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POPIS KRATICA:

BMP6- kostani morfogenetski protein 6

Hamp- gen za hepcidin

TGFg- transformirajuci ¢imbenik rasta 3

cDNA- komplementarna deoksiribonukleinska kiselina

MRNA- glasnicka ribonukleinska kiselina

WT- od engl. wild type

KO- od engl. knocked out

MeCN- acetonitril

AcOH- octena kiselina

PBS- od engl. phosphate buffered saline
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SAZETAK

Tomo Svagusa

POVEZANOST SERUMSKE KONCENTRACIJE ZELJEZA S EKSPRESIJOM BMP6

MOLEKULA U JETRI- MOGUCA ULOGA UHEMOKROMATOZI

Smatra se da klju¢nu fiziolosku ulogu u regulaciji homeostaze zeljeza ima cirkulirajuci
peptidni hormon hepcidin. Njegova ekspresija u stanicama jetre in vivo potaknuta je

unutarstani¢nim signalnim putem molekule BMP6.

Pri induciranom optere¢enju organizma zeljezom, u jetri WT miSeva zabiljezen je znacajan
porast ekspresije Bmp6 gena, $to je u korelaciji s porastom ekspresije hepcidina u jetri.
Histoloska grada jetre WT miSeva je oCuvana. Suprotno tome, u pokusima s miSevima s
izbaCenim genom za BMP6 (Bmp6 KO), pri induciranom optere¢enju zeljezom nalazimo
masivno nakupljanje Zeljeza u tkivu te morfoloske promjene jetre koje odgovaraju
hemokromatozi. Rezultati govore u prilog tezi o sredisnjoj ulozi BMP6 i hepcidina u
homeostazi zeljeza. Jetra ima srediSnju ulogu u sintezi BMP6. S obzirom na to da su
poremecaji metabolizma zeljeza od velikog klinickog znacaja, daljnja istrazivanja trebala bi

biti usmjerena na razvoj biomarkara za dijagnostiku i pracenje tijeka bolesti.

Kljuéne rijec¢i: BMP6, hepcidin, Zeljezo, hemokromatoza, jetra



SUMMARY

Tomo Svagusa

CORRELATION BETWEEN SERUM IRON LEVELS AND EXPRESSION OF BMP6 IN

LIVER- THE POSSIBLE ROLE IN HEMOCHROMATOSIS

A circulating peptide hormone hepcidin is considerred as a key-regulator of the iron
homeostasis. In the liver cells, its expression in vivo is induced by a BMP6 intracellular

signaling pathway.

In the liver of WT mice fed an iron-supplemented diet, we detected a significant increase in
the expression of Bmp6 gene which also correlated with the liver expression of hepcidin. A
histological structure of the liver tissue was unharmed. On the other hand, in the liver of
Bmp6 KO mice fed an iron-supplemented diet we detected a massive iron overload in the liver
tissue and the morphological characteristics of hemochromatosis. The results confirmed a
hypothesis of the central role of BMP6 and hepcidin in the regulation of the iron homeostasis.
Also, we concluded that the synthesis of BMP6 takes place mainly in the liver. As the iron
metabolic disorders are rather frecquent and clinically important, further reasearches should
be focused on the possible development of biomarkers for the diagnosis and monitoring of

the diseases.

Key words: BMP6, hepcidin, iron, hemochromatosis, liver
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Zeljezo je jedan od esencijalnih elemenata u tragovima. U organizmu odraslog ¢ovjeka nalazi
se u koli¢ini od 4-5 grama, uglavnom u sastavu hemoglobina cirkulirajucih eritrocita (oko 2.5
grama), citokroma ¢ unutrasnje membrane mitohondrija i citokrom oksidaze, a sudjeluje u
procesu pohrane i prijenosa molekularnog Kisika, prijenosa elektrona tijekom stani¢nog

disanja i stvaranja slobodnih radikala kisika (S. Gamulin, M. Marusi¢, Z. Kova¢ i sur., 2011).

Zeljezo se u probavnom sustavu najveéim dijelom apsorbira iz duodenuma, a s obzirom na to
da ne postoji adekvatan nacin izlu¢ivanja njegovoga viska standardnim fizioloskim putevima
(bubrezi, pluca, koza), apsorpcija zeljeza iz duodenuma smatra se primanim homeostatskim
regulatorom koli¢ine Zeljeza u organizmu. Naime, smanjenjem apsorpcije, sprjeCava se
nagomilavanje Zeljeza u organizmu, dok Se u odredenih vrsta anemija, pri hemolizi ili kod

veceg gubitka krvi, apsorpcija poveéava (S. Gamulin, M. Marusi¢, Z. Kovac i sur., 2011).

Zeljezo se apsorbira u reduciranom obliku (Fe 2*) ili u sastavu hema, na apikalnoj membrani
enterocita duodenuma. U citoplazmi enterocita djelomi¢no se pohranjuje u obliku feritina, dok
se preostali dio izlu¢uje u krv pomocu proteina feroportina, koji se nalazi na bazolateralnoj
membrani enterocita (McKie AT, Barlow DJ, 2004.). Feroportin se takoder nalazi na
membrani stanica retikuloendotelnog sustava jetre i slezene te stanica placente. U tom je
slu¢aju vazan zbog recikliranja zeljeza iz fagocitiranog stani¢nog detritusa eritrocita (20—25
mg/dan) (Knutson M.,Wessling-Resnick M., 2003.). Budu¢i da pri fizioloskom pH Zeljezo
nije topivo u plazmi, ono se prenosi u obliku transferina (normalna zasi¢enost je oko 30 %).
Kada se premasi kapacitet vezivanja zeljeza za transferin, ono se nade u slobodnom obliku u
plazmi te vrlo lako ulazi u jetrene stanice i sr€ane miocite procesom olakSane difuzije ili
nekim drugim, jo§ nedovoljno poznatim mehanizmom (Park, C.H., Valore, E.V., Waring,

AlJ.Ganz,T., 2001.).



Nedavno je razjasnjeno da klju¢nu fizioloSku ulogu u regulaciji apsorpcije zeljeza ima
cirkuliraju¢i peptidni hormon hepcidin (Pigeon C., llyn G., Leroyer P. i sur.,, 2001.).
Sintetiziran u jetri, hepcidin se izlucuje i veze na protein feroportin, uzrokujuc¢i njegovu
internalizaciju 1 degradaciju unutar stanice te na taj nac¢in smanjuje otpustanje zeljeza u krv,
kako iz enterocita, tako i iz stanica retikuloendotelnog sustava (E. Kemna, H. Tjalsma, H.
Willems, D. Swinkels, 2009.).

Produkcija hepcidina regulirana je koli¢inom cirkuliraju¢eg 1 pohranjenog Zeljeza,
eritropoetskom aktivno$éu koStane srzi te upalnim procesima (Kraus, A. i sur., 2000.).
Opterecenje zeljezom dovodi do poveéane ekspresije hepcidina u jetri, ukazujuéi na prisutnost
kompenzacijskih mehanizama koji dovode do ograni¢avanja apsorpcije zeljeza (Park, C.H.,

Valore, E.V., Waring, AJ.,Ganz, T., 2001.).

Takoder, pojacana ekspresija hepcidina dovodi se u vezu s patogenezom anemije kroni¢ne
bolesti, koja se Cesto nalazi kod pacijenata s autoimunosnim i malignim te kroni¢nim
bubreznim bolestima. Smatra se da pojedini proupalni citokini (IL-6) povecavaju ekspresiju
hepcidina u jetri te da je to sredi$nji dogadaj u razvoju ovog oblika anemije (Nemeth, E. i sur.,

2004.).

Poremecaji metabolizma Zeljeza imaju veliku klini¢ku vaznost. Jedan od takvih poremecaja je
hemokromatoza, kod koje dolazi do nakupljanja Zeljeza u raznim tkivima i organima, a u vezi
je s istrazivanim mehanizmima regulacije u ovom radu. Hereditarna hemokromatoza je
heterogena skupina bolesti, uzrokovana mutacijama oba alela jednog od sljede¢ih gena :
hepcidin (HAMP), HFE, hemojuvelin (HJV), transferin receptor 2 (TFR2). Mehanizam
djelovanja HFE nije poznat, a za HJV (pripada HLA molekulama razreda 1) je poznato da
djeluje kao koreceptor BMP6 u jetri. Smatra se da je TFR2 uklju¢en u mehanizme regulacije

interakcijom s HFE molekulom i hepcidinom. Mutacija gena odgovornih za nastanak



hemokromatoze uzrokuje abnormalno poveéanje apsorpcije Zeljeza u crijevnoj sluznici
(Camaschella C., Roetto A., Cali A i sur., 2000.). Glavna morfoloska znacajka
hemokromatoze jest odlaganje Zeljeza u obliku hemosiderina u brojnim tjelesnim organima. U
jetri se hemosiderin nakuplja u citoplazmi jetrenih stanica, u Kupfferovim stanicama, epitelu
zucnih kanalic¢a i vezivu. Tijekom niza godina razvija se mikronodularna ciroza kao rezultat
stimulacije umnozavanja veziva zeljezom te vezivnog zacjeljivanja nekroze jetrenih stanica.
Ozbiljna komplikacija bolesti jest razvoj hepatocelularnoga karcinoma. U gusteraci se Zeljezo
nakuplja u epitelu acinusa egzokrinog dijela, u stanicama Langerhansovih oto¢i¢a te u
intersticiju. Razvija se difuzna intersticijska fibroza te sekundarni dijabetes (I. Damjanov,
S.Juki¢ i M. Nola, 2011.). U srcu se hemosiderin nakuplja u misi¢nim vlaknima. OsteCenje
miocita prati fibroza ¢ija je klinicka posljedica razvoj restriktivne kardiomiopatije (Oudit
GY,Sun H,Trivieri MG i sur., 2003.). U zglobovima se hemosiderin nakuplja u sinovijalnoj
membrani. To uzrokuje oSte¢enje hrskavice koje nalikuje na uloge i artritis. Od endokrinih
Zlijezda , naj¢esce su zahvacene $titnjaca i paratireoidne Zlijezde (I. Damjanov, S. Juki¢ i M.

Nola, 2011.).

U novije vrijeme sve je vise radova koji proucavaju utjecaj koStanih morfogenetskih proteina
(BMP) na ekspresiju hepcidina. Kostani morfogenetski proteini pripadaju nadobitelji
transformiraju¢eg Cimbenika rasta B (TGFp) za ¢ije je predstavnike svojstveno da reguliraju
brojne dogadaje tijekom embrionalnog razvoja (Hogan 1996, Kingsley 1994a, Kingsley
1994b). BMP molekule lokalizirane su u mnogim tkivima tijekom razvoja embrija i
postnatalnog zivota (Vukicevi¢ S., 1995). Ekspresija njihovih gena otkrivena je i u mnogim
mekim tkivima te je dokazan njihov utjecaj na razliCite tipove stanica, kao $to su epitelne
stanice, monociti, plazma stanice, mezenhimalne i ziv¢ane stanice. Kostani morfogenetski

proteini viSestruko su ukljuéeni u regulaciju rasta, diferencijacije i apoptoze. Do danas je



poznato vise od 40 kostanih morfogenetskih proteina, koje dijelimo u podskupine na osnovi

sli¢nosti slijeda njihovih aminokiselina (Sakou 1998).

Smatra se da se u jetrenim stanicama eckspresija hepcidina potice upravo preko
unutarstani¢énog signalnog puta koji zapocinje vezanjem BMP molekula na receptor serin —
treonin kinazu (receptor s kinaznom aktivno$c¢u) smjesten na povrsini hepatocita (J. L. Babitt,
F. W. Huang, Yin Xia i sur., 2007.). Nastaje kompleks receptor — ligand, koji procesom
fosforilacije aktivira citoplazmatske efektore Smadl, SmadS i Smad8, ¢ime se signal
amplificira (slika 1). Aktivirane molekule tvore heteromerni kompleks s medijatorom Smad4,
ulaze u jezgru, vezu se na specifi¢ne slijedove DNA, medudjeluju s drugim proteinima koji se
vezu na DNA i privla¢enjem aktivatora ili represora transkipcije moduliraju transkripciju

ciljnih gena (D. Meynard, L. Kautz, V. Darnaud i sur., 2009.).

BMP
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Slikal: Signalni put BMP-a. Nakon aktivacije BMP receptora, fosforiliraju se Smad 1, Smad
5 ili Smad 8 te stvaraju komplekse s molekulom Smad 4. Takvi kompleksi premjestaju se u
Jezgru, gdje se neposredno ili zajedno s odredenim transkripcijskim cimbenicima vezu na

promotorske regije ciljnih gena.



lako je in vitro dokazana uloga molekula BMP2 , BMP4 i BMP 9 u ovom procesu , njihova
uloga in vivo ostaje nejasna. Medutim, ¢ini se kako BMP6 ima znacajnu ulogu u regulaciji in
vivo, budu¢i da je ekspresija Bmp6 i Hamp mRNA povecana pri optereCenju organizma
zeljezom. Tome u prilog govori i dokazana povecana koncentracija fosforiliranih molekula
Smadl, Smad5, Smad8 i Smad 4 u tkivu jetre Bmp6 WT miSeva, dok takvi rezultati nisu
dobiveni kod miSeva s izbacenim genom za BMP6 (D. Meynard, L. Kautz, V. Darnaud i sur.,
2009.). Takoder, u pojedinim pokusima (Wang R.H., Li C., Xu X. i sur.) dokazano je da
Smad4 KO misevi pokazuju potpuni nedostatak hepcidina i razvijaju hemokromatozu, sto
dodatno govori u prilog tezi o povezanosti BMP signalnog puta i ekspresije hepcidina.

Mehanizmi pomocu kojih BMP6 prepoznaju Zeljezo joS su uvijek nepoznati.

Nedavno je objavljeno da duodenum, a ne jetra predstavlja glavni izvor BMP6 nakon
induciranog opterecenja zeljezom u miseva (S. Arndt, U. Maegdefrau i sur., 2009.). Pored
toga, pokazali su znaCajno povecCanje razine BMP6 u serumu nakon aplikacije zeljeza
imunodetekcijskim metodama. S obzirom na navedene rezultate, u ovom radu istrazili smo
utjecaj povecane koncentracije Zeljeza na ekspresiju Bmp6 i hepcidina u jetri i tankom crijevu
u misa. Pri tome smo koristili WT i Bmp6 KO miseve za usporedbu i pracenje morfoloskih
promjena na tkivima uzrokovanih akumulacijom Zeljeza. Pored toga, pratili smo i utjecaj

induciranog opterecenja Zeljezom na ekspresiju Bmp7 gena.



MATERIJALI | METODE
Zivotinjski eksperimentalni modeli

U pokusima smo koristili miseve divljeg tipa i Bmp6 knock out miseve te Stakore soja
Sprague Dawley, stare tri mjeseca. MiSevima je intravenozno injicirano Zeljezo (0.2 g / kg
tjelesne mase, Venofer, zeljezo-sukroza injekcija ili 1% - tna otopina sukroze u PBS-u).
Eksperimentalne grupe sastojale su se od 6 miSeva, mijeSanih spolova. Na kraju pokusa,
zivotinje su zrtvovane, a pojedina tkiva koriStena za analizu 4, 8, 24 i 48 sati nakon
injiciranja zeljeza. Izabrali smo navedene vremenske intervale za pracenje ekspresije Bmp6 in
vivo na temelju postoje¢ih podataka u literaturi. Bmp6 KO miSevi su soja 129Sv/C57
(ljubaznoscu Elizabeth J. Robertson), a uzgojeni su na Medicinskom fakutetu Sveucilista u
Zagrebu, na standardnoj dijeti (4RF21, Mucedola, Italija), uz unos zeljeza od 180 mg/ kg

tjelesne mase.

Kako bismo utvrdili najnizu dozu zeljeza, potrebnu za porast ekspresije Bmp6,Bmp7 i Hamp
MRNA u jetri, Stakorima starima tri mjeseca smo intravenozno injicirali Zeljezo-sukroza
otopinu (Venofer), u dozama od 50, 100 i 200 mg/kg tjelesne mase. Zivotinje su Zrtvovane
nakon tri te nakon $est sati, a krv i tkivo jetre smo koristili za mjerenje parametara Zeljeza te

ekspresiju Bmp6, Bmp7 i Hamp.
Tijekom pokusa, sa Zivotinjama se postupalo prema propisanim etickim standardima.
Prikupljanje krvi miSa

Krv smo skupili iz retroorbitalnog spleta i pohranili u epruvetama (BD Microtainer) s K2

EDTA (BD Vacutainer), nakon ¢ega smo izdvojili plazmu prema uputama proizvodaca.

Bojenje Berlinskim modrilom



Serijski rezovi jetrenog tkiva, uklopljeni u parafin, obojeni su berlinskim modrilom (5%-tna
otopina zeljezovog ferocijanata i 5%-tna otopina HCI, proizvodi Kemika) i nuclear red

(Kernechtrot) bojom (Chromagesellschaft), prema standardnim procedurama.

Imunohistokemijsko bojenje

Tkiva Bmp6 -/- i WT miSeva fiksirali smo u 10% -tnoj otopini formalina te uklopili u parafin.
Nacinjeni su rezovi debljine 5 um, deparafinizirani u ksilolu i hidrirani destiliranom vodom.
Serijski rezovi za klasicnu histolosku analizu bojeni su hematoksilin—eozinom. Za
imunohistokemijsku analizu koriSten je sustav detekcije imunoperoksidazom (Zymed, San
Francisco, CA). Za imunohistokemijsku reakciju koristeno je BMP6 poliklonsko protutijelo

(proizvedeno u Laboratoriju za mineralizirana tkiva) na cijelu BMP6 molekulu.

Analiza genske ekspresije

Iz jetre pokusnih miSeva i Stakora izolirana je molekula RNA, prema protokolu TRIzol
(Invitrogen). Ukupna koli¢ina izolirane RNA izmjerena je spektrofotometrijski u uredaju
Biofotometar (Eppendorf). 1z 1 ug RNA sintetizirana je cDNA koriste¢i program Super Script
Il First-Strand Synthesis System (Invitrogen), prema uputama proizvodaca. Reakcije
amplifikacije provedene su u uredaju GeneAmp 4800 (PerkinElmer Life Sciences). Ekspresiju
gena Bmp6, Bmp7 i Hamp mjerili smo pomocu LightCycler FastStart DNA Master SYBR
Green kita u uredaju LightCycler (Roche Diagnostics). Za normalizaciju smo koristili Baktin i
Gapdh mRNA. Za relativnu kvantifikaciju genske ekspresije koristili smo komparativhu CT
metodu. Rezultati se prikazuju kao promjena ekspresije (engl. fold change) u odnosu na

komparativnu razinu ekspresije. Popis koristenih poc¢etnica nalazi se u tablici 1.



Tablica 1: Popis pocetnica (F= forvard, R= reverse).

Bmp7 (mis i Stakor)

F:ACGGACAGGGCTTCTCCTAC

R: ATGGTGGTATCGAGGGTGGAA

Beta aktin (mis)

F:GGGAAATCGTGCGTGACATT

R: GCGGCAGTGGCCATCTC

GAPDH (stakor)

F:ATGATTCTACCCACGGCAAG

R: CTGGAAGATGGTGATGGGTT

Hepcidin (Stakor)

F:AGCCTGAGCAGCGGTGCCTA

R: CGGAGGGGAGGCAGTGTGTTG

Bmp6 (mis) F:.TCCCCACATCAACGACACCA
R: TCCCCACCACACAGTCCTTG
Bmpb6 (Stakor) F:CAGTGCGTCCCCACTGACCA

R: TCCCCACCACACAGTCCTTG

SDS elektroforezai Western blot

Za proteinsku analizu koristena je metoda SDS-PAGE elektroforeza (od engl. Sodium
dodecyl sulphate—polyacrylamide gel electrophoresis) na 10%-tnom gelu prema Laemmlievoj
metodi. Nakon elektroforeze, jedan dio gela je prenesen na nitroceluloznu membranu , a drugi
je dio bojen Coomassie Brilliant Blue bojom. Bojenje je provedeno standardnim postupkom
(0.1 % CBB u 45 % metanola i 10% octene kiseline), 30 minuta , pri standardnoj temperaturi.
Dio gela koji je prenesen na nitroceluloznu membranu inkubiran je sa zecjim BMP6
poliklonskim protutijelom (rabbit anti BMPG6, proizvedeno u Laboratoriju za mineralizirana

tkiva), a kao sekundarno protutijelo koristeno je protutijelo konjugirano s alkalnom

fosfatazom (Invitrogen), (Simic P.,Culej JB,Grgurevi¢ L. , Dra¢a N. i sur.).




Digestija u gelu

Proteini su reducirani i alkilirani u gelu. Reducirani su u otopini od 10 mM DDT-a u 50 mM
amonijevog bikarbonata te alkilirani s 50 mM jodacetamida u 50 mM amonijevog bikarbonata
pri sobnoj temperaturi i u mraku. Komadic¢i gela dva su puta ispirani u otopini od 50 mM
amonijevog bikarbonata, 50 % acetonitrila i dehidrirani u 100% -tnom etanolu te suSeni u
vakuum centrifugi. Rehidrirani su otopinom od 12.5 ng/ug tripsina u 50 mM ABC na ledu, te
inkubirani preko no¢i na 37 stupnjeva. Peptidi su ekstrahirani inkubacijom s 30 %-tnim
acetonitrilom, 3 % TFA te 100 % acetonitrilom (MeCN). Odsoljeni su i pro¢is¢eni od gela

Stage Tip tehnikom (Olsen JV i sur., 2005.).
CiS¢enje i odsoljavanje peptida (Stage-tips)

Peptidi su odsoljeni i pro¢is¢eni od komadic¢a gela StageTip tehnikom (Rappsilber, Mann,
Ishihama, 2007). C18 tip je smocen metanolom. Netom $to je prosla otopina metanola, tip je
uravnotezen otopinom ,,A“ (0,5% AcOH). Peptidi su zakiseljeni i naneseni na tip. Peptidi su
isprani otopinom ,,A“, te eluirani otopinom ,,.B“ (0,5% AcOH, 80% MeCN). Acetonitril je

uparen vakuum centrifugom.
Masena spektrometrija

Peptidi su razdvojeni teku¢inskom kromatografijom te analizirani spektrometrijom masa (LC-
MS) . Koristen je sustav Agilent 1100 nanoflow HPLC System(Agilent Technologies) koji je
povezan s LTQ- Orbitrap spektrometrom (Thermo Scientific) putem nano elektrosprej
ionizacijskog vrela (Proxeon Biosystems) . Peptidi su propustani na HPLC koloni u otopini
»A“ (0.5% octena kiselina) te eluirani 70 minuta linearnim gradijentom 10-60% -tne otopine
»B“ (80% acetonitril , 0.5% octena kiselina) pri protoku od 250 nL/ min. ( Olsen JV 1

sur.,2005 ; Grgurevi¢ L. i sur. , 2007.).



Procesiranje podataka i pretraZivanje baze sekvenci

,Peak list“-e pripremljene su pomoc¢u Quant modula MaxQuant software-a, verzije 1.0.12.22.
(Cox 1 Mann, 2008) Baza humanih peptidnih sekvenci ( Intergr8, izdanje 108) pretrazena je
pomocu Tandem software-a, verzije 2010.01.01.4 (Craig i Beavis, 2004), a zatim je na isti
nacin pretrazena i ,,mamac® baza, dobivena preokretanjem svih izvornih sekvenci. Parametri
pretrazivanja bili su sljedeci: odstupanje mase peptida, 10 ppm; odstupanje mase fragmenata,
440 ppm; stalna promjena mase, karbaimidometilacija cisteina; upitna promjena mase,
oksidacija metionina. Ostali parametri bili su uobicajeni za pretraziva¢. Valjanost PSM-ova
odredena je pomocu Qvality software-a, verzije 1.11.(Kall i sur. 2009) Tandem ,,o¢ekivane
vrijednosti* pridruzene su q i PEP vrijednostima. Valjanim PSM-ovima proglaseni su oni s

Tandem ,,o¢ekivanim vrijednostima‘ koje odgovaraju q vrijednosti 0.01 ili manje.

Bioinformati¢ka analiza

Valjani PSM.ovi ucitani su u ProteinCenter software (Proxeon). Nakon grupiranja prema
dijeljenim peptidima, uzorci su usporedeni medusobno. Zatim su zajedni¢ke grupe profilirane

prema emP Al vrijednosti unutar genskih ontoloskih grupa.

Statisticka analiza

Svi podaci su prikazani kao dobivena vrijednost + statisticka razlika. Rezultate izmedu
pojedinih grupa usporedivali smo pomocu studentovog t-testa. Rezultati se smatraju statisticki

znacajnima kada je pogreska manja od 0,05 (P < 0,05).
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HIPOTEZA

Pretpostavlja se da inducirano optereCenje zeljezom dovodi do porasta ekspresije Bmp6 i

hepcidina u jetri te da su njihovi signalni putevi i mehanizmi djelovanja medusobno povezani.
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OPCI CILJ I SPECIFICNI CILJEVI RADA

1. Utvrditi kako poveéana koncentracija Zeljeza u krvi misa utjece na ekspresiju Bmp6 i
hepcidina u jetri te pratiti morfoloSke promjene na tkivima pri optere¢enju Zeljezom
(usporedbom WT i Bmp6 KO miseva).

2. Istraziti postoji li pri istim uvjetima povecana ekspresija Bmp6 u tankom crijevu.

3. Provjeriti dovodi li inducirano optereéenje Zeljezom do promjena u ekspresiji Bmp7 u
jetri.

4. Poboljsati razumijevanje patogeneze i patofiziologije hemokromatoze.
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REZULTATI

Utjecaj Zeljeza na ekspresiju Bmp6 i hepcidina u jetri

Stakorima soja Sprague Dawley intravenski je primjenjeno Zeljezo u tri razli¢ite koncentracije
(50, 100, i 200 mg/kg). Jetra je izolirana neposredno nakon aplikacije Zeljeza te nakon tri i
Sest sati. Pri koncentracijama od 50 1 100 mg/kg ne dolazi do statisticki zna€ajnog porasta
ekspresije Bmp6 i hepcidina u jetri. Sest sati nakon intravenske primjene Zeljeza, pri
koncentraciji od 200 mg/kg, zamijeCen je statisticki znaCajan porast ekspresije Bmp6 i

hepcidina u jetri (slike 2 i 3).

P=0,02

—_—

Bmp6/Gapdh

Fe (mglkg) 50 100 200

Slika 2: Utjecaj koncentracije intravenski primijenjenog Zeljeza na ekspresiju Bmp6 u jetri.
Graf prikazuje odnos izmedu i.v. primijenjene koncentracije Zeljeza i ekspresije Bmp6

pracene u odredenim vremenskim intervalima (0, 3 i 6 sati nakon primjene).
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Slika 3: Utjecaj intravenski primijenjenog Zeljeza na ekspresiju hepcidina u jetri.

Graf prikazuje utjecaj i.v. primijenjene koncentracije zeljeza na ekspresiju hepcidina u

razdoblju neposredno nakon primjene , nakon 3 i nakon 6 sati (normalizacija s Gapdh).

Serumske vrijednosti Zeljeza nakon njegove intravenske primjene

Serumske vrijednosti Zeljeza mjerene su neposredno prije njegove intravenske primjene te 4,
8 i 24 sata nakon primjene. Tijekom prva Cetiri sata, kod WT, kao i kod Bmp6 KO miseva
primijecen je nagli statisticki znacajan porast koncentracije Zeljeza u serumu. S vremenom su
se izmjerene vrijednosti pocele proporcionalno smanjivati, §to se povezuje s nakupljanjem

zeljeza u razli¢itim organima (slika 4).
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Slika 4: Serumske vrijednosti zeljeza u ovisnosti 0 vremenu koje je proteklo od njegove i.v.

primjene.

Grafovi prikazuju promjene u koncentraciji serumskog Zeljeza WT i Bmp6 KO miseva

neposredno prije primjene Zeljeza te nakon 4, 8 i 24 sata.

Mikroskopske promjene tkiva jetre nakon intravenske primjene Zeljeza

Nakon intravenske primjene Zeljeza, pratili smo mikroskopske promjene tkiva jetre WT i
Bmp6 KO miseva. Usporedivali smo ih s histoloskom gradom jetre kontrolnih WT i Bmp6
KO zivotinja. Tkiva su analizirana Cetiri sata nakon primjene zeljeza. U kontrolnih WT
miSeva jetra je uredne grade (slika 5A). Kod WT miseva kojima je i.v. primijenjeno Zeljezo,
primjecuje se fokalno odlaganje zeljeza izmedu tracaka hepatocita te u portalnim prostorima.
Arhitektura tkiva uglavnom je ocuvana (slika 5B). Analiza kontrolne skupine Bmp6 KO
miseva pokazuje znatno nakupljanje Zzeljeza i u citoplazmi hepatocita te oko centralne vene
(slika 5C). Kod Bmp6 KO miSeva nakon primjene Zeljeza nakupljanje je jo§ masivnije.
Difuzno zahvaca tkivo jetre te narusava normalnu gradu reznjica i portalnih prostora. Uocava

se nekroza perifernih hepatocita te centrolobularna nekroza (slika 5D). Prikazana struktura
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tkiva jetre odgovara morfoloskim znacajkama hemokromatoze. Zbog organizacije krvotoka
jetrenog reznjica u smjeru od portalnih prostora prema centralnoj veni, pri nizim serumskim
koncentracijama Zeljeza oSteCeni su periferni hepatociti, a pri vi§im vrijednostima i
centrolobularni (Junqueria L.C, Carneiro J., 2005.), §to se vidi na primjeru kontrolnih KO

miseva i KO miSeva kojima je primijenjeno Zeljezo.

Slika 5: Histoloska analiza tkiva jetre.

A)grada jetre kontrolnih WT miSeva; B) tkivo jetre WT miseva 4 sata nakon i.v. primjene
zeljeza; C) tkivo jetre kontrolne skupine Bmp6 KO miseva,; D) jetra Bmp6 KO miseva 4 sata

nakon primjene Zeljeza. Bojenje je hemalaun-eozinom i berlinskim modrilom.

Utjecaj induciranog opterecenja Zeljezom na ekspresiju Bmp6 u jetri, duodenumu i

jejunumu.

Nedavno je u radu autora S. Arndt, U. Maegdefrau i sur., u ¢asopisu Gastroenterology (2009.)
doi: 10.1053/j.gastro.2009.09.048. objavljeno da je pri induciranom opterecenju zeljezom
glavno mjesto ekspresije Bmp6 mRNA tanko crijevo. S obzirom na navedene rezultate,
istrazili smo i usporedili ekspresiju Bmp6 u jetri, duodenumu i jejunumu WT miseva nakon

1.v. primjene zeljeza. U jetri je Cetiri sata nakon primjene Zeljeza zabiljezen nagli statisticki
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znacajan porast ekspresije Bmp6 , u duodenumu je istovremeno zabiljeZeno smanjenje
njegove ekspresije, dok u jejunumu nije doslo do statisticki zna¢ajne promjene U ekspresiji

toga gena (slika 6).

B P=0,03

Bmp6/Baktin

Jetra Duodenum Jejunum

Slika 6: Ekspresija Bmp6 u jetri, duodenumu i jejunumu.

Slika prikazuje ekspresiju Bmp6 u jetri, duodenumu i jejunumu u naznacenim vremenskim

intervalima nakon intravenske primjene Zeljeza (normalizacija s Paktinom).

Imunodetekcijske metode

Tkivo jetre WT miSeva analizirano je neposredno nakon intravenske primjene Zeljeza te
nakon osam sati. Za imunohistokemijsku analizu koristeno je poliklonsko protutijelo na cijelu
BMP6 molekulu. Nakon osam sati ekspresija BMP6 proteina bitno je povecéana, pa je

zabiljezena i znacajna reakcija BMPG6 s protutijelom (slika 7).
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Slika 7: Imunohistokemijska analiza tkiva jetre; A) imunohistokemijska reakcija neposredno

nakon i.v.primjene Zeljeza, B) 8 sati nakon i.v.primjene Zeljeza.

Nakon imunodetekcije BMP6 u tkivu jetre, metodom SDS-PAGE elektroforeze razdvojeni su
proteini iz seruma WT miseva. Dio gela prenesen je na nitroceluloznu membranu i inkubiran s
poliklonskim zecjim protutijelom na cijelu molekulu BMP6. U analiziranom uzorku seruma
nije dokazano prisustvo molekule BMP6 niti u kontrolnih  WT miSeva, niti u WT miSeva

kojima je i.v.primijenjeno zeljezo (slika 8).

BMP6 standard |

-

kontrola FeSh  kontrola 24h Fe 24h kontrola 48h FedSh

Slika 8:Western blot. Analiza je radena u kontrolnih WT miSeva te onih kojima je
primijenjeno Zzeljezo, u vremenskim intervalima od 9, 24 i 48 sati nakon primjene. BMP 6

molekula nije dokazana.
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Utjecaj induciranog optereéenja Zeljezom na ekspresiju Bmp7 u jetri

S obzirom na slicnost BMP6 i BMP7 molekula, istrazili smo moguéi utjecaj zeljeza na
ekspresiju Bmp7 gena u jetri i duodenumu. Ekspresija Bmp7 analizirana je neposredno prije
intravenske primjene zeljeza te Cetiri i 0sam sati nakon njegove primjene. U pokusu nije

zabiljezena statisticki znacajna promjena u ekspresiju Bmp7 u jetri i duodenumu (slika 9).

Bmp7iBaktin

0 4 8

Jetra Duodenum

Slika 9:Utjecaj i.v. primijenjenog Zeljeza na ekspresiju Bmp7 u jetri i duodenumu. Promjena
se prati u vremenskim intervalima neposredno prije primjene te 4 i 8 sati nakon primjene

zeljeza (normalizacija s paktinom).

Proteomska analiza seruma WT i KO miSeva nakon i.v. primjene Zeljeza

Nakon razdvajanja proteina elektroforezom, dio gela bojan je Coomassie Brilliant Blue bojom
te je svaki od Sest gelova izrezan na jo§ 15 dijelova. Provedena je digestija u gelu i
prociscavanje proteina iz gela kao priprema za analizu proteina LC-MS metodom. Analizirana
je svaka dobivena vrpca, ukljué¢ujuci i vrpcu od 23 kDa (slika 10) za koji u svom radu autori
Arndt i sur. tvrde da sadrzi BMP6 molekulu. Usporedivani su rezultati kontrolnih WT miSeva
te onih kojima je i.v. primijenjena terapija Zeljezom. Vrpca od 23 kDa generalno ukljucuje
velik broj proteina koji su razdvojeni i identificirani LC-MS metodom, §to je prikazano u

tablici 2. Vidljivo je takoder kako nije dokazana prisutnost BMP6 molekula u uzorku seruma
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kontrolnih WT miseva. BMP6 molekulu medutim ne nalazimo niti u serumu WT miseva
izlozenih induciranom optere¢enju zeljezom, §to upucuje na zakljucak kako ove molekule u
sistemskoj cirkulaciji nema u tako velikim koli¢inama, ve¢ da vrpcu dominantno Cine

visokozastupljeni proteini (tablice 2 i 3).

Slika 10: Vrpca od 23 kDa; A) kontrola; B) WT miSevi nakon i.v. primjene Zeljeza.
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Tablica 2: Proteini u serumu kontrolnih WT miseva, razdvojeni LC-MS metodom (Log E= log

po bazi 10 od ocekivane vrijednosti).

Rank log (e) PROTEIN
1 -304 Alb, Serum albumin Precusor

Pzp, Alpha- 2-macroglobulin
7 -218,8

Precursor

Mupl, RIKEN cDNA 2610016E04
8 -214,9

gene Gene
11 -172,6 Hbb-b1, Hemoglobin subunit betal
12 -150,9 Ttr, transthyretin Gene
1 -81,5 Apoal, Apolipoprotein A-1 Gene
21 -68,5 Trf, Serotransferrin Precusor
22 -65,3 Mb, Myoglobin
23 -63,7 Acta2,Actin

Fgg, Fibrinogen, Gamma
24 -57,2

polypeptide Gene
44 -36,4 Myh1, Myosin heavy chain
51 -31,5 Cp, Ceruloplasmin

Igfbp3, Insulin-like growth factor,
58 -24,1

binding protein 3
63 -21.4 Apolypoprotein, C-111 Gene
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81

Immunoglobulin  heavy chain 1V

gene segment

85

Fn1, Fibronectin 1 Gene

Tablica 3: Proteini u serumu WT miseva koji su primali i.v.terapiju zeljezom, razdvojeni LC-

MS metodom (Log E= log po bazi 10 od ocekivane vrijednosti).

Rank log (e) PROTEIN
1 -100,2 Rbp4, Retinol binding protein 4
Hbb-b1, Hemoglobin  subunit
2 -90,9
betal
7 -67,8 Ttr, transthyretin
9 -49,4 Alpha-2-macroglobulin Precursor
Hba —al, hemoglobin alpha, adult
10 -46,8
chain 1
13 -24,8 Apolipoprotein M
18 -10,4 Mb, Myoglobin
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RASPRAVA

U navedenom radu proucavali smo mehanizme regulacije koli¢ine Zeljeza u organizmu.
Poznato je da se zeljezo najveéim dijelom apsorbira u duodenumu tankoga crijeva te se proces
apsorpcije ujedno smatra i temeljnim homeostatskim mehanizmom regulacije zeljeza. Manjim
dijelom ukupnoj koli¢ini Zeljeza u organizmu, osim apsorpcije, pridonosi i endogeno Zeljezo
iz hemoglobina, mioglobina i citokroma c. Smatra se da temeljnu ulogu u regulaciji serumske
koncentracije zeljeza ima hepcidin, peptidni hormon koji se sintetizira u jetri. Mehanizam
njegovog djelovanja na stani¢noj razini obuhvaca internalizaciju 1 degradaciju proteina
feroportina, smjeStenog na bazolateralnoj membrani enterocita duodenuma i stanica
retikuloendotelnog sustava. Budu¢i da feroportin ima ulogu transportera zeljeza iz stanica u
krv, djelovanjem hepcidina, transport zeljeza je inhibiran, a serumska mu se koncentracija
smanjuje. Razina ekspresije hepcidina u novije se vrijeme dovodi u vezu s ulogom BMP
molekula, §to je u in vivo uvjetima potvrdeno za BMP6. Poznato je da poviSena serumska
razina Zeljeza uzrokuje povecanje ekspresije Bmp6 i hepcidina, no ima opre¢nih misljenja oko

toga sintetizira li se BMP6 primarno u duodenumu ili u jetri.

U nedavno objavljenom radu autora Arndt S., Maegdefrau U., Dorn C., Schardt K.,
Hellerbrand C., Bosserhoff A.K., u c¢asopisu ,,Gastroenterology*“(2009.), navodi se da su
epitelne stanice tankog crijeva glavno mjesto ekspresije Bmp6 te da sintetizirane molekule
BMP6 portalnom cirkulacijom naknadno dospijevaju u jetru gdje poti¢u ekspresiju hepcidina.
Takoder, imunodetekcijskim metodama u serumu pokusnih WT misSeva, dokazali su
prisutnost zrelih molekula BMP6, $to je ukazivalo na njihovu prisutnost u sistemskoj

cirkulaciji.

S obzirom na navedene rezultate, u pokusima smo provjeravali ucinak induciranog

opterecenja zeljezom na ekspresiju Bmp6 i hepcidina u jetri WT stakora. Intravenski smo
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primijenili dozu zeljeza od 50, 100 i 200 mg/kg na tri eksperimentalne skupine od po 6 WT
Stakora te analizom genske ekspresije pokazali da do statisticki znacCajnog poviSenja
ekspresije Bmp6 dolazi nakon primjenjene koncentracije zeljeza od 200 mg/kg (mjereno Sest
sati nakon i.v primjene). Paralelno s povisenjem ekspresije Bmp6, analizom genske ekspresije
dokazali smo da dolazi i do povisenja ekspresije hepcidina u jetrenim stanicama. Moze se
zakljuéiti da su mehanizmi djelovanja BMP6 i hepcidina medusobno povezani. Dalje smo u
radu pratili odnos izmedu serumske koncentracije zeljeza i vremena koje je proslo od i.v.
primjene zeljeza u WT i Bmp6 knockout miseva. Podaci dobiveni analizom krvi miSeva prije
1.v. unosa zeljeza te 4, 8 1 24 sata nakon unosa pokazuju najvecu serumsku koncentraciju
zeljeza 4 sata nakon apliciranja, posebno u WT miSeva, gdje dolazi do statisticki znacajnog
povecanja serumske koncentracije zeljeza, nakon cega se koncentracija poCinje smanjivati i u
WT i Bmp6 knockout miSeva, §to se tumaci akumulacijom Zeljeza u razliitim tkivima i
organima. Vazan dokaz o sredi$njoj ulozi BMP6 u regulaciji Zeljeza potjece i iz rezultata
histoloske analize tkiva jetre WT i Bmp6 KO miseva nakon induciranog opterec¢enja zeljezom.
Naime, u WT miSeva nalazimo samo mjestimi¢no nakupljanje zeljeza, dok KO misevi
razvijaju hemokromatozu. Morfoloske promjene tkiva jetre tih miSeva ukljucuju periportalnu i
centrolobularnu nekrozu te nakupljanje Zeljeza oko sredis$nje vene. U radu smo takoder
ispitali i usporedili ekspresiju Bmp6 u jetri, duodenumu i jejunumu nakon i.v.unosa Zeljeza.
Zanimalo nas je jesu li jetrene stanice glavni izvor ekspresije Bmp6 ili su to ipak epitelne
stanice tankog crijeva, kako u svom radu navode Arndt i suradnici. Pratili smo promjenu
genske ekspresije Bmp6 u razli¢itim vremenskim intervalima nakon i.v. unosa Zeljeza. Nasi
rezultati pokazuju da do statisticki znacajnog povisenja ekspresije Bmp6 dolazi u jetri i to 4
sata nakon unosa. Nismo dokazali porast ekspresije Bmp6 u duodenumu i jejunumu WT
miseva. Naime, ¢ak je doSlo i do blagog smanjena ekspresije Bmp6 u duodenumu, dok u

jejunumu nije zamije¢ena nikakva promjena u ekspresiji toga gena. Ovime zaklju¢ujemo da

24



su jetrene stanice glavni izvor BMP6 molekula uklju¢ene u mehanizam regulacije zeljeza. U
prilog ovoj tezi govore i rezultati imunohistokemijskog bojenja uzoraka tkiva jetre WT
miSeva neposredno nakon i.v.unosa zeljeza te 8 sati nakon unosa. Imunohistokemijska
reakcija poliklonskim protutijelom na cijelu BMP6 molekulu bila je pozitivna, ¢ime je
dokazana sinteza BMP6 u jetrenim stanicama. Takoder, ispitali smo prisutnost BMP6
molekula u sistemskoj cirkulaciji. Analiziran je volumen seruma od 5uL. Metodom Western
blot u uzorku nije dokazana prisutnost BMP6 molekula. Proteomskom analizom dokazano je
da se BMP6 ne nalazi u sistemskoj cirkulaciji u tako velikoj koli¢ini te da je njegova sinteza
najvjerojatnije primarno ograni¢ena na mjestu stvaranja i djelovanja, a to je jetra. S obzirom
na sli¢cnost BMP6 1 BMP7 molekula, istrazili smo 1 utjecaj induciranog opterec¢enja Zeljezom
na ekspresiju Bmp7 u jetri i tankom crijevu. Rezultati su pokazali kako u jetri i u duodenumu
WT miseva ne dolazi do povecanja ekspresije Bmp7, iz ¢ega zaklju¢ujemo da BMP7 nema

regulatornu ulogu u homeostazi Zeljeza kao $to ima BMP6.

Znanje o regulatornim ulogama BMP6 i hepcidina u homeostazi zeljeza te razumijevanje
pojedinih mehanizama od velikog je klinickog znacaja. Uzimanje BMP6 ili BMP6 agonista
moze povecati serumsku razinu hepcidina, Sto se moze iskoristiti u lijeCenju pacijenata s
povisenom koli¢inom Zeljeza u tijelu, bilo da se radi o juvenilnom obliku (primarna
hemokromatoza) ili sekundarnom. BMP6 antagonisti mogu biti znacajni u lijeenju pacijenata
s anemijom kroni¢ne bolesti. Potrebno je i dalje istrazivati ulogu BMP6 te detaljnije
rasvijetliti njegovu interakciju s ostalim proteinima uklju¢enim u regulaciju ekspresije
hepcidina. Takoder, istraZivanja bi trebala biti usmjerena na razjasnjenje mehanizama kojima
zeljezo inducira ekspresiju Bmp6 u jetri, $to je jo§ uvijek nepoznato. Takav pristup mogao bi
biti od pomo¢i pri razvoju potencijalnih biomarkera za dijagnozu i pracenje bolesti kao i

buducih terapijskih metoda.
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ZAKLJUCAK

Nakon provedenih pokusa i mjerenja, dobiveni su zanimljivi rezultati vezani za homeostatske
mehanizme regulacije zeljeza. S obzirom na to da su mehanizmi indukcije BMP6 Zeljezom
joS uvijek nepoznati, daljnja bi se istrazivanja trebala usredotoCiti na razjasnjenje tih
mehanizama. Navedena istrazivanja od velike su klinicke vaznosti za pacijente s hereditarnom
hemokromatozom, kao i za one koji su sekundarno razvili bolest (npr.uCestale transfuzije,
parenteralna primjena zeljeza, masivna hemoliza). Bolje razumijevanje patogeneze i
patofiziologije poremecaja metabolizma Zeljeza omogucit ¢e razvoj potencijalnih biomarkera

koji ¢e olaksati dijagnostiku i pracenje tijeka bolesti.
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ZIVOTOPIS

Student sam 6. godine Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu. Fakultet sam upisao U
akademskoj godini 2008./2009. Od druge godine studija aktivno sam uklju¢en u znanstveni
rad u Laboratoriju za mineralizirana tkiva na Zavoda za anatomiju. Sudjelovao sam u radu na
projektima ,,Utjecaj zeljeza na koStani metabolizam u Bmp6 -/- misa“ koji je predstavljen na
6. hrvatskom i 1. regionalnom kongresu o osteoporozi, Rovinj, 31.03.-03.04.2011. te
” Loading with iron modulates BMP6 in blood”, 8th International Conference on Bone

Morphogenetic Proteins, 15-18 rujna, 2010 Leuven, Belgija.

Tomo Svagusa
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