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Egy szerencses felfedezées

K/

% A felfedezeés azeért szerencseés, mert mas celpontu kutathimerye: konkretan
antimikrobialis fehérjek/peptidek keresése soran azonositottak (G&taor 2003102
(3): 783-8.)

% Ennek megfd a név eredete hep- (hepar/maj) cidin.

% Azonban hamarosan kidertlt, hoghepcidir erésen gatolja a bemucoséa keresztili
vas felszivodast, valamint a vasat raktarozo makrofag séfjtekias kiszabadulasat. A
ket hatas mindegyike a vér plazma vas szintjenek a csokkeneseéryedm




A vas anyagcsereje
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Hepcidin szintézist szabalyozo
jelatviteli utvonalak

= Vasszint altal szabalyozott

= Gyulladasokat kiser6, IL-6 altal iranyitott Gtvonal:
fokozott hepcidin szintézis, vér vas szintje csokken
(antibakterialis hatas)

= Hipoxia, vashiany kdvetkezteben: csokkent hepcidin
szintézis, vas verbe jutasa fokozodik




A hormon

% A szintézis el8dleges helye a m4j, azon belll a majsejtek.

% A HAMP gén-en termeéldo traszkript (MRNS) egy 84 aminosav hosszusagu
preprohormonkaodol, amildl a vezed szekvencia lehasadasa utan keletkezik a 60
aminosavat tartalmazarohepcidin Ezt koveben furin hatasara alakul ki a 25 aminosav
hosszusagu biologiailag aktiepcidin.
< A HAMP géndelécioj: (serulése) sulyoguvenilis) hemokromatézi: eredményez, mig
4 thlzott aktivacioja vashianyt és annak a tiineteit okozza.
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A hepcidin érése

Antibody Antibody
EG (1/2)-Hep N EG (1)-Hep C
(aa 28-47) (ca 70-84)
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MALSSQIWAACLLLLLLLASLTSGSVFPQQTGQLAELQPQDRAGARASWMPMFQRRRRRDTHFFICI FééGéCH RSHCGM(I:CKT

-t L ] - -
Signal peptide Pro-region (aa 25-59) Hepcidin—-20
(aa 1-24)
Hepcidin-22
B Hepcidin—25 -
Pro-hepcidin (aa 25-84)

Kulaksiz, H et al. Gut 2004;53:735-743



Kérdéseink

= Prohepcidin és hepcidin mas fehérjékkel vald kapcsolata
= Szintézisének szabalyoz
= Prohepcidin/hepcidin szint egyes korképekben

= Hepcidin méresének beallitasa




Milyen mas fehérjekkel kapcsolodik a
prohepcidin/hepcidin?
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Az interakcidok

Target protein Swiss-Prot no. Function Localization

Transthyretin P02766  Thyroid hormone binding Secreted to plasma

o -1 Acid protein P02763 Acute-phase protein Secreted to plasma
o -1 Antitrypsin  P01009 Serine protease inhibitor Secreted to plasma
CytochromeP450 P05181 Drug metabolism Membrane protein
ATP/ADP translocase P12235  ATP-ADP exchange Mitochondrion
Enoyl-CoA hydratase P30084 Fatty acid oxidation Mitochondrion

FEBS J. 2009 Apr;276(7):2012-21.




A prepro- prohepcidin interakcidi

Insert in pBT Insert in pTRG Growth on CTCK plates
Preprohepcidin a -1 Antitrypsin +++
Prohepcidin a -1 Antitrypsin +++
Hepcidin a -1 Antitrypsin -

Colony growth was classified as follows: - no growth; +++ strong growth.

FEBS J. 2009 Apr;276(7):2012-21.




—
- In vitro ellcios esszeé az A1AT és preprohepcidin

interakcidojanak bizonyitasara

Glutathion Sepharose (GST) gyongyodk felszinére GST, vagy
GST-preprohepcidin fazids fehérje asszocial.

A fuzios fehérje elucidja utan vizsgaljuk, hogy az ,hoz-e” magaval A1AT-t.
(Western blott anti-A1AT IgG-vel.)

&,

a, pozitiv kontrol: A1AT-t expresszal6 sejtek (BL21) lizatuma
b, negativ kontrol: A1AT lizatum + GST gyongyok

c, A1AT lizatum + GST-preprohepcidin gyongyok

S,, emberi szérum + GST gyongyok
b, emberi szérum + GST-preprohepcidin gyongyok
A B
a b c a b
47 kDa | «« g -1 A1AT

FEBS J. 2009 Apr;276(7):2012-21.




A preprohepcidin expesszidja €s annak gatlasa azonos
iranyu valtozasokat okoz az A1AT expressziojaban
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FEBS J. 2009 Apr;276(7):2012-21.




Szérum ultrafiltracio

= Szérum
prohepcidin szini
meghatarozas:
prohormon ELIS/
kittel

= Ultrafiltralas:
Microcon YM-30
cHben
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FEBS J. 2009 Apr;276(7):2012-21.




Tomegspektrometrias analizis

Bakterialisan
expresszalt
| —*JL prohepcidin

. ' 'Luu. : l o

ool . IRREEGaT mm o G @G0 7000 'm/z
Affinitas tisztitott
szerum prohepcidin
tomegspektrometrias
analizise
0 s l.
PG T 0 T RGO T s000 0 0 7000 'm/z

FEBS J. 2009 Apr;276(7):2012-21.




A hepcidin mérése

> A hepcidin mérése eleinte immun modszerekkel tortént. Itt a prohepcidin
meéreése sokkal egyszertbben volt kivitelezheté mint a hepcidiné.

» Ma a hepcidint RIA-val ELISA-val illetve tomegspektrometrias analizissel
merjuk.

» Sajnalatos modon az egyes metodusok kozott jelentbs az eltérés a
normal referencia tartomany tekintetében. Ennek részben oka lehet, hogy
a hepcidin az alpha-2 makroglobulinhoz ko6taott.

» Zavaro tenyezo lehet, a prohepcidin es hepcidin kdzotti keresztreakcio ill.
a degradacios termekek jelenléte a biologiailag aktiv hepcidin-25 mellett.




TABLE Il. Relative Laboratory Measures of lron Status

Transferrin
Diagnosis Hemoglobin  Iron  Ferritin - saturation  Hepcidin
Iron deficiency anemia i l l | l
Anemia of chronic disease I l T ! T*
Iron refractory iron I} l l | T
deficiency anemia
Hereditary hemochromatosis MNormal T T T l

Goyal, J. et al. Am J Hematol. 2013 Jun 24. doi: 10. 1002/ajh.23519. [Epub ahead of print]




Vashianyos anémia

A vashianyos anémia normal labor jelei kdzil a szérum
vas, ferritin, transzferrin telitettség mellett a he __ pcidin

szint is csokken. A hepcidin szint csokkenése
kovetkezmeény, hiszen fokozni kell a vas felszivodast és
szervezet tartalek vas mobilizalasat.

A hemoglobin szintek mérhet 6 csokkenése es
mikrocitozis mar az el érehaladott vashianyos allapotéat
jelzik.




Vas refrakter vashianyos anémia

A vashianyos anémia normal labor jelei kdzil a szérum
vas, transzferrin telitettseég mellett a hepcidin szin t
megnovekedett. A hepcidin szint emelkedése nem
kovetkezmény hanem ok, gatolja a vas felszivodast és
szervezet tartalek vas mobilizalasat. Ezert a ferritin
normal vagy emelkedett.

A hemoglobin szintek mérhet 6 csokkenése es

mikrocitozis mar az el 6rehaladott vashianyos allapotéat
jelzik.




A kronikus megbetegedések anémiaja

Ebben az esetben a ferritin és a hepcidin mint akut fazis
fehériek emelkedettek.

Az emelkedett hepcidin nem engedi meg a vas raktarak
mobilizalasat és csokkenti a felszivodast a belb 6.

A vas tulzott adagolasa ezért veszelyes is lehet a
vasraktarak tultoltése miatt.




Orokletes hemokromatodzis

Gyakran mérink csokkent hepcidin szinteket a
megnovekedett ferritin szintek mellett.

kent _épcidin, vagy a szovetek hepcidin refrak ter
2lhalmozédashoz vezet.
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Prohepcidin méresek kronikus gyulladasos
Belbetegségekben: dsszefligges egyeb parameterekkel

Cronh’s disease Colitis ulcerosa

r value P value r value P value

Serum iron 0.05 0.06 0.053 0.08
Hemoglobin 0.153 0.07 0.21 0.07
Transferrin 0.573 0.04* 0.4 0.05*
Total iron-binding capacity (TIBC) 0.2 0.05* 0.076 0.09
Transferrin saturation 0.086 0.04* 0.031 0.05*
Note: *:P<0.05

J Crohns Caolitis. 2010 Dec;4(6):649-53.




Gyenge korrelacio a prohepcidin és transzferrin szintek kozott
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J Crohns Caolitis. 2010 Dec;4(6):649-53.




Prohepcidin
lokalizacioja
WRLG68
sejtek
magjaban

Biochem J. 2013 Apr 15;451(2):301-11.




A prohepcidin koti a sajat promoterét

= HAMP: hepcidin
antimicrobial peptide
Gyo6ngyhoz kotott

molekula inkubacioja

hepcidin promoterrel,

specifikus primerekke

PCR

= Hepcidin gén
promotere nem
kotodott sem a

Sepharose gyongyhoz,
sem a kontrol beads Histag prohepc prohepc
vektorhoz, es a kétlés +HAMP +HAMP +HAMP +TR

specifikus volt.

Biochem J. 2013 Apr 15;451(2):301-11.




A prohepcidin promoterhez kétodése nem mas
fehérjével egyltt valosul meg

A B beads Histag prohepc prohepc C beads Histag prohepc prohepc
marker input anti-lgG anti-His marker +HAMP +HAMP +HAMP +TR HAMP TR marker +HAMP +HAMP +HAMP +TR HAMP TR
1500 —
1000 — 1000 —
700 — 700 — [
400 — 400 —
200 —
WRL68 WRL68 BL21

Biochem J. 2013 Apr 15;451(2):301-11.




A1AT altal kotott prohepcidin nem
kotodik a promoteréehez

A1AT  A1AT  A1AT prohepc
(BL21) (WRL68) (WRL68) (WRL68)

® » ®  antihepc

B AIAT  A1AT  AIAT
marker beads Histag (BL21) (WRL68) (WRL68) prohepc
+HAMP +HAMP +HAMP +HAMP +HAMP +HAMP

Biochem J. 2013 Apr 15;451(2):301-11.
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.,Ne aggodjon! Még van par kezelési lehésegunk!”

M‘]"-JMHM by T. McCracken

“‘Don't worry. We still have a few
more treatment options available.”




