindresgkutan nem koévetkezik be a receptor

internalizacidja. Ennek kbvetkeztében a makrofagoktiurva vaslerakddas figyelieheg.



Célkitiuzések

Munkénk el$ részében a hepcidin egy mér ismert fehérjévedrraportinnal és eddig
ismeretlen fehérjékkel torténinterakcioit térképeztik fel. Az érett hepcidinedezetét
kialakito diszulfid-hidak szerepét vizsgaltuk aeptoraval, a ferroportinnal valé kapcsolat
kialakitasaban. Ezt kouvin a preprohepcidin, a prohepcidin és az érettitiepsejten belili

interakcidit vizsgaltuk mas majban tergad fehérjeékkel. Munkank soran céldilztik ki:

» diszulfid-hidakat létrehoz6 cisztein aminosavakbsatiticidjaval hepcidin mutansok
létrehozasat,

* mutans hepcidin peptidek ferroportinnal valédditsének vizsgalatat,

* mutans hepcidin peptidek receptort internalizal@$@nak vizsgalatat,

* a preprohepcidin és az érett hepcidin potenciafigartnereinek feltérképezéseét
BacterioMatch Two-Hybrid rendszerrel,

» afehérje-fehérje interakciok megsitesét kilonbdgzin vitro ésin vivo metodikakkal,

 a preprohepcidinnel a bakteridlis rendszerben kdpitde mutaté fehérjek
méjsejtvonalon torténvizsgalatét,

* akimutatott kapcsolatok human szérumban tértépsgalatat.

Tovabbiakban a hepcidin expresszigjanak szabalgbzadzsgaltuk. Mivel a
prohepcidint felfedezésekor, mint nuklearis fehémngutattak ki, ennek megtsitése és
esetleges funkcidjanak felderitése segitheti anyaggsere szabalyozas dsszetett és bonyolult

folyamatanak mélyebb megértését. Munkank soran tedtiik ki:

e aprohepcidin intracellularis elhelyezkedésénekukatasat,

» aprohepcidin DNS-kétrégio meglétének kimutatasat,

* aprohepcidin sejtmagban bet6ltott szerepének &iatag,

* a prohepcidirHAMP promoterhez valé kétdésének igazolasat,

» a prohepcidin szint valtozasdnak hatad4BMP promaoter aktivitasara,

e az alfa-1 antitripszin hepcidin expressziéra gyakdratasat.



Eredmények

A hepcidin szerkezetének szerepe a receptorahozfearoportinhoz tortén 6 kétédésében
és internalizaciojanak szabalyozasaban

A hepcidin biolégiai funkcidjanak betéltésében azdifid-hidak alapvét szerepet
jatszhatnak. Ennek a szerepnek a feltérképezésgloészulfid-hidaknak megfel&n négy
muténs hepcidin peptidet készitettiink, oly médamygyhszisztematikusan lecseréltiink egy-
egy ciszteint kodoldé nukleotid tripletet (TGC), egkisebb szerkezeti deformitast okozo6
szerint kédol6 nukleotid tripletre (TCC). Az igytdéhozott mutans peptideket M1, M2, M3
€s M4-nek neveztik el, attdl figgn, hogy az aminosavcsere melyik diszulfid-hidattétte.

A mutalt hepcidin peptidek szerkezeti analiziséaa@nosav szekvencia alapjan az I-
TASSER serverrel végeztik el. A szerkezeti predileat mutatja, hogy az M1 hepcidinben a
C7 cisztein aminosav szubsztituciéja kovetkeztéddealjes szerkezet megvaltozik, kialakul
egy C13-C19 atrendédott diszulfid-hid, valamint a vicinalis diszulftaid is eltinik. A tobbi
mutanssal ellentétben, az M1-ben a hianyzé C7-C2&ilfid-hid kovetkeztében @lemez is
sérll és a fehérje N-és C-terminalisa eltavolodya&stol mas térsikba kertl. A C10-es
cisztein cseréje a C10-C22 diszulfid-hid melleti@nalis diszulfid-hid kialakulasat gatolta.
Az M3 mutansban a C11 cisztein-szerin szubsztit@eaulfid-hid atrendeédést okozott a
szerkezetben, a C13-C19 ko6zott Uj hid alakult igyahakkor a C13 csere nem volt hatassal a
diszulfid-hidak kialakuldséara. A predikcio alapjaimondhato, hogy a C7-C23 diszulfid-hid
hianya okozza a legnagyobb szerkezetbeli eltéreatidipusu hepcidinhez képest.

A szerkezeti predikciot kovéen BacterioMatch Two-Hybrid rendszerben vizsgaltuk
a ferroportin és a mutans hepcidin peptidek intgdak Az érett hepcidin és interakciot
mutatott a ferroportinnal, ugyanakkor az M1 mut&diérdoz6é hepcidin egyaltalan nem
novekedett szelektiv taptalajon. Az M2, M3 és Médidin mutansok a pozitiv kontrollhoz
€s a vad tipusu hepcidinhez hasonlo interakciotattak a ferroportinnal. Mivel az M1
mutéciét hordozd hepcidin nem volt képesdkiit a receptorahoz, a ferroportinhoz, ezért
feltételezhetjik, hogy a hepcidin szerkezetében &Cg3-as diszulfid-hid alapuet
jelenséggel bir a ferroportinnal valé kapcsolat kialagdtban.

A hepcidinben [é¢ diszulfid-hidak a ferroportinhoz valé Il&itésben betoltott
szerepének tovabbi vizsgalatAhoz a mutans hepcigeptideket hepatocitdkban
expresszaltattuk, majd vizsgéltuk, hogy képesekreagejtek membranjaban elhelyezked

ferroportinnal kapcsolatot kialakitani.



WRL68 sejteket preprohepcidinnel illetve mutansppoeepcidint kddolo plazmiddal
transzfektéltunk 24 6ran keresztil. Ezt kdest a tenyésatmediumot 0sszegjtottik és a
szekretdlt hepcidin illetve mutans hepcidin pepideennyiségét (ng/ml) Hepcidin ELISA
Kit segitségével meghataroztuk. Az eredmények atatjak, hogy a transzfektalt plazmidrol
atirodo preprohepcidin poszttranszlacios érési afoigta a sejtekben végbemegy és a
hasitasok soran keletkiErett peptid szekretalddik a sejtékla médiumba. A transzfektalt
sejtekdl gyijtoétt médiumot U WRL68 sejtekre vittlk at, majd thara elteltével a
médiumban maradt hepcidin mennyiségét ismét megirik ELISA teszt segitségével. A
24 oras transzfekciot kovien a hepcidin, illetve a mutaciot hordoz6é hepcigeptidek
mennyisége szignifikansan megnodvekedett (129%-222%lkontroll, nem transzfektalt
sejtekhez viszonyitva. A 6 Oras kezelést kéept a tenyés#t folyadékban csokkent
ugyanezen peptidek koncentracioja a 100%-nak tetkikiindulasi mennyiség 82%, 82%,
74% illetve 47%-ara a hepcidin, az M2, az M3 éddzmutans hepcidin peptidek esetében.
A koncentraciévaltozast az okozza, hogy a peptiddik a receptorahoz, ezaltal kivonédik a
médiumbdl. Az M1 mutans peptidet tartalmaz6é médiankezelt sejtek esetében a peptid
koncentraciéja a tenyészfolyadékban nem valtozott szignifikansan. Ennelkgyaaazata
lehet, hogy mig a hepcidin, az M2, M3 és M4 mutéepcidin peptidek kdtlnek a
ferroportinhoz, a C7-C23 diszulfid-hid hidnya miat M1 mutans nem képes interakcioba
Iépni a receptoraval.

A kovetkedkben arra kerestilk a valaszt, hogy a mutaciot eardhepcidin fehérjek a
kotodés mellett képesek-e bioldgiai funkcidjukat betdit azaz a mutacio jelenlétének van-e
hatdsa a ferroportin internalizicidjara.

WRL68 sejtvonalban preprohepcidint illetve premptidin  mutdnsokat
overexpresszaltunk. Ezt koven a sejtek médiumat Uj WRL68 sejtekre vittik abésras
kezelést végeztink. A kezelést kdart a sejteket Osszdgipttik és sejtfrakciokat
szeparaltunk Qproteome Cell Compartment Kit felhakzséval. A citoszol és a membran
frakciokban jelen |&¥ ferroportint Western blottal mutattuk ki. A médibenszekretalodott
hepcidin hatasara a ferroportin 6 oOra elteltévétrimalizalédott a membranbdl a kontroll
sejtekhez viszonyitva. Az M1 mutéciét hordozé hdpcpeptid kébdés hianyaban a vartnak
megfeleben nem volt képes a receptor internalizacidjarayddgkkor az M2, M3 és M4
mutansok, melyek képesek a ferroportinhozoé@it, annak internalizaciojat szintén nem
tudtdk kivaltani a 6 Oras kezelés alatt. Az eredygknalapjan elmondhat6, hogy a
hepcidinben mind a négy diszulfid-hid megléte seiks a ferroportin internalizaciéjanak

kivaltasahoz. Az eredményeket Osszevetve a szdrk@zedikcidval levonhatd az a



kovetkeztetés, hogy mig a C7-C23 diszulfid-hid wddp fontossagu a hepcidin
ferroportinhoz valé kd@idésében, addig a receptor internalizacioban a QU3-@icinalis
diszulfid-hidnak lehet szerepe.

Kisérleti eredményeink alatdmasztasahoz a hepa@blinifetve a mutaciét hordozé
hepcidin peptidekkel kezelt sejtekbtotal vasmeghatarozast vegeztink. Az eredmények
megebsitették koradbbi medfigyeléseinket: csak a hepaoginkezelt sejtek esetében
tapasztaltunk vasszint ndvekedést. A sejtek a uagadsek voltak felvenni, de a ferroportin
internalizacidjanak kovetkeztében leadni nem tudfaknutans hepcidin peptidekkel kezelt
sejtek tovabbra is képesek voltak a vas exporgafarroportinon keresztul, igy ezekben a

sejtekben nem alakult ki vasfelhalmozo6das.

A preprohepcidin és a prohepcidin kapcsolata az a1 antitripszinnel

A hepatocita fehérjek a preprohepcidinnel és aztt éreepcidinnel tortéh
interakcidinak vizsgalatat BacterioMatch Two-Hybridendszerrel végeztik el. A
preprohepcidin ké&idést mutatott a tiroid-hormon szallité szérum fghdél a transztiretinnel
(prealbuminnal) valamint a gyulladasos folyamatokbamelkedett szintet mutatdo és
diagnosztikus markerként hasznalt akut fazis féleétj az alfa 1-savi glikoproteinnel,
melynek szerepe a plazmaban mindezidaig tisztazatla

A legeibsebb kdddést a preprohepcidin az alfa-1 antitripszinnelatiat mely a szerin
proteaz inhibitor fehérje csaladba tartozik. Migeiepcidin érésében alap¥sizerepet jatszik
a furin, egy szerin proteaz, ezért a szerin proggtiy A1AT-nek is fontos része lehet a
hepcidin érési folyamatanak szabalyozasaban.

A preprohepcidint kovéen megnéztik, hogy az A1lAT képes-e &kiiti a 60
aminosav hosszusagu prohepcidinnel, illetve a 25n@savas érett hepcidinnel. A
carbenicillin tartalmu LB agar lemezen tordéndvekedest figyelembe véve elmondhatjuk,
hogy az A1AT szelektiven kot a prepro- és prohdaphiekz, de az érett hepcidinnel, valamint
a preprohepcidin iranyitd szekvenciajaval nem mintarakciot.

A preprohepcidin a kordbban emlitett fehérjék ntellgrenge interakciot mutatott a
citokrom P450-el, ATP/ADP transzlokazzal illetve exzoil-KoA hidratazzal. Ezen fehérjek
kozott tobbszords illesztéssel szignifikans hassadot, illetve k6zds domént nem talaltunk.

A BacterioMatch Two-Hybrid rendszerrel tortérsZirést az érett 25 aminosav
hosszUsagu hepcidinnel is elvégeztik. Az azonosiebigriek kdzil egy sem egyezett a

preprohepcidin esetében talalt fehérjékkelosEbb kapcsolatot mindossze két fehérjével



talaltunk: a CD74 membran fehérjével és a fernghézlanccal. Ezeknek az interakcidknak a
feltérképezése még tovabbi kisérleteket igényel.

In vitro GST-fuzios fehérje kotési esszével bizonyitottbkgy a preprohepcidin-
A1AT kotes specifikus mind BL21 baktériumtorzsbespresszalt ALAT, mind pedig human
szérumban l& AlAT esetén. Ezt kovéen megvizsgaltuk a preprohepcidin
overexpresszidjanak illetve antiszensz technikédérs csendesitésének hatasat az A1AT
MRNS expresszidjara. WRL68 sejtvonalat preprohéplgdriex3-Neo plazmiddal
transzfektaltunk, majd RNS izolalas és cDNS sziastézivetien Real-Time PCR-ral 470-
szeres preprohepcidin MRNS expresszio névekedg@sisztaltunk. Antiszensz technika
alkalmazaséaval preprohepcidin szintet 63%-ra reltluk@ kezeletlen sejtekhez viszonyitva.
Emellett az A1IAT mRNS expresszidjat is vizsgaltukelynek értéke a preprohepcidin
overexpresszidja soran tébb mint kétszeresére miletk A preprohepcidin szintjének 37%-
os cstkkenésekor az ALIAT mRNS expresszidja kozelggnegyedére (28%-ra) csokkent a
kezeletlen sejtekhez viszonyitva.

Huh7 sejtvonalon torténkeresztkotési reakcidé kimutatta, hogy az AlATvivo a
sejten belil specifikusan l&itik a prohepcidinnel. A plazmaban &RA1AT és prohepcidin
kapcsolatat szérum ultrafiltracios esszével viasgalElbszér a szérumok, majd az &ls
ultrafiltratum prohepcidin koncentréciojat hatardzimeg Hepcidin Prohormone ELISA Kit-
tel. A szérum prohepcidin szintek atlaga 210 pg/ogyanakkor az ebs ultrafiltrdtum
prohepcidin koncentracioja 71,7 pg/ml atlagértékatatott. Ezek alapjan a szérumbanslév
prohepcidin 60%-a a 30 kDa-nal nagyobb fehérjéligatten fordul &, melynek egy része
az A1AT lehet.

Tovéabbiakban azt bizonyitottuk, hogy a szérumiga6 $zabad prohepcidint az A1AT
képes megkotni. Az elsszérum ultrafiltratumhoz 1,5 g/L A1AT-t adtunk, jeshankubalas
utan tovabbi ultrafiltraciot végeztink, majd a ndikaultrafiltratum prohepcidin tartalmat is
meghataroztuk. A prohepcidin koncentracié tovabbkksent a kiindulasi érték 22%-ara,

A szérum  prohepcidin-A1AT  kapcsolat  specifikussedd vizsgalatara
koimmunprecipitaciot végeztink. Anti-A1AT ellenaggd CNBr-aktivalt szefardz
gybngyhoz kotottink, majd human szérummal inkulbalu szefaréz gyongyoket lemostuk,
majd az A1AT-hez k@dott fehérjéket Laemmli pufferrel elualtuk és dddttot végeztiink
anti-hepcidin ellenanyaggal. A dot blotésrpozitiv jelet adott, mutatva, az ALAT és a
prohepcidin in vivo interakciojat a szeérumban. A kisérletben a szabmem kotott)

prohepcidint tartalmazo6 szérum ultrafiltratum saAttigpegativ kontrollként.
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Hasonl¢ affinitastisztitast végeztink el ZipTigiksegével: az A1AT ellenanyagot a
ZipTip C18-as oszlophoz kotottik, majd human szénaminkubaltuk. A mintat elualast
kovetben MALDI TOF tomegspektrométeren analizaltuk. Agkisthez BL21E. coli térzsben
expresszalt és tisztitott His-tag-es prohepcidiaszhaltunk. A bakterialisan expresszalt
kontroll prohepcidin-His molekulattmege 7760.08 Ba. analizis soran, a spektrumon két
csucs jelent meg, az 1410.86z értéki, mely a 6xHis-tag-hez és a prohepcidin C-terménali
végén lé¥ 6t aminosavhoz (MCCKTHHHHHH) tartozo érték, illeta prohepcidin tovabbi
55 aminosavahoz tartoz6 6349.1@z értéki. A szérumbdl ZipTip affinitas tisztitott
prohepcidin ugyanezt a 6349.14z értéki csucsot mutatta, mely hasonlo fragmentaciora
utal. Ezen a spektrumon az MCCKT aminosavakhobzartsics nem jelent meg, mivel a
detektalas 1000wz és 7500nvVz értéktartomanyban tortént az alacsony molekulagfime

matrix molekulak zavaro jeleinek kizarasa erdekében

A prohepcidin expresszi6é szabalyozasanak Uj médja

WRL68 hepatocita sejteket prohepcidint kddoldé pX8-Neo expresszids vektorral
tranziensen transzfektaltuk, majd az overexpresggéhepcidin cellularis lokalizaciojah
vivo immuncitokémiaval vizsgaltuk. A sejteket anti-pepleidin ellenanyaggal jel6ltik, mely
a peptid pro-régidjara specifikus, €s a prohepaeijten bellli elhelyezkedését Iézer scanning
konfokalis mikroszkop segitségével térképeztik fad. eredmények azt mutatjdk, hogy a
prohepcidin granularis citoplazmatikus faés mellett, mely a fehérje vezikularis
elhelyezkedésére utal, megtalalhaté a majsejtékagj régidjaban is.

A fehérje sejtmagi lokalizacioja felveti annak ehétségét, hogy a prohepcidin
génexpresszié befolyasolé szerepet is betdlthethddyozhatja a sajat génjénedAMP)
kifejezodését. A prohepcidin DNS kit képességének meghatarozdsahoz Kumar és
munkatéarsai altal kifejlesztett SVM alapu predilec#lgoritmust hasznaltunk. Az analizist a
60 aminosav hosszUsagu prohepcidinnel és az éepitidinnel egyarant elvégeztik. A
prohepcidin elemzésekor kapott SVM értékek mindrmmosav 6sszetételt (1,47) mind pedig
a PSSM-et (1,07) alapul véve meghaladtdk a kisikedr ami valdsziisiti, hogy a
prohepcidin rendelkezik DNS k#tmotivummal. A 25 aminosavas hepcidin esetében az
eredmények azt mutatjak (SVM értékek: 0,03 és Qi6Qy az érett hepcidin nem tartalmaz
DNS kob régiot.

A prohepcidin DNS kotési képességének igazolasdhozehetséges sejtmagi
célmolekuldkat kerestiink. &z6r azt a lehéséget vizsgaltuk meg, hogy a prohepcidin
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befolyadsolhatjia a sajat expressziojat. A prohepdithMP prométer koidésének
vizsgalatdhoz kromatin immunprecipitaciot végeztimiajd egy PCR alapu promoter kotési
esszét dolgoztunk Ki.

A kromatin immunprecipitaciochoz WRL68 sejteket gm@hepcidin/pTriex3-Neo
plazmiddal transzfektaltuk. Mivel a prohepcidin €&rhinalisan histidin tag-et hordoz, ezért a
fehérje-DNS komplexek immunprecipitécidjat Penta-Hillenanyaggal végeztik el. A
tisztitott DNS-6l PCR reakciot végeztunklAMP specifikus primerekkel. A prohepcidin-
HAMP kotédés specifikussaganak vizsgalatdhoz a PCR reakitaizin specifikus
primerekkel is elvégeztik. Ebben az esetben azt iBNS-nél igen, az immunprecipitélt
mintdban nem kaptunk terméket, tehat eredménylekifdpus aHAMP promoterre nézve.
Az eredmények alapjan elmondhat6, hogy a prohepdidpes kdtdni a HAMP promoter
942 bp hosszusagu darabjahoz.

Az altalunk kifejlesztett kotési prébahoz a C-teréfisan His-tag-et hordozo
prohepcidint overexpresszaltuk WRL68 sejtvonalbemajd a fehérjét sejtmag kivonatbol
izolaltuk Penta-His ellenanyagot hordozé CNBr-aditivszefar6z gyongyok segitségével. Ezt
kéveten a prohepcidint hordoz6 gyongyok&dMP promoter probaval inkubaltuk. A peptid-
DNS komplexet eludltuk a szefar6z gyongyok felsdihénajd a prohepciditdAMP kotédés
kimutatasahoz az eluatumot templatként hasznalv&R-P@égeztink HAMP promoter
specifikus primer parral. Az eredmények azt makathogy a prohepcidin képes &dni a
sajat promoteréhez. A kisérlet soran csak a pratiepdis peptid jelenlétében kaptunk
pozitiv PCR reakciot. Az elvégzett kontroll kiséele esetében nem kaptunk &dést.

A Kkisérletet elvégeztilk azzal a modositassal, hayazonos maddon transzfektalt
WRL68 sejtekBl készitett sejtmag kivonatotéslzor aHAMP promoter probaval inkubaltuk,
majd ezt koveten a HAMP-prohepcidin-His komplexeket tisztitottuk Penta-HINBr-
aktivalt szefaréz gyongyokkel. A korabbi eredmérmek hasonléan csak a prohepcidin-His
fehérjét tartalmazo sejtmag kivonat mutatott peitterakciot aHAMP promoter probaval.

A kapott eredmények felvetik annak a léisgigét, hogy a prohepcidin nem
onmagaban kétik a promoéteréhez, hanem egy nagyobb komplex késte mely
tartalmazhat mas DNS-kitfehérjeket. Ahhoz, hogy megallapitsuk, hogy a ppadin
egyedul vagy mas fehérjékkel alkotott komplex fo@aban képes-e aHAMP gén
promoteréhez kotni, a prohepcidin-His fehérjét Blizktériumtorzsben termeltettik. Az igy
expresszalt prohepcidin nem képes az esetleg spkséuklearis DNS-két fehérjekkel

komplexet képezni. A prohepcidin-His peptidet immpretipitacioval tisztitottuk és a korabbi
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kisérletekkel azonos mdédon elvégeztikHAMP promoter kotési probat. Az eredmények
alapjan elmondhat6, hogy csak a bakteridlisan espgdt prohepcidin-His fehérjét tartalmazo
minta mutatott pozitiv PCR reakciot, mig DNS ddi#st a kontroll mintdk esetében nem
tapasztaltunk. A kisérleti eredmények azt bizoakjthogy a prohepcidin 6nmagaban, mas
nuklearis DNS-kdt fehérjék nélkil is képes a sajat génjének prorebe kéddni.

Miutan bizonyitast nyert, hogy a prohepcidin képesajat génjének promoteréhez
kotédni, tovabbiakban arra kerestik a valaszt, hogelemz interakciénak lehet-e szerepe a
HAMP gén szabalyozasaban.

A prohepcidin sejten bellli mennyiségének emekés&h WRL68 sejteken tranziens
transzfekciot végeztink a preprohepcidin kodol6 BAti$artalmaz6é pcDNA3.1 plazmiddal.
A prohepcidin szint cstkkentését antiszensz teehsigitségével végeztik el. FAMP
promoter aktivithsanak meghatarozasahoz a pron®#2rbazispar hosszusagu darabjat a
szentjanosbogar luciferaz enzimét kodolé6 DNS sz dUzionaltattuk pGL3 expresszios
vektorban. Az igy elkészitett plazmiddal kotrankefét végeztink
preprohepcidin/pcDNA3.1 vagy preprohepcidin antsz#ocDNA3.1 plazmid DNS-el
WRL68 sejtvonalon. A preprohepcidin mRNS expres#idfeal-Time PCR segitségével, a
promoter aktivitasanak valtozasat luciferaz enzimwéks méréssel hataroztuk meg.

Normél prohepcidin szint mellett &{AMP prométer-luciferaz riporter vektor
aktivitasat tekintettik a WRL68 sejtek alap promdktivitdsanak. Ezt az alap aktivitast
iteltik 100%-nak. Overexpresszid hatasara a prepmtin mRNS szintje 435-szorbsére
novekedett a normal prohepcidin szinthez képedi\dP promoter aktivitasa ezzel szemben
az alap aktivitas 52%-ara csokkent. A prohepcidiennyiségének csokkentésére a sejtek
sokkal eételjesebben reagaltak. Antiszensz DNS hatasara eprgirepcidin mRNS
expresszidja a normal szint 63%-ara redukalodaiy, aHAMP promoter aktivitasa az alap
aktivitas 5,2-szeresére emelkedett.

Annak elledrzésére, hogy (lAMP promoter aktivitasanak valtozasat ténylegesen a
prohepcidin illetve annak hianya és nem csupareprpirégio okozza, a kisérletet elvégeztik
a kovetked modon is: a hepcidint medgeb prepro szakaszt fazionaltattuk a citoszolikus
elhelyezkedés glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz kédolo ogayal, majd pTriex3-Neo
plazmidba klonoztuk. Ezt kouwen a luciferdz esszét megismételtitk a prepro-
GAPDH/pTriex3-Neo plazmid transzfektalasaval. A mdter aktivitAsa nem valtozott
szignifikansan (98%) a kontroll sejtekhez képest.

A prohepcidin HAMP promoterre gyakorolt hatasanak, specifikussaganak

vizsgalatdhoz a kisérletet a tranzin promoterreivegeztik. Ehhez a tranzin promoéter 591
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bp hosszlusagu darabjat pGL3 vektorba klénoztukd naggsgaltuk a prohepcidin, illetve a
prohepcidin antiszensz DNS hatdsat a tranzin premaktivitasara. Eredményeink azt
mutatjak, hogy sem a prohepcidin overexpresszgga) annak mennyiségi csokkenése nem
valtoztatja meg szignifikansan a promoter aktiatgd409-109%). Tehat a prohepcidin hatasa
specifikus &HAMP promoterre nézve.

A kisérletet elvégeztik az érett hepcidin kodolbiS3ét tartalmaz6 pTriex3-Neo
plazmid WRL68 sejtbe torténtranszfekciojaval. Ebben az esetben az érett diepci
szintjenek emelkedése HMAMP promoter aktivitasara nem volt negativ hatassahat a
kapott eredmények specifikusak a hormon pro-formajaKisérleteink eredmeényei
alatamasztjak a hipotézisiinket, mely szerint agyoitin képes szabdalyozni a sajat génjének
expresszigjat, azaltal, hogy hozzaldik a HAMP gén prométeréhez és cstkkenti annak
aktivitasat.

Kovetkedkben azt vizsgaltuk, hogy a prohepcidin és az AlAKapcsolata
befolyasolja-e aHAMP gén expresszidjat. Ennek felderitéséhez WRL68 eldsin
overexpresszaltuk az A1AT-t, majd vizsgaltuAMP promoéter aktivitdsara kifejtett hataséat
Luciferaz esszével. Az AL1AT overexpresszid hatasardHAMP promoéter aktivitas
haromszorosara emelkedett, a kezeletlen, normalTA%Aintet mutatd WRL68 sejtekhez
képest. Az emelkedett promoter aktivitas azt matigdh hogy az A1AT altal kotott
prohepcidin nem képesHlAMP gén expresszidjat cstkkenteni.

Tovabbiakban azt vizsgaltuk, hogy az A1AT altaitkbprohepcidin képes-eHAMP
promoterhez k@tdni. WRL68 sejteket ALAT/pTriex3-Neo plazmiddalnszfektaltunk, majd
24 6ra mulva a sejtlizadtumokbdl immunprecipitacioizalaltuk a fehérjét. Ezt kovéen a
mintdkbo6l dot blottot készitettiink anti-hepcidinleahnyaggal. Az eredmények azt
tamasztottdk ala, hogy a mintdban nem csak az AlAdnem az AlAT-hez kotott
prohepcidin is jelen van.

Az immunprecipitacidval tisztitott A1AT-prohepaidikomplexszel elvégeztik a
HAMP promoéter kotési probat a koradbban leirtak szeridst. kotési préba alapjan
elmondhatjuk, hogy sem a prohepcidint nenmbk{gzabad” A1AT (BL21 baktériumtérzsben
termelt), sem az Al1AT Aaltal koétott prohepcidin neképes a HAMP promoéterhez
kapcsolodni.

A kisérleti eredményeket 0sszegezve feltételézhmigy csak az ALAT &ltal nem
kotott, tehat ,szabad” prohepcidin képes a sajatmdteréhez kédni, és ezaltal csokkenteni

aHAMP gén expressziojat.
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Osszefoglalas

A vasanyagcsere szabalyozasaban kulcsfontossgupidimeés a vele bizonyitottan
interakcidba lép fehérjék kozil eddig csak a receptorat a ferrapoigmertik. A ferroportin
internalizaciéjanak mechanizmusa jol ismert ugy&oalebben a folyamatban a hepcidinben
talalhatd diszulfid-hidak alapuitszerepet jatszhatnak. Kisérleteink soran vizskahu
hepcidinben &% egyes diszulfid-hidak szerepét a ferroportinho46 viotédésben és

internalizaciés hatasaban:

* lgazoltuk, hogy az efls diszulfid-hid alapvét jelentisédgi a ferroportinnal val6
kapcsolat kialakitasaban.

» Kimutattuk, hogy a hepcidin receptoranak interré@digjadhoz mind a négy diszulfid-
hid szikséges, egyetlen cisztein szubsztitaciojgepcidin biologiai aktivitasanak

megsiinését eredményezi.

Az eredmények ismeretében valosigithetjik, hogy a természetberéferduld, az
érett hepcidin ciszteinjeit érintmutaciok esetén (C70R, C78T) a hormon ugyan képes
kotédni a receptorahoz, de annak internalizaciojat @aditérszerkezete miatt nem tudja
kivaltani.

Tovabbi hipotézisiink szerint, a vasanyagcsere éshepcidin niikodésének
szabalyozdsaban a ferroportinon kivil mas fehéigkaktivan részt vehetnek, ezért
munkacsoportunk az érett hepcidin valamint a psgaréhormon potencialis kifgartnereinek

kimutatasatitzte ki célul:

* BacterioMatch Two-Hybrid rendszerrel kimutattuk, gigoa preprohepcidin és a
prohepcidin efs kotdést mutat az alfa-1 antitripszin szerin protedidéhérjével.

« Kimutattuk, hogy a preprohepcidin interakciéba Bgpalfa-1 savi glikoprotein akut
fazis fehérjével, valamint a transztiretin (preatn) tiroid kot szallitéfehérjével.

» Kimutattuk, hogy az A1AT mRNS expresszidja parhuasam valtozik a hepcidin
MRNS szintjének csokkenésével, illetve emelkedéséve

» Bizonyitottukin vivo (crosslinking) édn vitro (glutation S-transzferdz kotési esszé)
modszerekkel, hogy az AlAT specifikusan ddik a preprohepcidinhez a

majsejtekben.
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» Kimutattuk, hogy a prohepcidin specifikusan ddik az A1AT-hez a szérumban
(ELISA, koimmunprecipitacio, szérum ultrafiltraciésszeé, MALDI TOF).

» Kimutattuk, hogy a hepcidin & kotdést mutat a ferritin nehéz lanccal, illetve a
CD74 molekulaval.

Vizsgélataink soran bebizonyitottuk, hogy az Al1ATEerin proteaz inhibitor
specifikusan kdidik a preprohepcidinhez Huh7 sejtekben. Az AlATrepet jatszhat a
preprohepcidin érési folyamataban, a preprohepoeinkdbdve gatolhatja a prohormon
konvertaz, a furin hasitésat, ezaltal gatolja, hagyohepcidin érett hepcidinné alakuljon. Ez
megmagyarazhatja, hogy a prohormon miért van jelkeeringésben. Ugyanakkor kimutattuk,
hogy az A1AT a szérumban is képes a prohepcidikti€zini. Ez az eredmény felveti annak
a lehebtségét, hogy prohepcidin-hepcidin atalakulas a szetv hepcidin igényének
megfeleben a plazmaban is végbemegy, ezaltal gyorsabblgpaBhat tesz lehévé.

A hepcidin prekurzoradnak a prohepcidinnek szekdpévés informacié ismert, ezért
munkacsoportunk a tovabbiakban a prohepcidin sejpetili elhelyezkedésével és

funkcidjanak vizsgalataval foglalkozott:

» Kimutattuk, hogy a prohepcidin a granularis citaphatikus elhelyezkedés mellett a
sejtmagban is megtalalhatd WRL68 hepatocita segtoam.

 SVM-alapu algoritmussal kimutattuk, hogy a prohdptirendelkezik DNS-kat
motivummal.

* lgazoltuk, az altalunk kidolgozott PCR alapu proemdk6tési modszerrel, valamint
kromatin immunprecipitacioval, hogy a prohepcididtdklik a sajat promoteréhez
(HAMP).

« Kimutattuk, hogy a prohepcidin 6nmagaban, mas ruldeDNS-kdd fehérjék nélkul
is képes &lAMP promoterhez kédni.

« Kimutattuk, hogy a prohepcidin képes szabalyozajat génjének expressziojat.

» lgazoltuk, hogy az A1AT szintjének valtozasa bedsiylja aHAMP gén expressziojat.

* Bizonyitottuk, hogy az A1lAT-nel két6 prohepcidin nem képes &#AMP
promoterhez k@idni, ezaltal szabélyozé hatast kifejteni.

Vizsgalataink soran tehat kimutattuk, hogy a praidip megtalalhaté a majsejtek

sejtmagjdban, ahol a sajat génjéhez,HAMP gén promoéteréhez kiilve negativan
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szabalyozza a gén expresszidjat. Ezzel a hepcigliresszio szabalyozasanak egy Uj modjat
irtuk le, mely hozzajarul a hepcidin kifefeleés tobb komponefiszabalyozasanak pontosabb
megeértéséhez.
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