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Kutatésaink sordn a hepcidin, egy méjban szintetizalodé hormon hatdsmechanizmusat és
kolcsonhatésait vizsgaltuk. A hepcidin preprohormonként (84 aminosav: 84 AA)
szintetizalodik a majban, és a furin nevezetl protedz hatdsara prohormonnd (60 AA) és érett
hormonna (25 AA) hasad. A hepcidinnek kettds hatasa van: egyrészt mikroorganizmusokat
(egyes baktériumokat, gombakat) pusztit el, masrészt az emlds szervezet vashaztartasanak f6
szabalyozoja. Ez a két hatas részben 6ssze is kapcsolodik, hiszen a/ a fert6zéseket kisérd
vashianyos anémia a mikrobak szaporodasat is gatolja, és ezzel kiizd a fertdzés okozdja ellen,
b/ egyes intracellularis korokozok gyakrabban betegitenek meg olyan szervezeteket,
amelyekben vasfelhalmozddas figyelhetd meg.

A hepcidin vasanyagcserét befolyasold szerepe a bélben valo vasfelvétel, illetve a
makrofagokbol torténd vaskibocsatas szabalyozasan keresztiil torténik. A palyazat
megirdsakor a mi terveink kozott is szerepelt a hepcidin receptoranak feltérképezése, de ezt
nagyon koran egy amerikai kutatdcsoport leirta. Ez a molekula a ferroportin, egy vas
exportald molekula, amely a bélhdm sejtjeiben, a makrofdgokban, a majsejtekben ¢és a
placentaban is megtalalhat6. A hepcidinnek azonban ezen kiviil mas fehérjével valo
kapcsolata nem valt ismertté, ezért kezdtiik munkdnkat annak felderitésével, hogy a hormon
kiilonboz6 érési alakjai mely proteinekhez kapcsolddnak in vivo. Ehhez a BacterioMatch
nevi, bakterialis alapa 2-hibrid esszé rendszert alkalmaztunk. A 84 AA preprohepcidin tobb
fehérjével is kapcsolodik, amelyek koziil haromnak lehet fontos szerepe. Ezek a transthyretin,
az a-1 savi protein és az a-1 antitripszin. Az elsé transzport fehérje lehet, amely a hormont
(vagy eldalakjat) a plazmaban szallitja, de ennek szerepét még nem vizsgaltuk. A legtobb
kisérletet az a-1 antitripszin (a-1 AT) és a hepcidin kapcsolatanak vizsgalatara végeztiink. A
BacterioMatch rendszerben az a-1 AT a prepro- és prohepcidinhez kotodott, az érett
hepcidinhez azonban nem mutatott kapcsolodast. Emellett bebizonyitottuk, hogy a
preprohormon in vitro is kotddik a proteaz gatldhoz. A két molekula expresszioja majsejt-
kultiradban parhuzamosan valtozik. Szintén majsejt kultarat kovalens keresztkotést eléidézo
szerrel kezelve a két molekula in vivo 6sszekapcsolodasat lehetett eldidézni. Human
egészséges donorbdl szarmazd szérum mintékat ultrafiltracids esszében vizsgalva kimutathatd
volt a keringésben részt vevo a-1 AT és prohepcidin kotddése, amely tiszta a-1 AT
szérumhoz adéasaval fokozhat6 volt. A reakcid specificitdsat koimmunoprecipitacios esszével
¢s végsd soron MALDI-TOF analizissel igazoltuk. Mindezen kisérletek azt a lehetdséget
vetették fel szamunkra, hogy a vérben talalhat6 biologiailag aktiv érett hormon szintje csak
részben szabalyozodik a transzkripcid szintjén, az akut igényekhez poszttranszlacios éréssel is
tud reagalni. Ezt az elképzelésiinket aldtdmasztja az a tény is, hogy a-1 AT hidnyos
betegekben leirtak vasanyagcsere zavart is.

Fenti kisérleteinket bemutato cikkiink a FEBS Journal 4ltal elfogadasra keriilt, és jelenleg
kozlés alatt all.

Hasonl6 vizsgalatokat kezdtiink a hepcidin kiilonb6z6 érési alakjai és az a-1 savi protein
kozott. In vitro kotddést €s a szérumban vald kapcsolodast mar igazoltunk a két molekula
kozott. Eddigi eredményeink szerint hasonlo, de taldn gyengébb kapcsolat talalhato a két
molekula kozatt.

A fent emlitett BacterioMatch rendszert is hasznaltuk annak felderitésére, hogy a hepcidin
molekula a ferroportinnak melyik részéhez kapcsolodik, illetve ebben a kdtddésben a hepcidin
molekulanak a jellegzetes, 4 diszulfid hid éltal fenntartott hajtiikanyarhoz hasonlo
térszerkezete mennyiben jelentds. A ferroportin molekula membranban elfoglalt helyzetérdl
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még jelenleg is folynak a vitdk, az egyes irodalomban szerepld feltételezett térbeli szerkezetek
tobbé-kevésbé eltérnek egymastol. Kisérleteinkben a ferroportin (FP) molekula 3 darabjat
hasznaltuk, amelyek feltételezhetéen meghatarozott szamui transzmembran domént
tartalmaznak: egy révidebb (FP1) és egy hosszabb (FP2) N-terminalis darabot, valamint egy
rovid C-terminalis (FP3) darabot. A teljes FP molekula, valamint a megfelelé darabok
kotddését vizsgaltuk az érett hepcidinnel. Osszegezve azt mondhatjuk, hogy a teljes FP adta a
legerésebb kotddést, mig a C-termindlis darab nem kotddott egyaltalan. Ezutan a hepcidin
négy mutans valtozatat hoztuk létre, amelyekben az egyes diszulfid kotéseket alkotd
ciszteinek koziil mindig egyet mutaltunk szerinre, ezaltal a diszulfid hidak szerkezete
felbomlott. A mutansok egyike sem kotodott a FP3 darabhoz, akarcsak a teljes hepcidin.
Emellett az a mutans (M1), amelyben a hajtiszerkezet leginkabb sériilt, nem kotoédott sem a
teljes FP molekuldhoz, sem annak darabjaihoz. Az érett hepcidin és a mutansok feltételezett
térbeli szerkezetének vizsgalata igazolja a eredményeket: valamennyi vizsgalt molekula koziil
egyediil az M1 mutansban nem volt B-lemez a szerkezetben, €s az N- és C-terminalis vége a
molekulanak eltavolodott egymastol.

Jelenleg ezen kisérleti eredményeink kéziratdnak szerkesztése zajlik. Reményeink szerint egy
honapon beliil kozlésre be tudjuk kiildeni.

Ami a klinikai, kiilonb6z0 vasanyagcsere zavarban szenvedd betegek szérum hormon
szintjének vizsgalatat illeti, a kereskedelmi forgalomban jelenleg a prohormon szintet
meghataroz6 ELISA-kit kaphat6. E16szor kronikus C virus hepatitisben szenvedd betegek
szérum prohepcidin szintjének Osszefliggését vizsgaltuk a beteg egyéb (m4jfunkcids,
gyulladdsos vagy vasanyagcserét mutatd) laboratoriumi paraméterei fliggvényében, azonban
nem taldltunk diagnosztikailag hasznéalhat6 0sszefliggést. (A vizsgalatokat az indokolta, hogy
a legtobb kronikus hepatitises betegnél idovel vasfelhalmozodas alakul ki.) Az értékelést az is
nehezitette, hogy ezen betegek zome egyben haemachromatosisban is szenvedett.

A kovetkezo csoport, akiknél a szérum prohepcidin szint alakulasat vizsgaltuk, a két
leggyakoribb kronikus gyulladasos bélbetegségben, a Crohn betegségben (CD) és az ulcerativ
colitisben (UC) szenvedd betegek voltak. A két betegség kozott hasonldsagok é€s eltérések is
talalhatok, ez utdbbiak foként az érintett bélszakasz €s a szovettani jellegzetességek
tekintetében talalhatd. A hasonldsag részben az a két betegesoport kozott, hogy idével
mindkét esetben normocitas anémia alakul ki. Ennek hatterében vashiany kifejlédése 4ll,
amelyet a gyakori vérzések, a felszivodas zavara, €s a gyulladasos citokinek magas szintje
okoz. Ez utobbi miatt vetddik fel a hepcidin lehetséges szerepe, mert a hormon expressziot
befolyasold egyik tényezd az IL-6 gyulladasos citokin. Ennek hatasara n6 a hepcidin
expresszidja, amely kovetkeztében csokken a bélbdl illetve a makrofagokbol a keringésbe jutd
vas.

A prohepcidin szérum szinteket részben a vas homeosztazist jellemzd paraméterekkel,
részben a gyulladésra jellemzd labor értékekkel probaltuk 6sszefiiggésbe hozni. Az
irodalomban szerepld, mas kronikus (gyulladasos) betegségeket jellemz6 adatokhoz
hasonldéan mi is csak kevés €és gyenge 0sszefiiggeést talaltunk. A vasanyagcsere jellemzoi
koziil mindkét betegesoportban dsszefliggés mutatkozott a prohepcidin szint és a transzferrin
szint, illetve a transzferrin telitettség kozott. A teljes vaskotd kapacitas a Crohn betegek
esetében mutatott Osszefiiggést a prohepcidin szinttel. A gyulladést jellemzd paraméterek
koziil egyediil a Crohn betegek kozott mutatkozott kapcsolat a prohepcidin értékek és az
aktivitasi indexek kozott.

Az irodalomban talalhaté hasonlé vizsgalatoknak megfelelden mi is azt a megallapitast
tehetjiik, hogy a szérum prohormon szintjének mérése nem szolgéltat diagnosztikai vagy
prognosztikai jelentdségii adatot a kronikus bélbetegségben szenvedd betegek anémidjanak
kialakuldsédban. A legujabb tendencia ezen a téren az érett hepcidin szintjének meghatarozésa



akar a vérbol, akar a vizeletbdl. A prohormon szint mérése azért sem jarhato ut véleményiink
szerint, mert a korabbiakban igazoltuk, hogy az a-1 AT is szerepet jatszik a hormon végso
érésében, azaz az érett hormon szintje sziikség esetén nagyon gyorsan megemelkedhet a
szérumban.

A fenti vizsgalati eredményeinket a kozeljovoben kivanjuk kozlésre bekiildeni, a kézirat
elkészités alatt all.

A kisérletek harmadik csoportja a preprohormon mRNS expressziojanak szabalyozasara
vonatkozik. El6kisérleteink soran az irodalomban szerepl6h6z hasonldéan majsejt kultarat
tettlink ki kiilonb6z6 hatasoknak: vaskezelésnek, vas-kelalasnak, a glutation szint
csokkentésének. A hepcidin szint valtozasa mellett szamos egy¢b, a vas anyagcserében
szerepld fehérje mRNS szintjének valtozasat vizsgaltuk real time modszerrel. A
sejtkultiraban szokatlan mdodon a vaskezelés hatdsara a hepcidin expresszidja csokkent, a
ferroportin véltozasa megfelelt a kezelésnek. Erdekes modon valtozott a ferrokelatéz és a
hemszintézis [épésmeghatarozd enzimének (ALAS) a szintje a kiillonbdzd behatasok hatasara,
ezek értékelése még tovabbi kisérleteket igényel.

Kisérletei adataink egy része a hepcidin overexpresszidjara és mRNS szintjének
csOkkentésére adott valaszokra vonatkozik. Az el6bbit a hepcidin cDNS-ének expresszios
vektorba klonozasaval és tranfektalasaval értiik el, az utdbbira két modszert is probaltunk, a
dicer technikat és az antiszensz DNS transzfektalasat. A hepcidin mRNS szintje akkor nétt
legjelentésebben, amikor az overexpressziot a hemszintézis gatlasa is kisérte. Mivel a
hepcidin transzkripcid kozvetlen, sejten beliili szabalyoz6ja még nem ismert, tovabbi
vizsgalatokat terveziink ezen a téren, mindenképpen megvizsgaljuk a hem szintézis és a
hepcidin expresszio kapcsolatat.

A hepcidin mRNS szint elnyomasanak érdekes modon a leglatvanyosabb kdvetkezménye
egyes transzkripcids faktorok (elsésorban a SMAD4 és a C/EBP o) mRNS szintjében
bekovetkezett valtozas volt. Ezért a kovetkezokben ezen transzkripcids faktorok hatasat
vizsgaltuk elsdsorban. El6szor a transzkripcids faktorokat overexpresszaltuk majsejt
kultaraban. A hepcidin szintjének valtozasat a C/EBP a overexpresszidja befolyasolta
legnagyobb mértékben. Azonban ezt a hatast jelentdsen fokoztdk az overexpresszioval
egyidejli kiilonb6zo kezelések (vasmegvonas, glutation szint csokkentés). Ez a hatas még
tovabbi vizsgalatokat igényel.

Tobb kisérletsorozatot végeztiink a hepcidin kiilonb6zd hossziisagu promotereinek
vizsgalataval. Ezeket a promoter szakaszokat luciferaz riporter plazmidokba kloénoztuk, a
sejteket transzfektaltuk veliik, majd kezeléseknek vetettiik ald ket. A sejtlizatumbdl mért
luciferdz aktivitdsa mutatta a promoter szakaszok valaszat az eltér6 kezelésekre. A
transzfektalas hatasfokabol adodo kiilonbségeket béta-galaktozidaz aktivitdsu plazmidok
kotranszfektalasaval, és a sejtlizatumokbol vald galaktozidaz aktivitas mérésével kiiszoboltiik
ki.

A kisérletek soran itt is a mar emlitett két transzkripcios faktor (SMAD4 és C/EBP )
overexpressziojanak hatasat vizsgaltuk dnmagukban, illetve vasterhelés vagy vasmegvonas
egyiittes alkalmazasaval. A luciferdz aktivitasbol meghatarozhat6d promoter aktivalas nagyon
J6 6sszhangot mutatott a megfeleld kezelések hepcidin szintre gyakorolt hatdsaval, igazolva,
hogy ezen effektusok a hepcidin promoterén keresztiil hatnak. A tovabbiakban, mivel
korabban Osszefliggést lattunk a hepcidin mRNS szint €s a hem szintézis aktivitasa kozott, a
promoterek aktivitdsat a hem szintézisre gyakorolt gatlo és serkentd kezeléseket kdvetden is
megmeérjiik. Az ugyanis mar bizonyitottnak tlinik, hogy a hepcidin szintézis szabalyozasa nem
kozvetleniil a sejtben 1év0 vas mennyiségén keresztiil valosul meg, hanem valamely mas
kozvetité molekulan keresztiil. Lehetségesnek tartjuk, hogy ez a molekula a vasat tartalmazo
hem lenne a majsejtekben.



A promoter szabalyozasaval kapcsolatos kisérleti adatainkat reményeink szerint hamarosan ki
tudjuk egésziteni a hem szintézissel vald Osszefiiggés vizsgalataval, és ilyen moédon még
ebben az évben lehetdséglink lesz ezen adatok kdzleményben vald osszefoglaldsara.

Eldkisérleteket végeztiink a hepcidin baktericid hatdismechanizmuséanak feltarasara.
Egyértelmiien sikeriilt igazolnunk, hogy a baktériumokhoz adott szintetikus peptid
baktériumdld hatasat az egyidejli vasmegvonas jelentdsen fokozza. Ezzel 4ttételesen
igazoltuk, hogy valoszintileg nem direkt baktericid hatasr6l van szo, hanem a baktériumok
vasfelvételének gatlasardl. Ennek pontos mechanizmusa még nem tisztazott.

Vasterhelés és vasmegvonas hatasat vizsgaltuk még vastagbél eredetii sejtvonalon is. Erdekes
eredmény, hogy vaskezelés hatasara ezekben a sejtekben a hepcidin mRNS szint megnott,
mig vasmegvonasra csokkent. Ez a reakcidé nem egyezik a majsejtkulturanal megfigyelttel. A
DMT1, a vasnak a bél lumenbdl a sejtbe torténd transzportjaért feleldos molekula expresszidja
a vas adas hatasara csokkent. Ezt a legtjabb irodalmi adatok is igazoljak. A tovabbiakban
szeretnénk azt megvizsgalni, hogy esetleg itt is felmeriil-e a hemnek, mint ,.k6zvetitd”
molekulanak a szerepe.

Mindezekbdl l1athato, hogy a hepcidin transzkripcidjanak szabalyozasa meglehetdsen dsszetett
folyamat. A helyzetet még komplikéltabba teszi, hogy nagy valoszintiséggel a vasfelhasznalas
szempontjabol eltérd funkcidju sejttipusok (bélham, maj, eritroid) esetében a szabalyozasban
is vannak eltérések.

A beszamolomat birdlo bizottsagtol tisztelettel kérem, hogy a beszamold ¢€s igy az elvégzett
munka végso értékelése csak 2009 végén torténjék meg, mert bizom abban, hogy ennek az
évnek a folyaméan még 2-3 kozleményliink elfogadasra keriil.



