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Roviditések jegyzéke

ABC ATP binding cassette, ATF6 activating transcription factor 6, c/EBPa
CCAAT/enhancer-binding protein alpha, CREBH ciklikus AMP response element-binding
protein H, DCYTB duodenalis citokrém b, DMT1/Nramp2 divalens metal transzporter 1,
DTT dithiothreitol, ELISA enzyme-linked immunosorbent assay, EMEM Eagle’s minimal
essential medium, EOR endoplasmatic reticulum overload response, ER endoplazmatikus
retikulum, FBS foetal bovin serum, HAMP hepcidin antimikrobialis peptid, IL-6 interleukin-
6, IRE iron responsive element, IRP iron regulatory protein, LPS lipopoliszacharid, MMD
¢leszté minimal medium taptalaj, NBD nukleotid-k6té domén, NOD2/CARD15 nucleotide-
binding oligomerization domain containing 2/caspase recruitment 15, PMSF fenil-metil-
szulfonil-fluorid, Rli RNaz L inhibitor, SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate polyacrilamid gel
electro- phoresis, SERCA sarco/endoplasmic reticulum Ca2+-ATPase, STAT3 signal
transducer and activator of transcription 3, TfR transzferrin receptor, UPR unfolded protein
response, UPRE unfolded protein response element, XBP1 X box binding factor 1, YNB
yeast nitrogen base, YPD szénforrasként gliikozt tartalmazo gazdag éleszté taptala;.

Bevezetés

A vas a legrégebben ismert esszencidlis elemek egyike. Kozponti szerepet tolt be tobb
folyamatban is, igy az oxigén széllitasaban és raktdrozasaban, az elektronok széllitasaban, az
oxidativ anyagcserében, a sejtek novekedésében €s osztodasaban.

Az emberi szervezet atlagos vastartalma férfiakban 3-4 g, ndkben kis mértékben
kevesebb, 2-3 g. Ez a kiilonbség a testméretekkel és a nék 1ényegesen Kisebb vasraktaraival
magyarazhatd. A szervezet vastartalma két nagy részre, aktiv metabolikus és raktarozott vasra
oszthatd fel. A vaskészlet kb. 70%-a hemoglobinban, 5%-a mioglobinban, 4 %-a szoveti
enzimekben (hem és nem hem formaban) taldlhatd, 15%-ban a szovetekben ferritinként €s
6%-ban hemosziderinként raktarozodik. Ezrelékes mennyiségben nem Kkotott vasat is
talalhatunk a vérben. Az elfogyasztott taplalék vastartalméanak csak igen kis hanyada, 5-10%-
a szivodik fel a duodenumban, kisebb mértékben a jejunumban. Ez az arany vashiany vagy
fokozott igény esetén 20-30%-ra ndvekedhet. Minden olyan koriilmény ezt eldsegiti, amely a
vasat oldott allapotban és ferro (Fez+) formaban tartja. A taplalékkal bejutott Fe® ionokat a
duodenadlis citokrém b (DCYTB) Fe**-vé redukalja. Az enterocitdk a hem vasat is képesek
felvenni, a hasitds csak a sejten beliil kovetkezik be. A duodendlis enterocitak apikalis
membranjaban helyezkedik el egy, a vas felvételért is felelés transzporter, a DMT1/Nramp2.
Ez a fehérje végzi az eritrocitdk endoszomdibdl a citoplazmaba torténd vasszallitast is.
Hianyaban a Fe-transzferrinrél levalo vasat az eritrocitak az endoszomakbol nem képesek a
citoszolba juttatni és a vas nem tud a hemoglobinba beépiilni. Az enterocitdba jutott vasat a
szervezet az igényeknek megfelelden raktarozza, vagy a ferroportin vas exporteren keresztiil a
véraramba juttatja. A ferroportinon keresztiil kijutott Fe** ionokat a hefesztin oxidéalja a
transzferrin szaméra felvehetd Fe** ionokka.

A vas a vérben egy 80000 molekulatomegii B-globulinhoz, a transzferrinhez kétve
kering, mely molekulanként két Fe** iont képes megkdtni, ezek leadasat kovetden wjabb
ionokat kot. Ez a fehérje a mdjban képzddik, féléletideje 8-10 nap. Normadlisan a



kotékapacitas 1/3 része telitett vassal, de a szérum vasszintek diurnalis ingadozasat is
figyelembe kell venniink, legmagasabb reggel és legalacsonyabb este. A kotott vas a
transzferrin receptoron (TfR) keresztiil jut be a sejtekbe receptor medialta endocitozissal. Az
igy létrejott endoszoma a sejten beliil egy savas vezikulummal egyesiil, ebben az acidotikus
kozegben a vas konnyen ledisszocial, majd a DMT1 az endoszoma membranjan keresztiil a
citoplazmaba juttatja, ahol felhasznalasra keriil vagy raktarozodik. Ezutan a transzferrin
receptor ismét a sejt felszinére kertiil, a transzferrin is ledisszocial és mindkét fehérje ismét
képes betdlteni a funkciojat.

Szervezetlinkben legnagyobb mennyiségii vas a majban raktarozodik hemosziderin
vagy ferritin forméjaban, utobbibdl sziikség esetén gyorsan mobilizalhato. Ezek a raktarak
biztositjak, hogy annak ellenére, hogy a vassziikséglet jelentds diurnalis ingadozéast mutat, a
szérum vas szintje relative allando.

Naponta 25-30 mg vasra van sziikségiink az eritropoézishez, ennek jelentds része
recirkularizacié révén az elhalt és a makrofagokban lebomlo vordsvértestekb6l szarmazik. A
makrofagok hemoglobin-haptoglobin komplex, szabad hemoglobin, hem- hemopexin
komplex, vagy szabad hem formajaban képesek felvenni a vasat. A felesleget hasonloan a
majsejtekhez, ferritinhez vagy hemosziderinhez kotott formaban raktarozzak. A csontvelében
zajlo eritropoézist a vese altal termelt eritropoetin, kozvetve a szérum vastartalma
szabalyozza.

Klinikailag joval ritkabb esetben fordul elé vastultelitettség, mint vashiany. El6bbi
esetben a nem hemhez kotott és a nem transzferrinhez kotott vas is megjelenik a keringésben.
Ez elsésorban a sziv és a m4j szoveteibe jut, ahol felhalmozodik. Mdaig nem tisztazott, hogy
melyek azok a transzporterek, receptorok, amelyek a nem hemhez kotott vas felvételét végzik,
szabalyozzak. Egy lehetséges jelolt a Zip 14 receptor, mely a cinken kiviil ezt a formatumu
vasat is képes a majsejtekbe juttatni.

Vashianyos allapot harom f6 mechanizmussal alakulhat ki: 1. a vas nem jut be a
szervezetbe, ezt hivjuk primer vashianyos anémianak. 2. bejut a vas, de hemoglobinnal, vérrel
kiiiriil, ez a szekunder vashianyos anémia. 3. a vas bejut a szervezetbe, de az inflammatorikus
valasz miatt blokkolodott, nem jut el az eritropoézishez, igy 1étrejon a funkcionalis vashidny.
A harom etiologia kombinalodhat is, mint azt a gyakorlatban sokszor 1atjuk.

A vasanyagcserét szabalyozo faktorok egyike az ezredfordulon azonositott hepcidin.
El6szor, mint egy, a maj altal termelt, a baktériumok életciklusat gatld peptidet azonositottak,
ezen antimikrobialis hatasa miatt kapta a nevét is: hepatic bacteriocidal protein. Mara mar
ismert, hogy a majon kiviil mas szervekben, tobbek kozott a vesében, szivben, tiidében,
duodenumban, nyirokcsomdkban is szintetizalodik ez a fehérje. A hepcidin génjét felfedezése
utan Pigeon HEPC-nek nevezte el, de a kés6bbiek soran ez modosult, hivatalosan a HAMP
(hepcidin antimikrobialis peptid) nevet kapta. Az is rovid idén beliil nyilvanvalova valt, hogy
a hepcidin {6 funkcidja a szervezet vas homeosztazisanak biztositasa, azaz egy hormonrol van
sz0. A human hepcidin génje a 19-es kromoszéman helyezkedik el (19q13.1), 3 exonbdl és 2
intronbdl all. Mas peptid hormonokhoz hasonldan prepro forméaban képzddik, amely egy 24
aminosav hosszusagu szignalszekvenciat tartalmaz, mely az endoplazmatikus retikulumhoz
iranyitja a fehérjét. Ennek a lehasadasat kovetden a 60 aminosav nagysagu propeptid tovabbi
érési folyamatokon megy at a Golgi-apparatusban. Végso, érett formdjat egy, a szerin
peptidazok kozé tartozo furin altal végzett hasitas kovetkeztében nyeri el. A szérumban mind



az érett, funkcioképes 25 aminosav hosszasdgu hormon, mind a prohormon forma
kimutathat6. 20 és 22 aminosav hosszusagu hepcidint mutattak ki a vizeletbdl, mely az érett
forma N terminalisardl 5, ill. 3 aminosav lehasadasaval jon létre, ezek antimikrobidlis,
antifungalis hatasa nagyobb mértéki, mint a 25 aminosav hosszusagu hepcidiné.

A hepcidin expresszidja legnagyobb mennyiségben a méjban torténik, de méjon beliil
is elkiiloniilnek a prohepcidin termeld, illetve nem termeld sejtek csoportjai. A prohepcidin
termeld majsejtek a portalis vénak koré csoportosulnak, €s szamuk a centralis vénak felé
nagymértékben lecsokken. Ennek a zonalitasnak az lehet a magyarazata, hogy a portalis
vénan keresztlil érkezik a gyomor-bélhuzam felél a majba és az itt 1évé majsejtekkel
érintkezik el@szor a vasban gazdag vénds vér.

Mar az elsé hepcidinnel foglalkozo kozleményekbdl ismert, hogy a hepcidin mRNS
expresszidja novekedését mutat, ha a szervezetet, sejteket gyulladasos noxa éri, vagy
vastulterhelés all fenn. Nicolas és munkatarsai megfigyelték azt is, hogy egerekben a hepcidin
mRNS expresszidja a majban nemcsak anémia, hanem oxigén hidny hatdséara is csokken.
Ebbdl arra kovetkeztettek, hogy ha a szervezetben hipoxia all fenn, vagy a szervezet anémias,
az eritropoetin termelése fokozodik, valamint ezzel parhuzamosan a hepcidin gén expresszidja
csokken.

A hepcidin szintézist szabalyoz6 faktorok és molekulak azonositasa érdekében végzett
kisérletek eredményeként szdmos molekulat és jelatviteli utat azonositottak, de a teljes
folyamat még nem ismert. Jelenlegi ismereteink alapjan négy szabalyozo utvonal vezérli a
maj hepcidin termelését: 1. vasraktar fiiggd, 2. az eritropoetikus aktivitastol fiiggo, 3.
gyulladastol fiiggd és 4. végrehajto jelatviteli ttvonal.

Vecchi és munkatarsai igazoltdk egereken végzett kisérleteikkel, hogy a hepcidin
expressziojara nemcsak az extracellularis valtozdsok vannak hatdssal, hanem az
endoplazmatikus retikulum (ER) stressz is, mely a hormon fokozott expresszidjahoz vezet. Ez
ER stressz asszocialt, maj specifikus transzkripciés faktor, a CREBH (cyclic AMP response
element-binding protein H) képes a hepcidin promoteréhez kapcsolodva, annak atirddasat
befolyasolni. Ezzel is igazoltak a hepcidin és az akut gyulladas, valamint a hepcidin és a
velesziiletett immunitas kozotti szoros kapcsolatot, de tovabbra sem ismertek pontosan ezek
az utvonalak.

A hepcidin receptora a ferroportin, melyet a FPN1 gén kodol. Az 5' végen IRE (Iron
vasszabalyozd fehérjék befolyasoljak. 12 transzmembran domént tartalmaz ez a vasexporter,
mely a bélhdmsejtek bazolaterdlis membranjaban, a makrofagokban, a majsejtekben és a
placentat alkoto sejtekben taldlhatdo meg. Legfontosabb szerepe a vas sejtbdl torténd exportja.
A hepcidin N-terminalisan 1évé 5 aminosav megléte alapveté a receptor-ligand kapcsolat
eredményezi. A hepcidin és ferroportin  kozott  1étrejové  interakcid a  Jak2
autofoszforilalédasahoz vezet, majd ez az aktivalt forma foszforildlja a ferroportint és a
komplex multivezikularis testekbe keriil, melyek a lizoszomakkal fuzionalva a ferroportin
lebontasat végzik.

Mar a hepcidin megismerése eldtt is ismert volt, hogy az inflammatorikus folyamatok
erésen befolyasoljak a vas homeosztazisat. Klinikai vizsgalatokkal igazoltak, hogy a hepcidin



expressziojat a hipoxian, és a plazma vas szint valtozasan til a gyulladasos folyamatok is
befolyasoljak. A hepcidin akut fazis fehérje voltdval magyarazhatjuk a kronikus
betegségekhez tarsult anémia fogalmat. A hepcidin génjének expresszidja tobbek kozott az
IL-6, STAT3, c/EBPa tengelyen keresztiil szabalyozodik. A fokozott hepcidin termelés
meggatolja a vasexportot, még telitett vasraktdrak mellett sem képes a szervezet az
eritropoézis altal tdmasztott igényeket kielégiteni. Ezt az allapotot funkcionalis vashianynak
nevezziik. Ha az inflammatorikus reakcio tartdsan fennall (autoimmun betegségek, kronikus
dializis, tumoros megbetegedés), akkor mikrocitozis, hipokrémia, azaz vashianyos anémia
alakul ki. A gyulladasos citokinek ¢és tumor ellenes immunvalasz apoptotikus és anti-
eritropoetikus hatdstak, emiatt az eritropoézis nem expandal a csontvelében és az egyéb
eredetli vashidnyban észlelt szolubilis transzferrin receptor emelkedést nem, vagy nem a
hianynak megfeleld aranyban észleljiik. Ehhez jarul még hozza az a tény is, hogy a
transzferrin anti-akut fazis fehérjeként kisebb mennyiségben termelddik

A gyulladasos bélbetegségeknek a gasztrointesztindlis rendszer kiilonb6z6
szakaszainak érintettsége alapjan két nagy csoportjat kiilonitjiik el: Crohn-betegség vagy mas
néven ileitis terminalis és colitis ulcerosa. Crohn betegségben leggyakrabban az ileum
disztalis része és a kolon érintett, és a gyulladasos folyamat transzmuralis kiterjedésii. Colitis
ulcerosdban a betegség a rekto- szigmoidedlis teriileten kezdddik, majd innen terjed a
vastagbélen proximalis irdanyban.

A gyulladasos bélbetegségek okai kozt tobb faktor is felmeriilt, infektiv, bakterialis és
viralis tényezoket is vizsgaltak. Mycobacteriumok, Yersinia, Campylobacter, Clostridium,
chlamydidk ¢és virusok, mint példaul a herpeszvirus, rotavirus €s a kanyard virusa koroki
szerepét kutattak, de egyik sem bizonyult patognomikusnak. Ugyanakkor az immunologiai
ez nem lokalizdlodik a mukozara, hanem a bélfal teljes vastagsagat involvalja, és a sejtes
faktorok mellett nem sejtes faktorok is részt vesznek az inflammatorikus folyamatban. A
csaladi halmozodas, az ikerkutatasok, illetve mas, mar korabban bizonyitott genetikai
eltéréssel jard korképekkel vald gyakoribb eléfordulas miatt mertilt fel, hogy kromoszémalis
eltérések is allhatnak a bélbetegségek hatterében. A mai napig nyolc, a kronikus gyulladasos
bélbetegségek kialakulasaért felelossé tehetd lokuszt azonositottak. Ezek koziil a legjobban
binding oligomerization domain containing 2/caspase recruitment domainl5) gén mutacioja,
mely elsésorban Crohn-betegségben van jelen. Egy masik ilyen genetikai eltérés, melyet
inkabb a colitis ulcerosa esetében irtak le a NOD1/CARD 2 gén mutacidja.

A 2000-es évek elején tobb munkacsoport is igazolta, hogy a gyulladasos
bélbetegségek kialakulasaban fontos szerepet jatszanak a defenzinek. A mukoézalis sejtek egy
nem specifikus antimikrobialis rendszeréhez tartoznak ezek a peptidek. A defenzinek és a
hepcidin egyarant prepropeptidként termelddik, konvertaz enzimek hasitdsan keresztiil
aktivalodik. Az érett defenzin 21, a hepcidin 25 aminosav hosszisagl, szerkezetiiket a benniik
taldlhaté ciszteinek kozott 1étrejové diszulfidhidak hatarozzdk meg, magasabb rendi
szerkezetiik is igen hasonld. Emiatt meriilt fel az altalunk vizsgalt peptid koroki szerepe is
tobb munkacsoportban, de eddig ezt nem sikeriilt igazolni.

A két kronikus gyulladasos bélbetegségnek igen hasonl6 tiinetei vannak, hasi gorcsos
fajdalommal jaré kronikus hasmenés, mely colitis ulcerosaban véres jellegli lehet. Crohn
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betegek esetében gyakran fordul elé az anamnézisben perianalis fissura, fistula is. Azonban
féleg gyermekkorban az extraintesztindlis tiinetek lehetnek a vezetéek, tigy, mint az allando
¢és ismeretlen eredetii 14z, ndvekedés elmaradasa és a vérszegénység, iziileti panaszok, gyakori
aftak a szajiiregben, bortiinetek. A diagnézis endoszkopos és szovettani vizsgalatok
eredménye alapjan allithato fel. Mindkét betegcsoportban a tiinetmentes periddusokat aktiv
szakaszok kovetik, teljes gyogyulds csak sebészi kezelést kovetden jon létre. Specifikus
kezelés nincs, a gorcsok és a hasmenés oralisan adott antikolinerg szerekkel enyhithetéek,
aktiv fazisban kortikoszteroid adasa indokolt, ennek hatastalansaga esetén mas,
immunmodulalo kezelés 1is elfogadott. A remisszido eléréséhez ¢és fenntartasdhoz
szulfoszalazint vagy mezalamint kell a betegeknek szednitik.

Az RNéaz L Inhibitor (RIli) egy konzervalt, a prokariotakat kivéve valamennyi
¢lélényben megtalalhato citoszolikus vas-kén fehérje. A humdn Rli szerkezetét és szerepét
régebb ota ismerjiik. Két nukleotid kotd és hasité ABC doménnel, valamint egy 4 ciszteint
tartalmazd ferredoxin-szeri szekvencidval rendelkezik, az utdébbi 4Fe-4S komplex kotésére
alkalmas. Az élesztd és a human Rli kozott 68%-os aminosav azonossag van, a homologia is
magas. Az RN4z L az interferon altal indukalt fehérjék kozé tartozik, az Rli els6 leirasa is
ennek a folyamatnak a szabalyozasa kapcsan tortént. Az RNaz L 2°-5” oligoadenilat (2-5A)
kotése révén aktivalodik, ez a molekula kettds szalat RNS molekuldk jelenlétében képzddik
ATP-bdl 2°-5" oligoadenilat- szintetdz enzim segitségével. Az RNaz L-nek egyes virdlis
fertdzések elleni védekezésben is szerepe van. Ennek a valasznak a kioltdsdban, az RNaz L
inaktivalasdban van szerepe az Rli fehérjének. Ez a fehérje élesztOkben esszencidlis,
hianyéban az éleszték elvesztik életképességiiket. Erdekes, hogy az élesztékben nincs RNaz
L, igy mar korabban vizsgalta munkacsoportunk, hogy mi lehet ezekben a sejtekben az Rlilp
szerepe. Korabbi kisérleteink soran igazolddott funkcidja a riboszomak érésében. Az Rli
depletalt sejtekben a kontrol sejtekkel Osszehasonlitva a transzlacié nagyfokt csokkenését
lattuk, azaz a legtobb fehérje szintézise csokkent. Ez a valtozas a riboszomalis fehérjék
mennyiségére csak kis mértékben vonatkozik, tehat a transzlacido csokkenésének mas oka is
kell, hogy legyen, mint a riboszomak mennyiségi valtozasa. Sajat és mas laboratoriumok
kisérletei alapjan bebizonyosodott, hogy az Rli depletalt sejtekben kérosodott mind a
riboszomalis alegységek sejtmagbdl a citoszolba torténd transzportja, mind az rRNS-ek érése.
Ahhoz, hogy az Rli a transzlacioban 1év6 szerepét be tudja tolteni sziikséges a fehérjében 1évo
vas-kén komplex megléte.

Az endoplazmas retikulum (ER) feladatai kozé tartozik a fehérjék, lipoproteinek
szintézise, foldingja, poszttranszlaciés moédositasa, a makromolekularis fehérje komplexek
Osszeszerelése. A fehérjék vezikularis transzporttal jutnak ki az ER lumenébdl a citoszolba, de
ezt megelézden egy ellendrzésen mennek at. Ha nem megfelelé a szerkezetiik, akkor a
lumenben maradva tovabbi foldingon esnek at vagy a citoszolba kijutva proteoszoéméaban
proteolizissel degradalddnak. Az els6 esetben jon 1étre az ER tultoltddése (ER overload). Ha a
foldingot gatld hatas éri az ER-ot, akkor specifikus jelatviteli utak aktivalodnak, ezek koziil a
legfontosabbak a selejtfehérje-valasz (unfolded protein response, UPR), az ER tultoltés valasz
(EOR) és a szterol-valasz.

A UPR jelpalya részleteit élesztében irtdk le eldszor, de legtobb elemét mar human
sejtekben is azonositottdk. Harom f6 Gtvonal aktivalodik a folyamat soran:



1. Az ¢lesztében az UPR egyik szenzormolekuldja az Irelp nevili transzmembran
fehérje. Ez a fehérje tobb doménnel rendelkezik, amelyek koziil egynek kinaz aktivitasa van,
citoszol felé néz6 doménje pedig az RNaz L ribonukleazzal homoldg. A molekula luminalis
doménje a Kar2p fehérjéhez (élesztdben), egy a hésokk fehérjék Hsp70 csaladjaba tartozo
chaperon fehérjéhez, a Bip analdgjdhoz kapcsolddik. A hibas fehérjéket megkoti a Kar2p, igy
ezeknek az Irelp-hez kapcsolodd mennyisége jelentOsen lecsokken, jelzést adva, hogy tobb
chaperon fehérjére van sziikség. Kar2p nélkiil két Irelp molekula homodimerizalédik, transz-
autofoszforilalodik és igy aktivalodik. Az aktiv Irelp kihasit egy darabot a HAC1 elsddleges
MRNS-bol, majd egy tRNS ligdz Gjra 6sszekapcsolja az exonokat. Az atalakitott mRNS kijut
a citoszolba, atirodik fehérjéve, s az igy képzddott Haclp transzkripcios faktorként miikddve
fokozza az UPR cél-gének atirodasat.

Ugyanez jatszodik le human sejtekben, ebben az esetben az Irelp RNaz aktivitasanak
hatasara az XBP mRNS hasitodik el, az igy 1étrejott “spliced XBP1” (sXBP1) expresszidjanak
eredménye egy kulcs transzkripcios faktor, amely anti-apoptdtikus fehérjék expressziojat
képes indukalni. Az UPR célpontjai koz¢ tartozd gének promotere tartalmaz egy 22
bazisparbol 4ll6 UPR elemet (UPRE), melyet minden, UPR sordn indukal6dé fehérje
génjében megtalaltak. Tobbek kozott olyan fehérjék mennyisége né meg a sejten beliil,
amelyek a foszfolipid szintézishez sziikségesek, luminaris chaperonok, glikoziltranszferazok.
Az ¢€lesztOben leirt, majd négyszaz gén koziil, amelyik az UPR altal aktivalodok kozé tartozik,
kortlbeliil csak a felének ismert a funkcidja.

ER lokalizalt receptorok koziil aktivalodik még tobbek kozott az activating
transcription factor (ATF6), mely chaperonok, és mas transzkripcios faktorok (pl. XBP1)

crer

crer

gatolja. Az Irelp intraluminalis doménjével analog transzmembran kinaz, a PERK érzékeli a
hibés fehérjék felhalmozddasat, a citoszdlikus domén az eukaridta iniciacids faktor elF2a-t,
az 51 pozicidban 1€ve szerinen, foszforilalja. Ez a valtozas gatolja a transzlaci6 folyamatat

3. A harmadik lehetséges ttvonal human sejtekben, mely soran az Irelp human
homologja nem vesz részt az UPR cél-gének aktivalasaban, hanem a fehérjeszintézist gatolja
a 28S rRNS specifikus hasitasaval.

Amennyiben ezek a folyamatok nem képesek a hibasan feltekeredett fehérjék altal
kivaltott stressz feloldasara, akkor a mitokondridlis apoptotikus Utvonal beindul és a sejt
apoptozissal elpusztul.

Az Irelp és az RNaz L fehérjék kozotti hasonlosag alapjan joggal feltételezhetd, hogy
az Rli-nek szerepe lehet az UPR aktivalédasanak folyamataban, nemcsak éleszt, hanem
emlds sejtekben is. Mivel az Rli human sejtekben is esszencidlis, funkciojahoz pedig vas-kén
komplex jelenléte sziikséges, felmeriil a lehetdsége, hogy az Rli, ezen keresztiil az UPR
folyamata a sejt vasanyagcseréjével is kapcsolatban van, végsd soron akar a hepcidin szintézis
szabalyozasanak is részese.



Ceélkituzések

1. Szérum prohepcidin szint vizsgalata kronikus bélgyulladdsos betegek esetében. Az
eredmények felhasznaldsa a betegség aktivitasanak megitélésére.

2. Az Rli szerkezeti vizsgalata, a huméan ¢és ¢élesztd szekvencidk kozotti kiillonbség
funkcionalis vizsgalata.

3. Az Rli élesztékben megismert funkcidinak vizsgalata human sejtekben, a transzlacidban,
riboszoma érésben és az unfolded protein response folyamataban.

4. A hepcidin expresszidjanak ¢és az unfolded protein response aktivitdsanak kapcsolata.

Eredmények
1. Szérum prohepcidin meghatarozasa colitis ulcerosas és Crohn betegek szérumabdl

A szombathelyi Vasmegyei Markusovszky Korhaz Gasztroenterologiai Osztalyan és
jar6é betegként kezelt kronikus gyulladdsos bélbetegségben szenvedd betegektdl eldzetes
tdjékoztatast €s beleegyezést kovetden vérmintat vettiink. A pécienseknél a gyulladasos
bélbetegség diagnozisahoz a korabban elvégzett endoszkopos mintavétel alapjan jutottunk.
Nem tettlink kiilonbséget a vizsgalt egyének kozott nem, kor és az alkalmazott kezelés
alapjan. Vizsgalatainkba Gsszesen 102 beteget vontunk be és 14 egészséges egyén esetében
elemeztiik a szérum prohepcidin szint és mas paraméterek kozotti Osszefiiggést. 72 személy
(42 nd, 30 férfi) colitis ulcerosa, 30 (15 n6 és 15 férfi) Crohn-betegség miatt allt kezelés alatt.
A betegek kora 19 és 84 ¢év kozott volt, az atlagéletkor 41,375 év. A betegség aktivitasat
nemzetkozileg elfogadott aktivitasi indexszel jellemeztiik, melyhez a betegek megfeleld
kérddiveket toltottek ki. A vizsgélatra keriild vérmintak levétele a reggeli orakban (7-9 6ra
kozott) torténtek, éhgyomorra. Ezt kovetden a szérumokbol megtortént a szervezet
vashaztartasat jellemzd (vorosvérsejtszam, hemoglobin, szérum vas, teljes vaskotd kapacitas,
transzferrin, transzferrin szaturacio) és gyulladasos paraméterek (fehérvérsejtszam, C-reaktiv
fehérje, vorosvértest siillyedés) meghatdrozasa. A szérum prohepcidin meghatdrozashoz a
mintakat a vizsgalat elvégzéséig -80°C-ra lefagyasztottuk. A méréshez a Hepcidin Prohormon
ELISA Kit-et (DRG International Deutschland) hasznaltuk, a gyarto altal ajanlott protokoll
alapjan. Az eredmények statisztikai elemzését http://www.wessa.net/ internetes szoftver
segitségével végeztiik. Meghataroztuk az atlagokat, + standard devidciot. Student-féle t-
probat hasznaltunk a betegcsoportok egymas kozti €s az egészséges kontroll csoporttal vald
Osszefiiggések elemzésére, mivel a valtozok nem normaélis eloszlast mutatnak. A valtozok
kozotti kapcsolatot Spearman féle rank korrelacioval vizsgaltuk. Abban az esetben mondtuk
ki a statisztikailag szignifikdns Osszefiiggést, ha a szignifikancia szintje, a p értéke kisebb
vagy egyenld 0,05. Vizsgalataink alapjan elmondhatjuk, hogy a gyulladasos bélbetegségben
szenveddknél szignifikdnsan magasabb (p <0,01) C-reaktiv protein és vordsvértest-siillyedés
értékek voltak mérhetdek, mint az egészséges kontroll csoportban. A colitis ulcerosas és a
Crohn betegek vashaztartasat vizsgalva a szérum vas szintjében (p <0,001) és a transzferrin
szaturacioban (p <0,01) taldltunk szignifikans kiilonbséget, alacsonyabb szintet az
egészségesekhez képest.

A colitises betegek 44,4%-nak, a Crohnos betegek 61,5%-nak volt a szérum vas
szintje a normalis 14umol/l alatti. Ezt, az anémias betegpopulaciot kiilon vizsgalva sem
kaptunk az elébb leirtakhoz képest eltérd eredményeket a statisztikai elemzések soran.

A tobbi vizsgalt paraméter (fehérvérsejt szdm, szérum albumin, teljes vaskotd
kapacitas, hemoglobin ¢és transzferrin) a betegek nagy tobbségénél normal tartomanyban
mozgott. A két csoportban az egyes paraméterek atlaga eltérd volt, a kiilonbség azonban nem
volt szignifikans. Megjegyzend6 még, hogy szinte valamennyi érték jelentds szorast mutatott.



A kompetitiv ELISA modszerrel meghatarozott szérum prohepcidin szint nem mutatott
statisztikailag jelentdsnek mondhato kiilonbséget sem a betegcsoportok kozott, sem a betegek
¢s egészségesek viszonylataban. Csokkent, 240 ng/ml alatti értéket csak a vizsgalt személyek
19,38%-ban, alacsony, 80 ng/ml alatti értéket pedig csak 9,8%-ban mértiink.

Ha az aktivitasi index Crohn —betegség esetén 150 feletti, akkor mondhatjuk, hogy a
betegség aktiv, ez alatt remissziordl beszéliink. Colitis ulcerosa esetén szintén 150 alatt
inaktiv a betegség, 150-220 kozott enyhe, 220 felett kdzép-sulyos, sulyos stadiumrol
beszélhetiink. Mivel a vérmintakat betegeink nagy részétél ambulans kontrollvizsgélat soran
nyertiik, igy csak a betegek kis részénél, 19,38%-nal, volt a betegség aktiv stadiumban.

A szérum transzferrin €és a transzferin szaturdcid szignifikdns korrelaciot mutat a
prohepcidin szinttel (p=0,04) Crohnos betegeknél, mig colitis ulcerosdban ez a kapcsolat
gyengébb (p=0,05).

A gyulladasos paraméterek koziil a CRP ¢és a siillyedés a colitis ulcerosaban szenvedd
betegeknél jelentdsen magasabb, mint az egészségeseknél, de nem mutat kapcsolatot a
prohepcidin szinttel, épp ugy, mint az aktivitasi index vagy a fehérvérsejt szam. A Crohn
betegeknél az aktivitasi index- szel kismértékben, de szignifikdnsan korreldl a prohormon
szérumszintje.

A teljes vaskotd kapacitas alacsony korrelacidt mutat a Crohnos betegeknél a
prohepcidin szinttel. A hemoglobin és a szérum vas egyik betegcsoportban sem mutat
Osszefiiggést a prohepcidin szinttel.

2. Az RNaz L Inhibitorral végzett kisérletek

2.1. A humén és az ¢élesztd Rli fehérje szekvencidjanak 6sszehasonlito vizsgalata

A két fehérje szerkezetében 1évé hasonlosdgokat vizsgaltuk a ClustalW szoftver
segitségével, az eredményeket a GenDoc programmal analizaltuk. A statisztikai szadmitdsok
alapjan elmondhatjuk, hogy a két fehérje 67%-0s hasonlosagot, 82%-o0s azonossagot és 18%-
os kiilonbséget mutat. A fehérjék méretében 1%-o0s a kiilonbség, mely 9 aminosavnak felel
meg. Az N-termindlisnal két hosszabb szakaszt talaltunk, amelyek nagyobb divergenciat
mutatnak, és egy kevésbé eltérd szekvencidju régiot a C-termindlisnél, a tobbi szekvencia
erdsen konzervalt.

2.2 A TeT-Rli sejtek komplementécios vizsgalata

Az RLI1 gén esszencidlis élesztében, kititése haploid sejtekben letélis, ezért delécios
mutans sejtvonalat nem lehet létrehozni. Annak vizsgalatdhoz, hogy a humén Rli képes-e
betolteni az élesztd Rlilp szerepét, eldallitottunk egy olyan torzset, a TeT-Rli —t, melyben az
RLI1 gén egy Tetraciklin altal represszalhaté promoter szabalyozasa alatt all. A Tetraciklin
derivatum Doxiciklin antibiotikum hozzdaddsaval ezekben a sejtekben RLI1 gén atirdsa
gatlodik, igy az Rlilp fehérje mennyisége lecsokken.

Az élesztd és a human Rli fehérje magas homologiat mutat. Ez inspiralt benniinket
arra, hogy megvizsgaljuk, hogy a human fehérje képes-e kompenzalni az Rlilp csdkkent
szintjét az élesztosejtekben. A TeT-Rli sejteket Doxiciklin-kezelést kovetden transzformaltuk
¢lesztd Rlilp/pRS426 vagy humén R1i/pRS426 expresszios vektorral. A Tet- Rli sejtek koziil
Doxiciklin jelenlétében csak azok novekedtek, amelyekbe az élesztd Rlilp-t kodold
génszakaszt juttattuk be. Ez az eredmény azt igazolja, hogy a human fehérje nem képes az
élesztd fehérje hidnyzo funkciojat betdlteni.

2.3. Human/¢leszt6 kimérak
Az Rli négy 6 doménbdl épiil fel, két ABC tipusu nukleotid k6td domén (NBD) és két
ciszteinben gazdag régié taldlhaté az N-termindlison, amelyek a két vas-kén klasztert



kapcsoljak 0ssze. Az élesztd és human fehérje kozotti funkciondlis kiilonbség vizsgalatahoz
human-éleszté kimérakat hoztunk létre. 1-es, 2-es, 3-as kimérak esetében az N-terminalison
1évé 173, 221 illetve 372 aminosav élesztobdl szarmazik, és ehhez kapcsoldodik a human
fehérje C-terminalisabol szarmazo 435, 378 illetve 236 aminosav. 4-€s, 5-0s, 6-os kimérak
esetében az N-termindlison taldlhatd meg a human szekvencia €s ennek megfeleléen a C-
termindlis tartalmazza az ¢éleszt0bdl szdrmazo aminosavakat.

Ezeket az Ujonnan létrehozott kimérdkat hasznaltuk a komplementacios
vizsgalatainkhoz, mellyel bizonyitani akartuk, hogy mely aminosavak megléte sziikséges a
funkcio betoltéséhez. Mind a hat kiméra szekvenciat pRS426 élesztd expresszios vektorba
klonoztuk ¢s Tet-Rli sejtekbe transzformaltuk, majd Doxiciklin tartalmt taptalajon
ndvesztettiik.

Eredményeink azt mutatjak, hogy az els6 173 aminosavat tartalmazo régié nem felelds
a funkcionalis kiilonbségekért, hiszen ha kicseréljiik ezt a szakaszt human szekvenciara, nem
jar fatalis kovetkezményekkel. Ezzel ellentétben, ha az éleszt6 fehérje 173-221 aminosavat,
amely régio tartalmazza az elso kiilonb6z6 szakaszt, kicseréljiik a human szekvenciara, vagy,
ha az éleszté C-terminalison 1évé 236 aminosavat cseréljiik le, akkor ezekben az esetekben a
sejtek nem képesek novekedni, azaz az N-terminalis 1-173 aminosavat leszamitva a human
RIi tobbi szakasza nem komplementdlja élesztdben az élesztd Rli hidnyat.

2.4. Az Rli kiméra fehérjék hatasa a riboszomalis RNS-ek mennyiségére Tet-Rli sejtekben

A kimérakat tartalmazo plazmidokkal transzformalt Tet-Rli sejtekben a Doxiciklin
kezelés hatasat vizsgaltuk a riboszomalis RNS-ek expressziojara. Total RNS-t izolaltunk,
majd a mintakat agardz gélben szeparaltuk, a 18S és 28S rRNS-eket etidium-bromiddal tettiik
lathatova. Az el6z6 kisérlethez hasonloan csak két esetben lattunk a kontroll sejtekéhez
hasonlé rRNS mennyiséget, az egyik, amelyiket ¢lesztdé Rlilp/pRS426 plazmiddal, a masik,
amelyiket a 4-es kimérat tartalmazd expresszios vektorral transzformaltunk, tehat ebben a két
esetben beszélhetiink a hianyz6 Rlilp komplementécigjarol. Ezekbdl a mintakbol elvégzett
valos idejli PCR soran is hasonl6 eredményt kaptunk. Ezek alapjan elmondhatjuk, hogy a két
fehérje magasabb rendli szerkezetében 1évo kiilonbségek az Rli riboszoma érésben betoltott
funkcidjaban is szerepet jatszanak.

2.5. Az Rli fehérje mennyiségének csokkentése

Kisérleteink sordn human sejtvonalakat vizsgalva a két, leggyakrabban hasznalt gén-
csendesitési technikat alkalmaztuk az Rli mennyiségének csokkentésére: az antiszensz
modszert és az siRNS technikat. A Hela sejteket antiszensz Rli-t tartalmaz6 plazmiddal
(RAS/pCDNA 3.1) transzfektaltuk. Az siRNS technikandl 20-25 bazispar hosszisagl kettds
szali RNS molekulak keverékét human sejtekbe juttatva az Rli expresszidjat csokkenteni
tudtuk (Rli dicer). Mindkét médon Rli depletalt sejteknél azt figyeltiik meg, hogy az Rli szint
nagyfoku csokkenése iddvel a sejt haldlahoz vezetett. A sejteket 12, 24 6rds kezelés utdn
gylijtottik Ossze, az Rli mennyiségi valtozasat mRNS szinten real time PCR-ral, fehérje
szinten Western blot analizissel bizonyitottuk.

Az Rli expresszidja csokkenést mutatott mindkét modszerrel a hosszabb és rovidebb
kezelést kovetden is. Harom sejtvonalat vizsgaltunk: a HeLa-t és két majsejtvonalat, a WRL-
68-at, ¢és a HepG2-t. A harom sejtvonal kozti kiilonbséget Western blot analizissel vizsgaltuk,
mely sordn azonos fehérjemennyiséget SDS-PAGE-sel szeparaltunk és nitrocelluldz
membranra blottoltunk. Anti-human Rli szérumot hasznalva legerdsebb reakcio a Hela
sejtekben mutatkozott. A kezelés 1dofliggését és a sejtvonalakat Osszehasonlitd kisérletek
alapjan tovabbi munkénk sordn 24 6ras kezelést alkalmaztunk HeLa sejtvonalon.



2.6. Az Rli deplécio hatasa a fehérjeszintézisre

Az ¢lesztd Rlilp fehérjeszintézisre gyakorolt hatasat, szerepét munkacsoportunk mar
miatt esszencialis ez a fehérje. A human analég ABCE-1 interakcioi az eukaridta iniciacios
faktorokkal is mar ismertek az irodalombdl. A human sejtekben azonban még nem vizsgaltak
az Rli mennyiségi csokkenésének hatasat. HeLa sejteknél mindkét, a mar ismertetett
modszerrel Rli depléciét értink el. Ezeket a sejteket S* izotoppal jelslt metioninnal
inkubaltuk 4 oran at. A kezelt sejtekbdl lizatumot készitettiink, az extraktumokat SDS
poliakrilamid gélelektroforézist kovetden autoradiografiaval elemeztiik. Az Rli deplécidja a
sejtek fehérjeszintézisének altalanos csokkenését okozta, mivel az ijonnan termelddott egyes
fehérjék egymashoz viszonyitott ardnya nem valtozott, de Osszmennyiségiik jelentdsen
csokkent.

2.7. Az Rli deplécio hatasa a riboszomalis komponensekre

A human sejtvonalakban az Rli hiany fehérjeszintézisre gyakorolt hatdsat vizsgald
kisérleteink hasonlé eredményt hoztak, mint a mar kordbban kozolt élesztoben végzettek.
Elesztében Hinnebusch és munkatarsai igazoltak, hogy az Rlilp a 40S riboszomalis
alegységhez ¢és tobb eukaridta iniciacidos faktorhoz (elF2, eIF3, elF5) kapcsolodik.
Munkacsoportunk  ezzel egyidében igazolta az  Rlilp riboszoma  érésben,
nukleocitoplazmatikus transzportban betoltott fontos szerepét.
HeLa sejtekben az Rli mennyiségét géncsendesitéssel csokkentettiik, majd a sejtekbdl total
RNS-t izolaltunk, a riboszémalis RNS-ek mennyiségét Northern blot analizissel és valos ideji
PCR-ral hataroztuk meg. A kezelt és a kontroll sejtekben vizsgaltuk a riboszoéma
alegységekben megtalalhato két fehérje, RpL30 és RpS3, mRNS-ének expresszios valtozasat.
Kisérleteink mindkét modszerrel azt igazoltdk, hogy az Rli mennyiségének csokkenése az
5.8S ¢és18S rRNS-ek expressziojanak csokkenéséhez vezet. A riboszomalis fehérjék
mennyiségében novekedést tapasztaltunk az Rli deplécio hatasara.

2.8. Rli deplécio hatasa az unfolded protein response-ra

Korabbi Saccharomyces cerevisae sejteken végzett kisérleteink soran, melyekben
kerestiik az Rlilp eddig nem ismert, de esszencialis voltit magyardazo szerepét, mar
bizonyitottuk, hogy részt vesz az unfolded protein response- ban is. Az RNéaz L és az Irelp C-
terminalisain 1év6 kindz és endonukleaz domének magas fokt hasonldsagot mutatnak humén
sejtekben is. Kivancsiak voltunk, vajon ez a szerkezeti hasonlosag elegendd-e ahhoz, hogy a
human Rli, hasonldéan az élesztd Rlilp-hez, az Irel fehérjéhez is kapcsolodva részt vegyen
human sejtekben az UPR folyamatéaban.

Az UPR el6idézéséhez Hela sejteket kétféle anyaggal kezeltiik: tapszigarginnal,
vel, amely a diszulfid hidak redukaldsa révén idézi eld az UPR aktivaciojat. A fokozott UPR-t
a totadl és a hasitott XBP1 (sXBP1) mRNS meghatarozasaval végeztiik real time PCR
segitségével. A tapszigargin kezelés hatdsara hétszeres novekedés volt megfigyelhetd a total
XBP és nyolcvanszoros a sXBP mRNS mennyiségében. DTT kezelés hatasara kozel hasonld
eredményeket kaptunk HeLa sejtekben. Ennek alapjan elmondhatjuk, hogy mindkét
alkalmazott modszerrel sikeriilt sejtkultirdban az UPR folyamatat aktivalnunk. KésObbiek
soran a tapszigargin kezelést alkalmaztuk.

Kovetkezd 1épésben Rli antiszensz pCDNA 3.1 plazmiddal transzfektalt sejteknél és a
transzfekciot kovetden tapszigarginnal kezelt sejtekben vizsgaltuk az UPR indukcidt, real
time PCR segitségével mértiik az XBP (total és splicingon atesett) mRNS mennyiségét. Mind
magaban az Rli deplécid, mind a tapszigarginnal tortént kezelés hatdsdra a sejtekben
novekedett az XBP és sXBP mRNS mennyisége. Az Rli deplécidja is UPR aktivaciot idézett



el6. A két kezelés hatdsa kumuldlodva még latvanyosabb valtozast eredményezett.
Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a csdkkent Rli fehérjeszint emlds sejtekben is az
UPR aktivaciojahoz vezet.

3. UPR aktivacié hatasa a hepcidin szintre

Az utobbi években az irodalomban megjelent kézlemények alapjan az emlds sejtek
vasanyagcseréjét befolyasolé hormon, a hepcidin expresszidja tobbek kozott az
endoplazmatikus retikulum stressz szabélyozasa alatt is all. Ugy tiinik, hogy az UPR
aktivaciohoz vezetd folyamatok kiilonbozd sejten beliili jelatviteli utakon keresztiil hatassal
kivaltott UPR is indukdl-e a hepcidin szintézisében valtozast. Ahhoz, hogy ezt az
Osszefliggést bizonyitsuk Rli antiszensz transzfektalt sejtekbdl és tapszigarginnal kezelt HeLa
sejtekbdl is totdl RNS-t izolaltunk, majd hepcidin mRNS mennyiségét hatdroztunk meg real
time PCR-ral. Erdekes eredmény volt, hogy a tapszigargin kezelés onmagaban nem
eredményezett valtozast a hepcidin expresszidjaban, addig az Rli deplécio tobb mint
négyszeres novekedést okozott.

Ezekbdl az eredményekbdl azt a kovetkeztetést vonhattuk le, mely szerint az Rli
deplécid az egyike azon faktoroknak, amelyek a hepcidin expresszidjat befolyasolhatjak, de a
tapszigarginnal 1étrehozott UPR aktivacidonak nincs ilyen jellegli hatasa.

Megbeszélés

1. Szérum prohepcidin meghatarozas Crohn betegségben és colitis ulcerosaban
szenved6knél

A munkank célja volt, hogy a gyulladasos bélbetegségben szenved6 betegek
vashaztartasa, gyulladdasos paraméterei és a szérum prohepcidin szintje kdzotti kapcesolatokat
vizsgaljuk. Kerestiik az esetleges hasonldsagokat ¢és kiilonbségeket a két betegcsoport kozott,
amiket magyarazhat az eltérd patofiziologia és etiologia. Mivel mas, kronikus gyulladasos
betegségekben mar korabban leirtdk az anaemia kialakulasa és a hepcidin szint kozotti
kapcsolatot, igy célunk volt ennek felderitése Crohn és colitis ulcerosas betegek esetében is.

A gyulladasos bélbetegségben szenved6k az akut fazis reakcidonak megfelel
jellemezhetéek. Normalis allapotban a mukoézalis immunitas fontos feladata, hogy a
patogénekkel szemben megfeleld immunvalaszt inditson el és felismerje a sajat antigéneket.
Ennek a folyamatnak az ellendrzése karosodott a gyulladasos bélbetegségek esetén.

Az inflammatorikus allapotokban a szervezet vashaztartdsa karosodott ¢és
vérszegénység alakul ki. Az immunvalasz egyik elsédleges kozvetit6je az IL-6 citokin, melyet
a makrofagok és a T-sejtek termelnek. IL-6 hatasara az akut fazis fehérjék, koztiik a hepcidin
expresszioja jelentdsen fokozodik a klasszikus JAK/STAT utvonalon keresztil. Ez vezet
elészor a funkciondlis vashidnyhoz, mely esetében még telitettek a vasraktarak, de az
eritropoézis szamara hozzaférhetetlenek, mivel a vas exportja a magas hepcidin szint miatt
gatolt. Ha a gyulladasos stimulusok hosszabb ideig fennallnak, mint a két gyulladasos
bélbetegség esetében, mikrocitozis és hipokromia alakul ki.

Az irodalomban szdmos kozleményt taldlhatunk, melyekben kronikus betegségekhez tarsult
masodlagos vérszegénységrol, a vasanyagcsere karosodéasardl olvashatunk. Cirrdzisban,
kronikus veseelégtelenségben, rosszindulati daganatos megbetegedésekben, autoimmun
korképekben (reumatoid arthritis, szisztémas lupusz eritematozus) vizsgaltdk a szérum
hepcidin, prohepcidin szintek és mas laborparaméterek kapcsolatat. Osszefoglalva
elmondhatjuk, hogy a madjat érintd betegségek esetében a szérum prohepcidin szint és a
hepcidin MRNS-ének expresszidja egyarant csokkenést mutat. Kronikus veseelégtelenségben



a prohormon és az érett hepcidin szintje is emelkedett a kontroll csoporthoz képest. A
hepatocellularis karcinoma kivételével a tobbi tumoros megbetegedésben a hepcidin
expresszioja fokozott mértékii, ez vezet a vashiany kialakuldsdhoz és az anémidhoz. Két
autoimmun betegség esetében, a reumatoid artritisznél és a Szisztamas lupusz eritematozusnal
leirtak, hogy a betegség aktivitasa, a szérum vas, hemoglobin, citokin szintek nem mutatnak
szignifikdns korrelaciot a prohepcidin szinttel, de kapcsolat van a ferritin, IL-6 és a
reumafaktor titerével.

Méréseink célja az volt, hogy megvizsgaljuk a szérum prohepcidin szintjét mint
lehetséges diagnosztikus vagy prognosztikus faktort a két kronikus autoimmun gyulladasos
bélbetegségben, a colitis ulcerosaban ¢és a Crohn betegségben. Ezek a betegségek a fent
emlitett kronikus gyulladasos betegségekkel szemben még annyival Osszetettebb klinikai
képet mutatnak a vasanyagcsere szempontjabol, hogy esetenként sériilhet a vas felszivodasa
is, illetve ami még jelent6sebb, gyakran vérzés 1ép fel. Szamos, a szervezet vashaztartasat
jellemzé faktorral (szérum vas, teljes vaskoté kapacitas, hemoglobin, transzferrin és
transzferrin szaturacio), gyulladdsos paraméterekkel (C-reaktiv fehérje, fehérvérsejt szam,
sillyedés) ¢és a betegségek sulyossdgaval (aktivitasi index) kerestiink korrelaciot.
Elmondhatjuk, hogy mindkét betegcsoportban a C-reaktiv protein, a vorosvértest-siillyedés
szignifikdnsan magasabb, mint az egészséges csoportban, fiiggetleniil attdl, hogy a betegség
aktiv vagy remisszié fazisaban volt-e. Nem vizsgaltuk a betegeknél a szérum ferritin szintet,
ami napjainkban a legelfogadottabb markere a vashianyos allapotnak, mert ez a fehérje egy
akut fazis fehérje, szérumszintje gyulladdsban megemelkedik, ezaltal megtéveszté lehet a
szervezet vashaztartdsanak megitélésében. Mindkét betegcsoportban a szérum vas szintje és a
transzferrin szaturacié alacsonyabb volt a kontrollcsoporthoz viszonyitva. A transzferrin
szintje, még ha nem is szignifikansan, de szintén alacsonyabb volt, mint az egészséges
kontroloké. Ez azzal magyarazhato, hogy a transzferrin az anti akut fazis fehérjék csoportjaba
tartozik, tehat az IL-6-STAT3-cEBPa utvonal aktivalédasaval expresszioja lecsokken. A
transzferrin szaturacido csokkenése a vashianyos allapot megbizhatobb mutatdja, mint a
szérum vas csOkkenése. A Crohn-betegekben korrelaciot talaltunk a szérum prohepcidin és a
transzferrin, transzferrin szaturécio, a teljes vaskotd kapacitds és az aktivitasi index kozott.
Colitis ulcerosaban szenveddknél csak a transzferrin szaturdcié és a transzferrin kozott
lehetett kapcsolatot kimutatni. Ez azért érdekes, mert a colitis ulcerosas betegek esetében
gyakran jon létre okkult vérzés a gasztrointesztinalis csatorndban, mely szekunder
vashianyhoz vezethet, a vas direkt vesztésén keresztiil. Tehat a betegség relapszusa esetén
sem a vérzés miatt kialakuldé anémia volt a meghatarozd, hiszen ebben az esetben a hepcidin
mennyiségének emelkedni kellett volna.

Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy a prohepcidin szint meghatirozdsa nem ad
onmagaban a mindennapi klinikai gyakorlatban elegendé informaciot a gyulladasos
bélbetegségek esetében a betegség aktivitasarol, azonban alkalmas a kialakulo vérszegénység
kovetésére. Tovabbi céljaink kozott szerepel ezeknél a betegeknél az érett hepcidin szintjének
a meghatarozasa. Feltételezésiink szerint ez utdbbi jobb paraméter lehet prognosztikai
célokra.

2. RNaz L inhibitorral végzett kisérleteink

A munkank soran elvégzett kisérletekkel sikeriilt az RNaz L Inhibitornak egy eddig
nem ismert funkcidjat, az unfolded protein response-ban betoltott szerepét bizonyitani emlés
sejtkultarakban. Ezen kiviil megallapithatjuk az eredményeink alapjan, hogy az Rli hiany altal
indukalt UPR HeLa sejtekben hatassal van a HAMP gén expresszidjara, igy a vas anyagcsere
szabalyoz6 hepcidin hormon mennyiségére. Harom kiilonb6z6 sejtvonalban vizsgaltuk az Rli
MRNS-ének mennyiségét, ezek koziil ketté karcindma eredetii sejtvonal volt. A tumoros
sejtvonalakban, a HelLa-ban és a HepG2-ben a WRL-68 majsejtvonalhoz képest jelentdsen



magasabb volt az Rli fehérje expresszidja. Ez magyardzhatd egyrészt azzal, hogy a magas
proliferacios aktivitast mutato és/vagy malignus transzformacion atesett sejtekben fokozott az
anyagcsere, tobb fehérje termelddik és fokozott mértéki a transzlacio is, amelyben az Rli-nek
fontos szerepe van. Ennek a folyamatnak a pontos tisztazasahoz azonban tovabbi kisérletek
szlikségesek.

Az Rli esszencialis funkcidjat, a transzlacidban betoltott szerepét, elséként élesztd
sejtekben irta le részben munkacsoportunk, részben Yaurin, Dong €s munkatarsaik. Ismert
tény, az is, hogy az emlés sejtekben szintén szerepe van a fehérjeszintézisben. Kisérleteinkkel
igazoltuk, hogy HeLa sejtekben, az élesztd sejtekhez hasonléan, az Rli fehérje szintjének
csokkenése csokkentette az jjonnan szintetizalodo fehérjékbe torténd metionin beépiilést. Ez
egy altalanos hatds, mely minden fehérje szintézisét karosan érintette az Rli depletalt
sejtekben. Erdekes eredmény, hogy a human RNaz L Inhibitor a magas fokt szerkezeti és
funkcionalis hasonlosag ellenére sem képes komplementalni az élesztdben az Rlilp hianyat.
Tet-Rli sejteken végzett kisérleteinkkel igazoltuk, hogy az N-terminalison az els6 173
aminosavat tartalmazo régi6 lecserélése nem jar letalis kovetkezményekkel, és csak ezek, az
altalunk 4-esnek jelzett kiméra sejtek képesek Doxicyklin jelenlétében ndvekedni, az €élesztd
Rlilp-t komplementalni. Ezzel ellentétben, ha az N-terminalis kozelében 1évo elsd, a két
fajban eltérd régiot a human szekvencidval helyettesitjiik (5-0s, 6-os kiméra), olyan valtozas
jon létre, mely a sejtek szamara letalis hatasu. Hasonld kovetkezményekkel jar, ha a C-
terminalis kozelében 1év8 eltérd szekvencidt cseréljik humén eredetiire. Osszegezve
elmondhatjuk, hogy a két szekvencia nagyfoku hasonlosaga ellenére csak egy rovid szakasz
helyettesithetd human szekvenciaval az éleszté sejtekben, anélkiil, hogy funkci6é Kiesés
alakulna ki. Ez wvaldszinlileg a magasabb rendii strukturat befolydsold valtozasokkal
magyarazhato.

Az RIli unfolded protein response-ban betoltott szerepét korabban mar igazoltuk
¢leszt6 sejtekben. Tet-Rli sejtekben Doxicyklin kezelést kovetden a Kar2p fehérje szint az
Rlilp mennyiségének csokkenésével parhuzamosan ndvekedést mutatott és a Hacl intront
mar nem tartalmazd, processzalt mRNS-e volt kimutathat6, azaz az UPR aktivacigjat lattuk.
Ezek alapjan megvizsgaltuk human sejtvonalakban is az Rli ilyen irdnyt funkciojat.
Eredményeink azt mutatjdk, hogy Rli deplécido esetén az XBP mRNS-ének fokozott
hasitodasat figyelhetjiik meg, tehat az UPR fokozott aktivitassal miikodik. Ha az Rli depletalt
sejteket az endoplazmatikus retikulum stresszét kivaltd anyagokkal (tapszigargin, DTT)
kezeljik, ez a valtozas még jelentdsebb lesz. Irodalombol ismert adat, hogy az UPR
aktivalodasa a hepcidin expresszi6 fokozddasdhoz vezet. Mivel nem minden mechanizmussal
kivaltott unfolded protein response idézi el6 a fenti hatast, megvizsgaltuk, hogy vajon az Rli
expresszid csokkenése altal kivaltott UPR aktivacié jar-e kovetkezményes hepcidin mRNS
szint novekedéssel. Az a megfigyelésiink, hogy ez a kapcsolat valéban fennall, azaz az Rli
szint csokkenése a hepcidin expresszid fokozodasat idézi eld, felveti a kérdést, hogy esetleg a
vas-kén komplex szintézis és a hepcidin szintézis kozott van szoros Osszefiiggés. Erre a
lehetéségre utal az is, hogy az RIli mennyiségének csokkenése a mitokondrialis
vasanyagcserét befolyasolé komponensek valtozéasat is eldidézi. Feltételezziik, hogy a
mitokondrialis vasanyagcsere (ahol a hem ¢és a vas-kén komplex is szintetizalodik)
szabalyozasanak valtozasa a hepcidin szintézis legfébb sejten beliili befolyasold tényezéje. A
hepcidin szint emelkedésének kovetkezménye a vas sejten belilli szekvesztracioja.
Feltételezésiink, hogy az Rli mennyiségének csokkenését a sejt a mitokondridlis
bioszintetizald folyamatok, koztiik a vas-kén komplex szintézis karosodasaként érzékeli, ezért
a hepcidin szintézis fokozasdval a vas sejten beliill tartasdra torekszik. Elméletiink
bizonyitasara tovabbi kisérletek elvégzése sziikséges.

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy az RN4az L inhibitor fehérjével kapcsolatban 1j
megfigyeléseink az alabbiak: tumoros eredetii sejtkultirakban az Rli expresszidja fokozott az



embriondlis sejtekhez képest; az Rli expresszidjanak csokkentése human sejtekben nemcsak a
fehérjeszintézis  altalanos csokkenéséhez, hanem az unfolded protein response
aktivalodasdhoz is vezetett; az RIli mennyiségének csokkenése a human sejtekben

crer

Osszefoglalas

1. A két, gyulladdsos bélbetegségben szenvedd betegcsoport laboratoriumi eredményeit
megvizsgalva elmondhatjuk, hogy a gyulladasos paraméterek (C-reaktiv protein, siillyedés)
szignifikansan magasabbak, mint a kontroll csoportban, attol fiiggetleniil, hogy a
nemzetkozileg elfogadott kérddivek alapjan szamitott, a terapiat is befolydsold aktivitasi
index alapjan remisszidban voltak-e a betegek vagy sem. Mind a colitis ulcerosas, mind a
Crohn-betegek esetében alacsonyabb volt a szérum vas szintje a transzferrin és a transzferrin
szaturacio, mint az egészségesek esetében.

2. A Crohn-betegekben korrelaciot talaltunk a szérum prohepcidin és a transzferrin,
transzferrin szaturacio, a teljes vaskotd kapacitds és az aktivitasi index kozott. Ezzel szemben
colitis ulcerosdban szenveddknél csak a transzferrin szaturdcié és a transzferrin mutatott
kapcsolatot a szérum prohepcidin szinttel. Ezek alapjan elmondhatd, hogy a prohepcidin szint
meghatarozasa alkalmas a vérszegénység nyomon kovetésére ebben a betegcsoportban is.

3. Tumoros eredetli sejtkultirdkban az RNé4z L Inhibitor expresszidja az embrionalis
sejtvonalakhoz képest fokozott.

4. A human ¢és ¢lesztd Rli szekvencidjdnak nagyfoku a hasonldsaga ellenére egy rovid szakasz
helyettesithetd human szekvenciaval az élesztd sejtekben, anélkiil, hogy funkcid kiesés
alakulna ki, mely letalis hatassal jar. Ez valosziniileg a magasabb rendii struktarat befolyasolo
valtozasokkal magyarazhato.

5. Kisérleteinkkel igazoltuk, hogy HeLa sejtekben, az élesztd sejtekhez hasonldan, az Rli
fehérje szintjének csokkenése csokkentette az Gjonnan szintetizal6do fehérjék mennyiségeét.

6. Vizsgaltuk az RNaz L Inhibitor szerepét az unfolded protein response folyamatdban. A
fehérje hidnyadban az UPR fokozott aktivitdssal miikodik. Abban az esetben, ha az Rli
depletalt sejteket UPR-t aktivald anyagokkal kezeljiik a valtozas még jelentdsebb mértékii.

7. Elmondhatjuk, hogy a vasanyagcserét szabalyoz6 hormon, a hepcidin expresszidjara
hatassal van az RNaz L Inhibitor hidnya altal indukalt UPR.
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Abbreviations

ABC ATP binding cassette, ATF6 activating transcription factor 6, CD Crohn’s
disease, c/EBPa CCAAT/enhancer-binding protein alpha, CREBH cyclic AMP
response element-binding protein H, DCYTB Duodenal cytochrome B,
DMT1/Nramp2 divalent metal transporter 1/ natural resistance-associated
macrophage protein 2, DTT Dithiothreitol, ELISA enzyme-linked immunosorbent
assay, EMEM Eagle’s minimal essential medium, EOR endoplasmic reticulum
overload response, ER endoplasmic reticulum, FBS foetal bovin serum, HAMP
hepcidin antimicrobial peptide, IL-6 interleukin-6, IRE iron responsive element, IRP
iron regulatory protein, LPS lipopolysacharid, MMD yeast minimal medium, NBD
nucleotide-binding domain, NOD2/CARD15 nucleotide-binding oligomerization
domain containing 2/caspase recruitment 15, PMSF phenylmethanesulfonylfluoride,
Rli RNase L inhibitor, SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis, SERCA sarco/endoplasmic reticulum Ca2+-ATPase, STAT3 signal
transducer and activator of transcription 3, TfR transferrin receptor, UC ulcerative
colitis, UPR unfolded protein response, UPRE unfolded protein response element,
XBP X box binding factor 1, YNB yeast nitrogen base, YPD Yeast Peptone Dextrose
(media for growing yeast).

Introduction

Iron is one of the essential elements in all organisms. In mammals the majority of iron
is incorporated into heme and iron-sulfur clusters, which molecules besides other functions
are essential in respiration. The blood iron level in mammals is regulated by the peptide
hormone hepcidin which is synthesized predominantly in the liver as an 84 amino acid
preprohepcidin encoded by HAMP gene. Following cleavage and maturation the 25 amino
acid active hormone is secreted into the blood. The main action of hepcidin is its binding to
ferroportin, the only known iron exporter molecule, causing the internalization and
degradation of ferroportin. The consequences of this mechanism will be the reduction of iron
export from enterocytes, hepatocytes, and macrophages which process will lead to blood iron
level decrease. The regulation of hepatic expression of hepcidin is controlled by the body iron
status, anemia, hypoxia and inflammations.

Hepcidin is synthesized in the liver as a preprohormone, secreted as a 60 amino acid
(AA) prohormone, and processed by furin to a 25 AA mature hormone. The details of this
cleavage are not known yet, one possible regulator is alpha-1 antitrypsin which can bind to
the prohormone and inhibits the maturation process. The mature hepcidin binds to its receptor
ferroportin, an iron exporter transmembrane protein, which is found in the intestine, placenta
and macrophages. The increased level of hepcidin blocks the iron absorption in the intestine
and the iron release from the macrophages through the internalization of ferroportin, thus
lowering the serum iron content. During inflammation body iron homeostasis is damaged and
anemia will develop as a consequence of the illness. One of the major mediators of



inflammatory response is IL6 cytokine which is produced by macrophages and T cells. This
cytokine induces the expression of the majority of acute phase proteins including hepcidin.
This transcriptional regulation eventuates through the classical JAK-STAT pathway.

Crohn’s disease (CD) and ulcerative colitis (UC) are the two most frequent chronic
inflammatory bowel diseases (IBDs). They affect mainly children and middle-aged adults in
the well-developed countries. In Crohn’s disease any part of the gastrointestinal tract may be
involved but most often the small bowel and sometimes the colon, therefore the presence of
impaired absorption may occur. In ulcerative colitis the inflammation is limited to the large
bowel. In the two diseases the histological findings are the following: in colitis ulcerosa only
the mucosa and the submucosa are affected, while in Crohn’s disease transmural
inflammation is observed. Despite some fundamental differences in the characteristics of the
two conditions, they have a few features in common. Clinical manifestations could be similar:
abdominal pain, diarrhea, changes in certain laboratory parameters. The etiology of these
disorders is complex. There are theories assuming that the development of IBD is the result of
an inappropriate immune response to microorganisms.

In both conditions hypochromic anemia and low serum iron level will arise with time.
The reasons of these complications are frequent intestinal bleedings, malabsorption, and the
high level of inflammatory cytokines which contribute to the so called anemia of chronic
disease or anemia of inflammation.

The development of anemia of chronic disease (ACD) is the result of numerous
factors. One of them is hepcidin, a peptide hormone which is the main regulator of iron
homeostasis. Hepcidin mRNA expression is regulated by the iron status of the body, hypoxia,
and inflammation. Besides playing an important part in iron metabolism, hepcidin also has a
direct antimicrobial effect.

Lately it has been proved that other pathways for hepcidin induction exist which act
through the activation of unfolded protein response (UPR). ER stress induced transcription
factors CHOP, C/EBPa and CREBH are described to be involved in HAMP gene transcription
activation. The activation of UPR in mammals is generated through the action of ER stress
sensors IRE1, ATF6 and PERK. They all have influence on downstream signaling molecules.
IREL is built up of four distinct domains. The N-terminal ER lumenal domain is proposed to
sense the accumulation of unfolded proteins. Beside a transmembrane domain IRE1 contains
a cytoplasmic kinase and an endonuclease domain. The kinase domain is responsible for the
autophosphorylation of Irelp which will lead to the activation of the endonuclease domain.
The substrate of the endonuclease domain is the mRNA of Xbp which will be spliced as the
result of the enzymatic activity of Irelp. The spliced form of Xbp is an active transcription
factor which is able to bind to the promoters of ER chaperones and ERAD components.
Within the cells the major site of iron assembling into molecules is the mitochondria. Iron-
sulfur clusters for extramitochondrial proteins are build in the mitochondria as well. So far the
only essential cytosolic iron-sulfur protein, which is not involved in the iron-sulfur cluster
biosynthesis is the RNase L inhibitor, Rli. First Rli was recognized as the inhibitor of RNase
L, an 2-5A activated nuclease, which degrades single-stranded viral and cellular RNAs. Later
it became obvious that Rli has functions in almost every step in translation: ribosomal RNA



maturation and export, cytosolic ribosome biogenesis, translation termination and ribosome
recycling.

It is noteworthy to mention that RNase L has a kinase-like and an RNase domains
which show sequence similarities to the kinase and nuclease domains of Irelp. It is tempting
to suppose that Rli may have inhibitory effect on the activity of Irelp. In this paper we present
a novel function of human RIi, the involvement in the activation of UPR. We prove that after
the reduction of RIi expression in HeLa cells, the amount of spliced XBP mRNA significantly
increases in the cells. Also it was demonstrated by us that low level of Rlilp in Hela cells
gave rise to increased HAMP gene expression. This latter observation may indicate a
connection between iron-sulfur cluster biosynthesis and hepcidin expression regulation.

Aims

1. Our study aimed at unraveling whether the serum prohepcidin level can provide a useful
diagnostic parameter in Crohn’s disease and colitis ulcerosa.

2. Structural analysis of human and yeast Rli: the differences and their consequences.

3. Examination of already known yeast functions of Rli in human cells in protein synthesis,
ribosome assembly and unfolded protein response.

4. Relationship between the expression of hepcidin and the activity of unfolded protein
response.

Results

1. Measure of serum prohormone concentrations in two inflammatory bowel
diseases

114 patients participated in our clinical and laboratory studies including 12 healthy
volunteers (control group). Of the 114 patients 72 (42 women and 30 men) were diagnosed
with ulcerative colitis, while 30 patients (15 women and 15 men) suffered from Crohn’s
disease. The mean age of the study group was 41.375 years (range 19-84 years). Serum
samples were collected and clinical parameters were obtained from each participant. All the
patients and the volunteers were informed about the study and gave written informed consent
in accordance with the regulations of the local Ethics Committee. Crohn’s disease and
ulcerative colitis activity indexes were calculated according to published methods. Serum
prohormone concentrations were determined using an enzyme-linked immunosorbent assay,
Hepcidin Prohormone ELISA kit (DRG International, Inc., USA) according to the
manufacturer’s protocol.

Of the serum factors indicating the presence of inflammation C-reactive protein level
and the erythrocyte sedimentation rate were significantly higher (P<0.01) in both disease
groups than in the healthy people. Among the parameters revealing the iron supply of the
patients only serum iron level (P<0,001) and transferrin saturation (P<0.01), a derivative of
this value were significantly lower in people suffering from CD or UC compared to healthy
controls.



61.5% and 44.4% of the patients with CD and UC, respectively, had serum iron level
below 14umol/L, the others presented the normal values. We performed statistical analyses of
these subgroups. However, this division did not change the correlations discussed above.

The other laboratory parameters determined (leukocyte count, serum albumin, total
iron-binding capacity, hemoglobin, and transferrin) were in the normal range in most cases,
but showed relatively high standard deviations in both groups. Prohepcidin levels measured
by competitive ELISA did not show statistical differences between CD and UC patients or
healthy and ill persons. Elevated prohepcidin levels (>240 ng/mL) were measured in the
19.38% of the patients, while 9.8% had reduced prohepcidin levels (<80 ng/mL).

Endoscopic control examinations were not carried out routinely. The calculated
activity indexes were based on clinical parameters. Regarding the activity indexes few
patients were in active status of the diseases (A1>150), only 19.38% of the two groups (4
patients with CD, 15 patients with UC). The majority of the patients (80.6%) were in
remission.

Serum transferrin levels and transferrin saturation significantly correlated with
prohepcidin levels in CD (P=0.04) and showed weaker correlation in UC (P=0.05). The total
iron binding capacity showed low correlation with prohepcidin levels in CD patients
(P=0.05). There was no significant correlation between the levels of prohepcidin and serum
iron or hemoglobin contents in neither of the diseases.

Although C-reactive protein levels and erythrocyte sedimentation rates were
significantly higher in UC than in the healthy controls, these parameters did not show any
correlation with prohepcidin measurements (P>0.05). The activity indexes, leukocyte count
and albumin levels were not correlated with serum prohepcidin level, either (P>0.05).

In the case of Crohn’s disease, there was a positive but weak correlation between
prohepcidin levels and the activity index. Serum albumin also correlated weakly with
prohepcidin levels. Serum transaminase activities were found in the normal range in the
majority of the cases (data not shown).

2. Study with RNase L Inhibitor
2.1. Comparison of human and yeast Rli protein sequences

As human RIi was not able to complement its yeast homologue, we focused on and
analysed the sequence similarities of these proteins. The protein sequence alignment was
performed by ClustalW software and the result was analysed with GeneDoc program.

The statistic report indicated 67% homology/identity and 82% similarity and revealed 18%
difference between the two Rli proteins. The difference in protein length was 9 AA (1%).

We found two larger regions closer to the N terminus showing high divergence, in addition to
a moderately divergent region closer to the C terminus, while the rest of the sequences
seemed to be highly conserved.



2.2. Human RIi cannot complement Tet-Rli in budding yeast cells

Previous studies have revealed that the deletion of Rlilp gene in Saccharomyces
cerevisiae is lethal. Therefore, to be able to investigate the lack of Rlilp, we have previously
constructed a yeast strain (Tet-Rli) in which Rli mRNA level was controlled under a
tetracycline-repressible promoter. On rich medium, in the presence of tetracycline derivative
doxycycline, Tet-Rli cells exhibit growth arrest because of the decreased Rlilp level. As yeast
and human RIi proteins share high level of homology it was tempting to try whether the
human protein will compensate for the reduced level of Rlilp in yeast cells. In the
complementation assay Tet-Rli yeast cells were transformed with yeast RIil/pRS424 or
human RIli/pRS424 expression vectors then treated with doxycycline. The Tet-Rli yeast cells
exhibited strong growth after transformation with yeast Rli/pRS424 in the presence of
doxycycline. By contrast, the cells expressing the human RIi protein did not grow in the
presence of doxycycline, indicating, that the expression of human RIi protein could not
compensate for the lack of the original yeast Rlilp.

2.3. The role of highly divergent regions in the function of Rlilp

RIli proteins are composed of four main domains, two ABC-type nucleotide binding
domains (NBD) and two cysteine-rich motifs at the N-termini which bind two iron-sulfur
clusters. To find out which region is responsible for the functional differences between the
human and the yeast homologue, we created six chimera proteins, in which the fusion regions
were not at the domain limits but according to the highly conserved sequences. Therefore, the
N termini of chimera 1, 3 and 5 contain the yeast sequences until AA 173, AA 221 and AA
372, and these sequences were fused with the 435, 387 and 236 AA long C termini of human
RIi sequence, respectively. Chimera 2, 4, and 6 consist of the human RIli sequences at their N
termini, so their sequences started with the first 173, 221 and 372 AA of the human RIi
sequence, which were fused with the 435, 387 and 236 AA long C termini of the yeast Rlilp,
respectively.

These newly constructed chimeras were used in the complementation
experiment/assay. We cloned all the six chimera sequences into pRS424 yeast expression
vector and transformed them into Tet-Rli cells, then these strains were grown on Doxycycline
containing rich medium.

Our results indicate that the first 173 AA region is not responsible for the functional
differences at all, as replacing this part in the yeast protein with the human counterpart
sequence did not have fatal consequences (ch 4). Contrary, when we replaced the N terminal
part of yeast protein containing the first divergent region with its human counterpart (ch 5), or
when we replaced the yeast C terminal 236 AA (including a divergent region) with its human
counterpart (ch 3), the result of the complementation experiment showed, that these regions
were indispensable for the yeast protein, because none of the above chimeras could grow in
the presence of doxycycline. However, these regions alone were not sufficient for the yeast
cells, as neither chimera 2 containing the first divergent yeast region, nor chimera 6
containing the third yeast region could successfully replace the original Rlilp. In case of the



second divergent region our results suggest that this region is not enough for the
complementation even in combination with the first or with the third region (ch 3 and ch 5).

These data clearly declare, that despite their overall high homology, Rlilp contains
more highly divergent regions indispensable for the function of the yeast protein. All these
divergent regions are crucial, as replacing them with the human counterpart sequence failed
yeast growing in each cases. This raises the possibility that not just one specific region, but
rather the the higher molecular structure of RIli proteins are responsible for the functional
differences.

2.4. Effects of RIi chimera proteins on ribosomal RNA content of Tet-Rlil cells

Next we examined the effects of chimera RIli proteins expression on ribosomal RNA
levels in Doxycycline treated Tet-RIil cells. Yeast cells were transformed with expression
vectors as before and total RNA were isolated from the Tet-RIlil cells. RNA was loaded onto
agarose gel and 18 S and 28 S rRNAs were visualized by ethidium bromide staining.
Similarly to the previous experiment, only two strains had normal rRNA content: one which
was transformed with yeast RIi1-pRS424, the other with that chimera (ch4) expressing vector,
the only which was able to complement RIli depletion in Tet-RIil cells. We obtained similar
results when we measured the ribosomal RNA levels of the strains using real time PCR.
Similarly to the result of the complementation assay, only two strains had normal rRNA
content: the strain in which the original yeast Rlilp was overexpressed and in which that
chimera RIli was overexpressed, which was able to compensate for the loss of the original
Rlilp (ch4).We obtained similar results when we measured the ribosomal RNA levels of the
strains using real time PCR.

2.5. Downregulation of Rli in HelLa cells

For the examination of the consequences of reduced level of Rli in mammalian cells,
first we compared the two most wildly used gene-silencing methods in mammalian cell lines:
the antisense technique and the siRNA method. HeLa cells were transfected with an antisense
RIli plasmid construct or with purified diced siRNA, cells were collected after 12 h or 24 h
transfection, and Rli mRNA level was determined by real time PCR. Rli mRNA levels were
diminished by both transfection methods, especially after 24 h. Even after 12 h transfection
the Rli mRNA levels were reduced, and 24 h treatment gave significant Rli protein level
reduction compared with the untreated cells suggesting that both methods are equaly suitable
for the RIi level reduction in HelLa cells. Northern blot of HeLa cells transfected with
antisense Rli (RAS) and Rli dicer for 24 h. Beta actin mRNA was used as loading control. To
find the most powerful method to reduce the level of RIi in HelLa cells, we compared the
endogen RIi protein level of three different human cell lines: HepG2, a hepatoma cell
derivative, WRL68, an embryonic hepatic cell line, and HelLa cancer cell line. We performed
Western blot analysis using anti-human RIli antiserum (data not shown). After loading equal
amounts of total proteins onto SDS gels, the extract of HeLa cells gave the strongest reaction
with anti-human RIli antiserum, suggesting that the expression level of Rli protein is the
highest in HelLa cells among these three cell lines.



2.6. Protein synthesis is diminished in HeLa cells after decreased RIi expression

The yeast Rlilp has been demonstrated to perform in protein translation and ribosome
biogenesis. The human homologue, ABCE1 was just recently proved to interact with
eukaryotic initiation factors. To obtain further evidences, that the human Rli may be of
importance for translation, we decreased RIli protein level of HelLa cells. After 24 h
transfection with either antisense RIi/pCDNA 3.1 plasmid or purified diced siRNA HeLa cells
were incubated with Isolabel **S-Methionine. Protein concentrations of cell lysates were
determined and equal amounts of protein samples were loaded onto SDS gel. This reduction
of translational efficiency is a general effect, and strengthens the fact that the depletion of Rli
protein impairs protein synthesis in human cultured cells.

2.7. Effect of Rli depletion on the expression of ribosomal components in HeLa cells

Even though, the role of yeast Rlilp in ribosome biogenesis has been previously
demonstrated, the role of the human homologue ABCEL in the same process is still unknown.
Since the two proteins share high homology and the human RLI was proved to be needed for
translation, it is tempting to examine the possible role of this protein in the maturation of
ribosomes. Hence, we analysed the consequences of human RIli protein depletion onto
ribosomal RNA and protein content of HelLa cells. After Rli depletion total RNA was
extracted, and ribosomal RNA levels were determined by Northern blot analyses and by real
time PCR. The result of the Northern blot illustrates that RIi protein depletion caused reduced
5.8 S and 18 S rRNA expressions, and we obtained similar results with real time PCR
concerning rRNA levels. It is intriguing that the mRNA levels of both ribosomal subunit
proteins (Rpl 30 and Rps 3) increased following RIi protein depletion. These data suggest a
role for human RIi in ribosome biogenesis similar to its yeast homologue.

2.8. Activation of XBP mRNA splicing, UPR in HeLa cells transfected with antisense-Rli

As yeast and human RIli do not complement each we searched for functional
differences between the two proteins. Interestingly RNase L and IRE1p, which is one of the
stress sensors of UPR, share a homology on their C-terminal part: the kinase and
endonuclease domains of IRE1 are very similar to the kinase-like and nuclease domains of
RNase L. We were curious whether because of this structural similarity human Rlilp may
take part in the process of unfolded protein response (UPR).

To induce UPR, Hela cells were treated with thapsigargin or with DTT. Thapsigargin
treatment reduces ER Ca?*-content, while DTT disrupts disulfide bonds in proteins triggering
UPR. To follow UPR activation we determined total and spliced XBP mRNA levels by real
time PCR. As it is seen on Fig 7 thapsigargin treatment caused 7-fold increase in XBP mRNA
level, while the spliced XBP mRNA level rose 80-fold compared to the untreated cells. Upon
DTT treatment we gained (obtained) the same effect on the levels of total and spliced XBP
MRNA (of HeLa cells).



When HelLa cells were transfected with Rli antisense pPCDNAS3.1 and XBP (total and
spliced) mRNA levels were measured with real time PCR, we observed the elevation of both
types of mMRNA the same way as in case of thapsigargin treatment. When thapsigargin was
added together with RIli antisense transfection, the two effects. Taken together, these data led
us to conclude that diminished RIli expression activates UPR in mammalian cells.

3. Activation of UPR had influence on hepcidin expression in HeLa cells

Lately there are evidences in the literature that the expression of hepcidin, the iron
regulatory hormone of mammals is under the control of ER stress. It seems that the different
effects which lead to UPR activation may influence hepcidin transcription through different
intracellular signaling pathways. We wondered whether UPR activation via Rli depletion can
cause the induction of hepcidin synthesis. To verify this assumption, we isolated total RNA
from RIi antisense transfected or thapsigargin treated HelLa cells and analysed the expression
of HAMP mRNA by real time PCR. Interestingly, thapsigargin treatment of HelLa cells by
itself led to no change (did not change the level of hepcidin mRNA) in hepcidin mRNA level,
while RIi depletion resulted in more than 4-fold increase in HAMP mRNA level. From these
results we concluded that hepcidin expression is not increased by every type of UPR
upregulation, but Rli depletion is one of the factors which can effect the HAMP gene
transcription.

Discussion

1. Serum prohepcidin measurement in two inflammatory bowel diseases

The present study was undertaken to clarify whether prohepcidin ELISA measurement
can provide some useful information on IBD. Our plan was to reveal any difference in the
prohepcidin levels in colitis ulcerosa and Crohn’s disease. Another aim of this study was to
find relationship between prohepcidin serum levels and the development of anemia or
presence of inflammation in chronic bowel diseases.

Patients with IBD demonstrate laboratory features of acute phase reaction and
histological signs of leukocyte migration of the intestine. Normally the mucosal immune
system generates immune response against pathogenic material while maintaining tolerance to
self-antigens. Part of the unspecific antimicrobial system of mucosal cells in mammals is the
peptide family of defensins. Hepcidin and defensins possess similar synthetic pathways and
higher structures, like hairpin-shape molecules with 3-4 intramolecular disulfid bridges. In
IBD levels of certain defensins are diminished, which raised the possibility that defensins may
be involved in their pathogenesis. Though hepcidin has a definite antimicrobial activity, in
this case its iron metabolism regulator effect is determinant.

Hepcidin is the major hormone regulator of iron homeostasis. This peptide is
synthesized in the liver as an 84 amino acid preprohormone, and targeted at the secretion



pathway by a 24 amino acid N-terminal targeting sequence. The resulting 60 amino acid
prohepcidin is processed further into mature C-terminal 25 amino acid active peptide.

The present study was also meant to find out whether the serum prohepcidin level
could be used as a diagnostic or prognostic factor of Crohn’s disease and colitis ulcerosa. We
sought for any correlations between serum prohepcidin levels and laboratory parameters of
iron homeostasis (serum iron, total iron binding capacity, hemoglobin, transferrin, and
transferrin saturation), inflammatory parameters (C-reactive protein, leukocyte count, and
erythrocyte sedimentation rate) or activity indexes.

A large number of previous studies deal with chronic disorders accompanied by iron
metabolism disregulation especially by apparent anemia. A number of authors have tried to
find relationship between prohepcidin or hepcidin serum levels and various laboratory
parameters in hepatic cirrhosis, chronic renal failure, malignant diseases, rheumatoid arthritis,
and systemic lupus erythematosus (SLE). In general, serum prohepcidin levels and hepcidin
MRNA expression are decreased in hepatic illnesses (hepatocellular carcinoma, alcohol
induced cirrhosis, chronic hepatitis C). In chronic renal failure the levels of prohepcidin and
mature hepcidin are elevated. In the case of tumours other than hepatocellular carcinoma
hepcidin expression is up-regulated, leading to anemia of chronic disease.

Recent studies indicate that in two chronic inflammatory diseases, rheumatoid arthritis
(RA) and systemic lupus erythematosus the prohepcidin levels do not correlate with the
disease activity scores, hemoglobin, serum iron and cytokine levels. In patients suffering from
RA with high levels of ferritin correlations between serum prohepcidin level and IL-6 or
rheumatoid factor titer were found.

In IBD patients included in the present study the C-reactive protein, erythrocyte
sedimentation rate are significantly higher, while serum iron levels and transferrin saturation
are significantly lower than the same parameters of the control (healthy) group. We
demonstrated correlation between serum prohepcidin level and transferrin, transferrin
saturation, total iron binding capacity, activity index and albumin in CD, and transferrin,
transferrin saturation in UC. We did not carry out serum ferritin level determinations
routinely, as in this study a relatively large number of patients were involved for several
years. The relationship between prohepcidin and serum ferritin is already known, we were
interested in uncovering new correlations.

However, it seems that the prohepcidin measurement itself does not provide useful
information on the CD or UC status. It is known that the regulation of hepcidin expression is
complex, the most important factors which determine serum hepcidin levels are the
intracellular iron content, serum iron level, and inflammatory factors. While these stimuli
have unequal relative weight, the effect of one can overrule that of another. The situation is
more complex if we consider that hepcidin expression control is different in hepatic and
erythropoietic cells. It is also recognized that serum hepcidin level may change rapidly, and
hepatic hepcidin expression modifications are not always followed by peptide level shift.
Further investigations are necessary to measure hepcidin in the blood and/or in the urine.
These data are currently gathering and with time the conclusion will be clear.



2. Experiments with RNase L Inhibitor

In our study we presented a novel function of human RNase L inhibitor in the
unfolded protein response of mammalian cultured cells. We also demonstrated that UPR
activated by diminished Rlilp expression in HelLa cells has an effect in HAMP gene
expression. This gene is encoded by hepcidin, the major iron metabolism regulator hormone
in mammals.

We compared Rli mRNA levels in three different laboratory cell cultures, two of
which originated from carcinomas. It is worth to mention that Rli protein expression was
definitely higher in tumorous cell cultures than in the WRL 68 cell line. This raises the
possibility that in cells with high proliferation activity and/or malignant transformation the
Rlilp level is elevated. For the explanation of this phenomenon further experiments are
needed.

The essential function of Rlilp in different steps of translation was first proved in
yeast, but now it is obvious that Rli is indispensable in the protein synthesis of mammalian
cells. In this report we demonstrated that the depressed Rli protein level concluded in reduced
methionine incorporation into newly synthetized proteins in HelLa cells. This was a general
effect, the synthesis of every types of proteins became defected in Rli-depleted HelLa cells. It
seems intriguing that besides the above mentioned functional similarities of yeast and human
RIi proteins, the latter one is not able to complement the Rlilp depressed yeast strain, though
the two proteins possess high degree of structural relationship. It is feasible that the higher
structure of human RIi protein differs from its yeast relative, which can cause functional
differences.

During seeking for another potential interaction partner for Rlilp we became
interested in IRE1. This protein is one of the mammalian ER stress sensor molecules located
in the ER membrane. The cytoplasmic domain of IRE1 contains a kinase and an endonuclease
domain, which feature both structural and functional similarities to those of RNase L. As
human RLI is a known binding partner of RNase L, it is conceivable that Rli may have
interaction with IRE as well.

In our experiments of RIli deprived HelLa cells we observed seven-fold increase of
XBP mRNA and eighty-fold elevation of spliced XBP mRNA level compared to the untreated
cells. Randal et al demonstrated that dimerized IRE1 caused XBP mRNA splicing in the
cytoplasm without UPR activation. Similarly, by reducing Rli in HeLa cells, the RNase
activity of IRE1 may be activated.

Just like in 2°-5” A pathway, where RIli binds to and inhibit the endonuclease activity
of Rnase L, Rli may bind to IREL, as well. This interaction may protect the dimerization of
IREL, thus may regulate its endonuclease activity. However, there is no direct proof of direct
binding between these proteins, it is ceasable, that Rli may work as a potent inhibitor of IRE1
protein. It is not clear yet what is the exact relationship between Irel and Rli proteins. We are
not aware of any direct connections between Ire and Rli molecules but this binding may exist
in the cells as the endonuclease domain of Irelp is located in the cytoplasm. By diminishing
the amount of RIi, the RNase domain of Ire may become ,,unprotected”. The outcome of such
an event can be the unleashing of RNase activity of Irelp.



Lately two independent studies revealed a connection between UPR activation and
HAMP gene expression. In Science 2009 the authors demonstrated hepcidin expression
induction following different treatments by ER stressors. The expression of mRNA from
HAMP gene increased as the result of each chemical addition. Another group administered
DTT to HepG2 cells and demonstrated hepcidin expression elevation. Others demonstrated
increased hepcidin expression after DTT treatment. In our work we proved that the essential
iron-sulphur protein Rli deprivation not only activated UPR pathway in HelLa cells, as shown
in increased level of spliced XBP mRNA, but hepcidin gene expression was also induced. We
do not know the exact explanation of this phenomenon at the moment, but we have
preliminary experimental data which suggest a link between mitochondrial iron supply and
hepcidin expression. The correct explanation of this phenomenon is not known so far,
although we have preliminary data suggesting a link between hepcidin expression and
mitochondrial iron supply. It seems possible that the RIi protein reduction may cause
mitochondrial iron homeostasis disturbance which can lead to elevated hepcidin expression.
Further studies are needed to elucidate this regulatory mechanism.

Summary

1. Of the serum factors indicating the presence of inflammation C-reactive protein level and
the erythrocyte sedimentation rate were significantly higher in both disease groups than in the
healthy control group. The serum iron level and transferrin saturation were significantly lower
in people suffering from CD or UC compared to healthy controls.

2. Serum transferrin levels and transferrin saturation significantly correlated with prohepcidin
levels in CD and showed weaker correlation in UC. The total iron binding capacity showed
low correlation with prohepcidin levels in CD patients. In the case of Crohn’s disease, there
was a positive but weak correlation between prohepcidin levels and the activity index.

3. The expression of RNase L inhibitor is elevated in tumor cell lines compared to embryonic
cell lines.

4. Although it the difference between the yeast and human RIi proteins is only 18%, the
expression of human RIi protein could not compensate the lack of the original Rlilp in yeast.
5. The depletion of Rli protein impairs protein synthesis in human cultured cells; the reduction
of translational efficiency is a general effect.

6. The results led us to conclude that diminished RIi expression activates UPR in mammalian
cells.

7. The hepcidin expression is not increased by every type of UPR upregulation, but Rli
depletion is one of the factors which can affect the HAMP gene transcription.
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