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SOUHRN

Zelezo je duleZity biogenni stopovy prvek, ktery se v organismu vyznamné udéastni
mnoha bunéénych pochodl. Zaroven se vSak diky svym vlastnostem mlze Gcastnit tzv.
Fentonovy reakce, pfi které vznika toxicky hydroxylovy radikal. Jeho vzniku je tfeba
zabranit, a proto je metabolismus Zeleza v organismu velice peclivé regulovan. Na
bunécné urovni se regulace uc€astni systém IRPs-IREs (Iron Responsive Proteins-lron
Responsive Elements) a na systémové urovni se regulace ucastni peptidovy hormon
hepcidin.

Hepcidin byl objeven v roce 2000 jako peptid s antimikrobialnimi vlastnostmi. Pozdéji
se ukazalo, Ze hraje kliCovou roli v regulaci metabolismu Zeleza. Cilem u&inku hepcidinu
je ferroportin-jediny bunécny exportér Zeleza. Exprese hepcidinu je snizovana anémii
a hypoxii a zvySovana nadbytkem Zeleza a zanétem.

Hemodialyzovani pacienti Casto trpi anémii, ktera je zplisobena mnoha faktory, napf.
nedostateCnou tvorbou erythropoetinu, chronickym zanétem, chronickym oxidacnim
stresem, krevnimi ztratami pfi hemodialyze ¢i snizenou Zivotnosti Cervenych krvinek.

Na naSem pracovisti jsme provedli celkem ftfi studie na pacientech s terminalnim
onemocnénim ledviny a nasSim cilem bylo zjistit vztah hepcidinu a dalSich parametr(
metabolismu Zeleza, zanétu a erythropoesy. Pfedpokladali jsme, Ze tento vztah bude
uzky.

NaSe vysledky ukazaly, Ze hodnoceni stavu metabolismu Zeleza u pacientu
s terminalnim onemocnénim ledviny je pomérné obtizné. OCekavali jsme, Zze hepcidin,
povazovany i za jeden z markerU zanétu, bude kopirovat hladiny zanétlivych ukazateld,
jako jsou CRP a IL-6. Zaroven se pfedpokladalo, Zze bude existovat zavislost mezi Urovni
glomerularni filtrace nebo rezidualni funkce ledvin a hladinou hepcidinu. Hladiny hepcidinu
a zanétlivych markert byly sice vysSi u hemodialyzovanych pacientll ve srovnani
s kontrolnimi osobami, mezi témito parametry se ale jak u pacientd, tak u kontrol
neprokazala Zadna vyrazna asociace; pokud existovala korelace, byla slaba.

Zda se, ze hladina hepcidinu u hemodialyzovanych pacientl je ovlivnéna celou fadou
faktoru, které na ni pusobi komplexné. Urcité mezi né patfi zanét, ktery ale mozna nema
nejzasadnéjsi vliv, dale tfeba i anémie, hypoxie, retence hepcidinu, tvorba hepcidinu
tukovou tkani pfi zlepSeni nutricniho stavu, snaha zabranit infekci, diurnalni variabilita
hepcidinu ¢&i jeho intra-individudlni variabilita. V budoucnu bude také tfeba dofeSit
preanalytické, analytické a klinické aspekty stanoveni hepcidinu. Az se podafri toto vyresit,
bude teprve mozné opravdu fFici, jak moc uziteCny je hepcidin v posouzeni stavu
metabolismu Zeleza v organismu. Snahy pro zlepSeni této situace jisté budou silit, protoze

uz nyni je hepcidin zkouman i v fadé jinych oborud nez jen v nefrologii ¢i hematologii.



SUMMARY

Iron is a very important biogenous trace element, which is involved in many of cell
processes in organism. For its character iron can be also involved in Fenton reaction,
where a toxic hydroxyl radical is produced. The iron metabolism is very carefully regulated
in order to avoid formation of hydroxyl radical. Iron Responsive Proteins-lron Responsive
Elements (IRPs-IRES) system is involved in the regulation of iron metabolism on cell level,
small peptide hormon hepcidin is involved in the regulation on systemic level.

Hepcidin was discovered in 2000 as a peptide with antimicrobial properties. It is a key
regulator of iron metabolism, as was discovered later. The target of hepcidin is ferroportin-
the only known iron cell exporter. The expression of hepcidin is downregulated by hypoxia
and anemia and upregulated by iron overload and inflammation.

Hemodialyzed patients suffer from anemia very often. This anemia is caused by many
factors, e.g. inadequate production of erythropoietin, chronic inflammation, chronic
oxidative stress, blood loss during hemodialysis process or lower lifetime of red blood
cells.

We realized three studies on the patients with end-stage renal disease in our
laboratories. Our aim was to find a relationship of hepcidin and other parameters of iron
metabolism, inflammation and erythropoiesis. We expected that this relationship should
be close.

Our results showed, that the evaluation of iron metabolism status in patients with end-
stage renal disease is quite difficult. We expected that hepcidin, which is considered to be
one of the inflammatory markers, would copy the levels of other parameters of
inflammation as CRP and IL-6. We also expected, that the relation between glomerular
filtration or residual kidney function and hepcidin level would exist. The levels of hepcidin
and inflammatory markers were higher in hemodialyzed patients compared to the healthy
controls, but no strong correlation between these parameters was found.

The hepcidin level in patients with end-stage renal disease seems to be influenced by
many factors, which effect complexly. It is inflammation, which is maybe not the most
crucial factor, anemia, hypoxia, hepcidin retention, production of hepcidin by the fat tissue
in patients with better nutritional status, defence against infection, diurnal variability of
hepcidin or its intra-individual variability. There is necessary to solve some preanalytical,
analytical and clinical aspects of hepcidin estimation in future. Then we will be able to
consider the usefullness of hepcidin determination. The efforts for improvement of this
situation will be stronger, because hepcidin is investigated in the other medical fields than

only in nephrology or hematology at the moment.
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1 UVOD

Zelezo je nejrozsifensjsi pfechodny prvek na Zemi, ktery lidstvo odnepaméti vyuZiva
jako technicky nejvyznamnéjsi kov. Zelezo je ale také velice dulezity biogenni stopovy
prvek, ktery se v organismu ucastni celé fady bunécnych pochodu, napf. pfenosu kysliku,
buné&neho dychani, bunécné proliferace a diferenciace €i regulace genové exprese
a modulace imunitniho systému. Zelezo je prechodny prvek a miize se tedy vyskytovat ve
vice mocenstvich, coz mu prop(ijéuje charakter volného radikalu. Zelezo samo se navic
reakci volnych radikald aktivné ugastni. Zeleznaty ion se uplatfiuje v tzv. Haber-Weiss-
Fentonové sekvenci, kde vznika velmi reaktivni a toxicky hydroxylovy radikal, ktery muze
zavazné poskodit organismus. Této reakci se snazi organismus zabranit. Proto je
metabolismus Zeleza v organismu velmi peclivé regulovan tak, aby byl dostatek Zeleza
pro erythropoesu, ale zaroven aby nikde nebylo volné zelezo, a to i z toho divodu, ze
volné Zelezo vyuzivaji pro svuij rast bakterie.

Regulace metabolismu Zeleza probiha na bunécné i na systémové urovni. Na bunécné
urovni je do regulace zapojen systém IRPs-IREs (Iron Responsive Proteins-lron
Responsive Elements), ktery podle potieby a aktualni hladiny Zeleza iniciuje tvorbu
proteinll, které vazou Ci prenasi Zelezo. Na systémové urovni se regulace metabolismu
Zeleza ucastni maly peptidovy hormon sloZeny z pouhych 25 aminokyselin, ktery se
nazyva hepcidin. Cilem plsobeni molekuly hepcidinu je molekula jediného dosud
znamého exportéru Zeleza z buriky ferroportinu; vazbou na ferroportin se Zzelezo nemuze
exportovat a zlistava uzamceno uvnitf buriky. Exprese hepcidinu je snizovana pfi anémii
a hypoxii, zvySovana je pfi nadbytku zeleza v organismu a pfi zanétlivém stavu.

Pacienti s chronickym selhanim ledvin v terminalnim stadiu ¢asto trpi anémii, ktera je
zpusobena mnoha faktory — nedostate¢nou tvorbou erythropoetinu nemocnymi ledvinami,
snizenou dobou prezivani Cervenych krvinek v disledku dialyzaéni procedury
a chronického oxida¢niho stresu, krevnimi ztratami pfi dialyze, retenci uremickych toxinu
inhibujicich proliferaci bunék a také nevyuZitelnosti Zeleza v disledku chronického
zanétu. Chronicky zanét totiz podnécuje tvorbu hepcidinu, ktery zpasobi uzamceni Zeleza
v bufikach a tim jeho nedostupnost. V laboratornim nalezu takovych pacientd pak
dominuje anémie a hyperferritinémie.

Z hepcidinu se tedy stava velmi popularni molekula, kterou maji v hledacku védecke

tymy nejen z oblasti nefrologie a hematologie, ale tfeba i gastroenterologie, gynekologie &i



neonatologie. Velmi lakavé by bylo nalezeni cile pro mozZnou terapii anémii a zanétlivych

stavl a tim i zlepSeni kvality Zivota nemocnych.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Zelezo

Zelezo (lat. ferrum, chemicka znadka Fe) je nejrozsifenéjsi pfechodny prvek na Zemi.
Jeho hmotnostni zlomek v zemské klre je 4,7-6,2% a vyskytuje se zde pfevazné ve formé
minerall. Vzhledem ktomu, Ze jde o technicky nejvyznamnéjSi kov, je jeho vyuziti
obrovské. Zelezo je ale také velmi vyznamnym biogennim prvkem, protoze se

v organismu podili na nejraznéjSich bunéénych pochodech [1].
2.1.1 ZAakladni fyzikalné-chemické vlastnosti zeleza

Zelezo je v periodické soustavé prvkG umisténo v bloku d ve 4. periodé a VIll. B
skupin&. Jeho elektronova konfigurace je [15Ar]3d%4s?, to znamenad, Ze jeho atomové &islo
je 26. Atomova hmotnost Zeleza je 55,874 g/mol. V pfirodé se nachdazeji Ctyfi izotopy
Zeleza, nejrozsitenéj$im izotopem je *°Fe. Zelezo je pomérné mékky, svétle Sedy az bily
tvarny kov s nizkou odolnosti proti korozi a s pomérné nizkou pevnosti. Do urcité teploty
(tzv. Curietv bod, pro zZelezo 1043 K) ma ferromagnetické vlastnosti, pfi vySsi teploté tyto
vlastnosti ztraci. Patfi mezi pfechodné prvky, coz znamena, Zze ma Casteéné zaplnény
d-orbital a vyskytuje se v proménlivych oxidaénich stavech. Ve slou€eninach se vyskytuje
hlavn& jako Fe? a Fe**, slougeniny Fe* a Fe®* jsou velmi nestalé a prakticky se téméF
nevyuzivaji. Elementarni Zelezo je chemicky také znaéné nestalé a je velmi reaktivni.

Velmi snadno se rozpousti v mineralnich kyselinach.
2.1.2 Biologicky vyznam zeleza

Zelezo je pro mnohé organismy velmi dlezity biogenni stopovy prvek. Je totiz
obsazeno v hemu, ktery je soucasti molekul hemoglobinu, myoglobinu, cytochromu
a jinych enzymU; vaze se téZz na atom siry, jako napf. v akonitase, kliCovém enzymu
citratového cyklu. Zelezo ma tedy velmi ddleZitou roli v pfenosu kysliku, a tim v bun&éném
dychani. Ma rovnéz vyznam pro buné&cnou proliferaci a diferenciaci a pro regulaci genové
exprese a své uplatnéni nachazi i ve funkcich imunitniho systému. Zelezo je také soucasti
enzymu NADPH-oxidasy, ktera je velmi potfebna pro boj s mikroby.

Zelezo je pfechodny prvek a mizZe se tedy vyskytovat ve vice mocenstvich, coz mu
propljéuje charakter volného radikalu. Zelezo samo se navic reakci volnych radikald
aktivné ucastni. Pravé zeleznaty ion se uplatriuje v tzv. Haber-Weiss-Fentonové sekvenci
(Obr. 1), kdy Fe?" iniciuje tvorbu peroxidu vodiku, ktery pak oxiduje ion pfechodného kovu

V niznim oxidaénim stavu za vzniku velmi reaktivniho a toxického hydroxylového radikalu,



ktery maze zavazné poskodit organismus [2]. Organismus se snazi této reakci zabranit,
pficemZ vyuZiva zbrané v podobé katalasy &i glutathionperoxidasy, ale pfedevSim se
snazi metabolismus Zeleza v organismu velmi peclivé regulovat.

Fe* + 0, » Fe* + O,

20,7+ 2H" — H,0, + O,

Fe*" + H,0, — Fe* + OH + OH’

Obr. 1: Haber-Weiss-Fentonova sekvence
2.1.3 Metabolismus zeleza

Regulace metabolismu Zeleza probiha tak, aby bylo Zeleza dostatek pro erythropoesu,
ale aby se zaroveri nikde nevyskytovalo ve formé& Fe?*. Regulace probiha jak na bunééné,
tak na systémové urovni. V organismu jsou obsazeny asi 4 gramy Zeleza v rlznych
formach — vazané v hemu, vazané na siru, vazané na bilkoviny a na nizkomolekularni
chelaty. Mnozstvi Zeleza v organismu je v podstaté stalé, protoze denni pfijem zeleza jen
vyrovnava denni ztraty zeleza zpusobené napf. deskvamaci bunék ¢&i krevnimi ztratami;
jinak je zelezo v organismu vlastné recyklovano. Neexistuje zadny mechanismus, kterym
by mohlo dochazet k vylu¢ovani prebyte¢ného zZeleza z organismu. Proto je vzhledem
k nebezpeci, které v sobé Zelezo skryva, jeho metabolismus velmi pfisné fizen Ffadou
bilkovin a peptidu. DalSim ddvodem pro velice pfisnou regulaci je fakt, ze bakterie

vyuzivaji Zzelezo ke svému rastu a dokazou ho pfijimat i tam, kde je ho jen velmi malo [3].
2.1.4 Prehled hospodareni organismu se zelezem

Pfehled hospodaieni organismu se Zelezem ukazuje Obr. 2.

Zelezo se do organismu dostava z potravy. Je vstfebano kartaovym lemem
enterocytd duodena v hemové i nehemové podobé (A). Toto Zelezo je transportovano do
kostni dfené a vyuZito pro erythropoesu (B). Zelezo ze starnoucich &ervenych krvinek je
recyklovano v makrofazich (C) a opétovné dopraveno do kostni dfené, pfiemz tento
obrat hraje v zasobach zeleza nejvétsi roli. Jako zasobarna Zeleza funguiji jatra a pravé
makrofagy. Regulace metabolismu Zeleza probihd jak na bunééné, tak na systémové
arovni. Na buné&né urovni se zapojuje systém IRPs-IREs (Iron responsive proteins — Iron
responsive elements), kliCovy pro expresi ferritinu a transferrinu, proteint dllezitych pro
skladovani a transport zeleza. Na systémové urovni dochazi ke kontrole metabolismu

zeleza prostiednictvim hepcidinu (D), viz Obr. 2.[4].
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Obr. 2: Prehled metabolismu Zzeleza v organismu [4]
2.1.4.1 Metabolismus zeleza v enterocytu (Obr. 3A)

Zelezo je v potravé obsazené bud v anorganické form& Fe®" ve formé rozpustnych
komplext zeleza (pfedevsim z rostlinné stravy), nebo vazané na hemoglobin ¢i myoglobin
(v Zivogisné stravé). Zelezité ionty jsou pomoci enzymu DcytB (duodenal cytochrom b-like
ferrireductase) a za ucasti redukCnich cinidel, napf. kyseliny askorbové &i nékterych
aminokyselin jako jsou cystein a histidin, redukovany na Fe®* a posléze vstiebany do
enterocytu transportérem DMT1 (divalent metal transporter 1) [5, 6]. Hem vstupuje do
enterocytu po enzymatické digesci hemoglobinu ¢i myoglobinu pravdépodobné s pomoci
buné&ného hemového prenasee HCP1 (heme-carrier protein 1). Uvnitf enterocytu je
hem enzymaticky degradovan hemoxygenasou za uvolnéni Fe* [6,7]. Takto uvolnéné
zelezo se vaze vtrojmocné formé& do molekuly ferritinu a slouzi tak pfipadné jako
intracelularni pool Zeleza. Kuvolngni Zeleza ve formé& Fe? zenterocytu dochazi
prostfednictvim molekuly FPN-1 (ferroportin). Takto exportované ZzZelezo je ihned
oxidovano hefestinem (membranovy protein velmi podobny ceruloplasminu) na Fe*" a je
v této formé& navazano na transportni protein transferrin [7,8]. Denné se takto vstfebaji 1-2

mg Zeleza a nahradi tak ztraty zpusobené odlupovanim bunék kize a sliznic a krvacenim.
2.1.4.2 Metabolismus zeleza v proerythroblastech (Obr. 3B)

Erythroidni prekursory (proerythroblasty) prebiraji Zzelezo prostfednictvim tzv.
transferrinového cyklu. Transferrin se vaze na svuj receptor TfR1 na bunééném povrchu.

Vytvofi se komplex, ktery je endocytozou vtazen dovniti buriky. V endosomu dojde
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k uvolnéni Fe** z transferrinu snizenim pH. K redukci Fe** na Fe?* dochazi zfejmé pomoci
Steap3, a Fe*" muzZe opustit endosom pomoci DMT-1. Nasledné se apo-transferrin a TfR1
vrati zpét na bunéény povrch, aby se znovu mohly podilet na transportu Zeleza.
V erythroidnich prekursorech je Zeleza tfeba hlavné v mitochondriich pro jeho inkorporaci

do hemu a Fe-S protein(, pficemz Ize fici, ze prakticky vSechno Zelezo se vaze do hemu.
2.1.4.3 Metabolismus zeleza v makrofagu (Obr. 3C)

Retikuloendotelialni makrofagy vychytavaji starnouci erythrocyty, jejichz primérna
zivotnost je asi 120 dni, a obstaravaji recyklaci zeleza. Starnouci Cervena krvinka je
pohlcena makrofagem a dochazi k jeji lyze v fagolysosomalnim kompartmentu. Zde dojde
i pisobenim snizeného pH k degradaci hemoglobinu na hem a globin a z hemu je pomoci
hemoxygenasy uvolnéno Zelezo, které pak tvofi intracelularni pool [9,10].
Retikuloendotelialni makrofagy dokazou také zpracovat hemoglobin z intravaskularné
hemolyzovanych erythrocytli — takovy hemoglobin se v plazmé vaze na haptoglobin a do
makrofagu je prenesen prostfednictvim receptoru CD136. Zelezo je pak z hemu uvolnéno
pomoci hemoxygenasy [11]. Zelezo je bud uloZzeno ve formé& ferritinu, nebo je
z makrofagu exportovano ferroportinem s naslednou oxidaci ceruloplasminem. Pak se
miiZe Zelezo jako Fe®*" vazat na transferrin, ktery je transportuje. Z makrofagti se uvolfiuje

i nezanedbatelné mnozstvi ferritinu a hemoglobinu.
2.1.4.4 Metabolismus zeleza v hepatocytu (Obr. 3D)

Jatra jsou nejvétSi zasobarnou Zeleza v organismu — pfebyvajici Zelezo v sobé ukryvaji
ve formé ferritinu a hemosiderinu a malou €ast jako biologicky aktivni intracelularni pool.
Hepatocyt pfijima Zelezo nékolika cestami. Pro navazani transferrinu jsou na povrchu
hepatocytu receptory TfR1 a TfR2. Po navazani transferrinu na TfR1 dojde k jeho
internalizaci endocytézou. Ve vzniklém endosomu dojde k uvolnéni Fe**, k jeho redukci
ferrireduktasou a naslednému pfemisténi z endosomu do cytoplasmy pomoci DMT-1.
Pfijem Zeleza pomoci TfR1 je regulovan proteinem HFE (hemochromatosis protein), ktery
jesté interaguje s B,-mikroglobulinem. Transport Zeleza do buriky prostfednictvim TfR2 se
déje zfejmé stejnym mechanismem, pouze afinita receptoru TfR2 k transferrinu je oproti
afinit¢ TfR1 mnohem niZsi. Existuje zfejmé i jiny transport Zeleza do hepatocytu, ktery
neni zavisly na receptorech; molekuly, které zajistuji pfijem ferritinu, hemu a hemoglobinu
vSak jeSté nebyly identifikovany. V pfipadé, Ze je v organismu takovy prebytek Zeleza, Ze
se zcela vyCerpa kapacita transferrinu, objevi se tzv. volné Zelezo-NTBI (NonTransferrin-
Bound Iron), obvykle ve formé& Fe®" vazané na citrat. Pak zfejmé& dochazi k transportu

Zeleza do hepatocytu pomoci molekul DMT-1, ZIP-14 a kalciovych kanald.



mitochondrie

Obr. 3: Metabolismus zeleza v enterocytu (A), proerythroblastu (B), makrofagu (C) a
hepatocytu (D) [4]

Z hepatocytu je Zelezo exportovano pomoci ferroportinu a je nasledné oxidovano
ceruloplasminem na Fe®*" a navazano na transferrin a pfipraveno k dal$imu transportu [8,
9, 11].

2.1.5 Dulezité proteiny v metabolismu zeleza

Pfehled dulezitych proteind v metabolismu Zeleza a jejich funkci je uveden v Tab. 1
(podle [12]).



Tab. 1: Dulezité proteiny v metabolismu Zeleza a jejich funkce

Transferrin

transportuje Zelezo mezi absorpci, zasobami a utilizaci Zeleza, vaze vysoce
specificky 2 atomy trojmocného Zeleza

Transferrinovy

transmembranovy glykoprotein, syntéza je stimulovana sniZzenym Zelezem, je
exprimovany na vSech burikach, nejvice na erytroidnich, placenty a délicich se

receptor burikach
pritomny ve vSech bunkach jako apoferritin, ma 2 podjednotky: H-heavy, L-
Ferritin light, vaze az 4 500 atomU zeleza, skladuje zasobni Zelezo, plazmaticky ferritin

reflektuje velikost zasob Fe, zatim neni znamy mechanismus uvolfiovani Fe
z ferritinu

Mitochondrialni
ferritin

skladuje zelezo v mitochondriich, jeho gen neobsahuje introny, vaze zelezo
v mitochondriich u myelodysplastického syndromu typu sideroblastické anémie

Ferrochelatasa

v mitochondriich inzerce zeleza do protoporfyrinu a nasledné do hemu

Frataxin

angazovany v exportu zeleza z mitochondrii

Duodenalni
cytochrom b
(Dcytb)

funkce reduktasy trojmocného Zeleza na membrané enterocytu

DMT-1

divalent metal transporter 1 transportuje Zelezo v riznych burikach

Ferroportin

transportuje dvojmocné Zelezo pfes membranu enterocytt a makrofagu,
regulovan hepcidinem, exportuje Zelezo z téchto bunék a pfedava transferrinu

Hefestin

membranovy homolog ceruloplasminu na enterocytu, spoluprace
s ferroportinem

Ceruloplasmin

obsahuje 6 atom( médi, syntetizovan v hepatocytech, uloha v mobilizaci Zeleza
z makrofagu

Hepcidin v homeostase Zeleza, ovliviiuje vstfebavani Zeleza enterocyty a uvolfovani
Zeleza z makrofagu
HEE kooperace s hepcidinem, vaze transferrinovy receptor, mutace genu HFE vede

k hereditarni hemochromatose

Hemojuvelin

kooperuje s hepcidinem, mutace genu vede k zavazné formé hemochromatosy

BMP 6

bone morphogenetic protein, spolu s hemojuvelinem a faktorem SMAD je
soucésti signalni cesty hepcidinu

2.1.5.1 Ferritin

Ferritin je molekula, ktera ,skladuje” Zelezo v organismu. V roce 1934 jej objevil Cesky

akademik Vilém Laufberger [13]. Jeho molekulova hmotnost je 460 kDa. Sklada se z 24

podjednotek L (L-light, téz liver; 19,5 kDa, bohaty vyskyt v jatrech) a H (H-heavy, téz

heart; 21 kDa, bohaty vyskyt v srde¢ni tkani), které dohromady tvofi dutinu schopnou

pojmout Zelezo az o 25 % své hmotnosti, a to ve formé Fe®" diky tomu, Ze podjednotka H

ma ferroxidasovou aktivitu. Zelezo je importovano a exportovano pomoci kanalli mezi H

a L podjednotkami.




Tento intracelularni ferritin je syntetizovan hladkym endoplazmatickym retikulem
a uvolnén do cytosolu, kde mlze byt pozdéji lysosomalni aktivitou prfeménén
v nerozpustny hemosiderin. MnozZstvi denné syntetizovaného ferritinu odpovida
pozadavkim organismu na nahrazeni katabolisovaného ferritinu &i na ulozZeni Zeleza.
Normalni plazmaticky ferritin je zfejmé syntetizovan drsnym endoplazmatickym retikulem
a je pred uvolnénim do plazmy z vétSi Casti glykosylovan v Golgiho aparatu. Tento
plazmaticky ferritin se také od intracelularniho ferritinu liSi nizS§im obsahem uloZeného
zeleza a tim, ze jeho hlavni komponentou je podjednotka L. Jeho plazmaticka hladina
vSak reflektuje hladiny intracelularniho ferritinu [14].

V mitochondriich je specialni typ ferritinu. Sklada se pouze z H-jednotky, ma
ferroxidasovou aktivitu a slouzi k udrzeni homeostasy zeleza v mitochondriich; pfesny
mechanismus vS$ak neni dosud znam. Mitochondrie vyuZivaji vétSinu metabolicky
aktivniho zeleza. Mitochondrialni ferritin je mezidruhové velmi konzervovana molekula.
Jeho exprese v lidskych burikach je velmi specificka. Nejvyssi mira exprese byla nalezena
ve varlatech, v ostatni tkani neni exprese tak vysoka. Geny pro mitochondrialni ferritin
neobsahuji IREs, ¢imz se lisi od cytoplasmatického ferritinu.

Vjadie bunky je také ferritin. Ten se exprimuje podle stejné mRNA jako
cytoplasmaticky ferritin a je slozen pfedevSim z H podjednotky, coZ naznaduje, Ze slouzi
hlavné k ukladani Zeleza v jadre [15].

Nizké hladiny ferritinu v séru signalizuji nedostatek Zeleza v organismu, zpusobeny
nizkym pfijmem Zeleza Ci krevnimi ztratami. Vysoké hladiny ferritinu jsou nachazeny napf.
pfi zanétlivych onemocnénich, podkozenich tkani bohatych na Zelezo (napf. jatra) nebo

pfi stavech zhoubného bujeni [14].
2.1.5.2 Hemosiderin

Hemosiderin je ve vodé& nerozpustny protein. Jde ziejmé& o vysledek lysosomalni
degradace ferritinu pfi nadbytku Zeleza v organismu. Je to také zasobni forma Zeleza,
ktera se vyskytuje pouze uvnitf bunék, dokonce pojme i vice Zeleza nez ferritin; toto
Zelezo se z n&j ale mnohem hdfe uvolfiuje. PFi jeho hromadéni v organismu vznika tzv.

hemosiderosa.
2.1.5.3 Transferrin

Transferrin je plazmaticky jednofetézcovy glykoprotein zajiStujici transport Zeleza.

Vaze ho velmi pevné, avSak reverzibilngé. Ackoliv se na n& vaze méné nez 0,1%

kde je ho tfeba.



Molekulova hmotnost transferrinu je 80 kDa. Obsahuje dvé strukturné podobna, avSak
funkéné odlisna specificka vazebna mista pro Fe**. Afinita transferrinu k Fe** je extrémné
vysoka, klesa vsak s klesajicim pH [16]. Transferrin, na ktery neni vazané zelezo, se
nazyva apo-transferrin. Za normalnich okolnosti je vSechno nehemové Zelezo vazané na
transferrin, pfiCemzZ saturace vazebnych mist je kolem jedné tfetiny. Pfi nadbytku Zeleza
v organismu a obsazeni viech vazebnych mist transferrinu se v organismu objevuje volné
Zelezo (NTBI — NonTransferrin-Bound Iron), a to obvykle ve formé& Fe®*" vazané na citrat
[2].

Transferriny se v organismu vyskytuji v riznych isoformach, v zavislosti na tom, kolik
fetézcu kyseliny sialové se vaze na protein. Pfevazuje forma tetrasialotransferrinu, které
je za normalnich okolnosti zhruba 80 %. Za karbohydrat-deficientni transferriny se
povazuji asialo-, monosialo- a disialotransferrin. A pravé stanoveni disialotransferrinu jako
zastupce karbohydrat-deficientniho transferrinu se pouziva jako jeden z markerd abusu

alkoholu.
2.1.5.4 Transferrinovy receptor

Jak uz bylo popsano vySe, transferrin se do bunky dostava pomoci receptori. Receptor
pro transferrin (TfR) je membranovy glykoprotein slozeny ze dvou monomerd vzajemné
propojenych dvéma disulfidickymi mustky s molekulovou hmotnosti 190 kDa. Kazda jeho
polypeptidova jednotka obsahuje 760 aminokyselin rozdélenych nasledovné: 671
aminokyselin ve velké C-terminalni extracelularni doméné, 28 aminokyselin
v transmembranové doméné a 61 aminokyselin v N-terminalni cytoplazmatické doméné.
Transferrinovy receptor je exprimovan kazdou délici se burikou v organismu, nejvice vSak
v nezralé ¢ervené krvince, placenté a jatrech. U zdravého dospélého &lovéka je 80 % TfR
v kostni dfeni. Rychlost jeho syntézy je Uzce spjata s buné&Cnou spotiebou zeleza —
nedostatek Zeleza indukuje rychlou syntézu TfR, naopak nadbytek Zeleza syntézu TfR
suprimuje.

Cirkulujici forma TfR byla nalezena jak v séru lidském, tak zvifecim [17]. Takzvany
solubilni transferrinovy receptor (STfR) je ¢ast monomeru normalniho TfR, ktera postrada
prvnich 100 aminokyselin a v séru cirkuluje ve formé& komplexu s transferrinem [18].
Pravdépodobna konformace vypada nasledovné: vazi se 2 monomery receptoru s jednou
molekulou transferrinu, coz da dohromady molekulovou hmotnost kolem 250 kDa. Velmi
malé mnozstvi sTfR je ve formé& dimeru v exosomech. Solubilni transferrinovy receptor
(Obr. 4) vznika proteolytickym plsobenim serinové proteasy na povrchu exosomu pied

exocytosou. MnozZstvi sTfR méfFené v séru koresponduje s mnozstvim membranovych
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transferrinovych receptorll a vétSinou pochazi z erythroblastd a v menSim méfitku

z retikulocyta [17].
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Obr. 4: Solubilni transferrinové receptory [19]
2.1.6 Regulace metabolismu zeleza
2.1.6.1 Regulace metabolismu zeleza na bunééné urovni

Na bunécné urovni se regulace metabolismu Zeleza posttranskripné ucastni systém
IRPs-IREs (Iron responsive proteins — iron responsive elements). IREs jsou vlasenkovité
struktury na obou koncich netranslatovanych usekud (UTR — untranslated region) mRNA,
které koduji vlastni, Zelezem regulovany protein. IRPs jsou proteiny, které se na IREs
vazou v pfipadé, ze je vorganismu nedostatek zeleza. Jejich vzajemna vazba pak
ovliviiuje aktivitu vlastniho kdédujiciho useku mRNA, ¢imz se ovlivni tvorba proteinu
uplatiujicich se v metabolismu zeleza, a to hlavné na urovni translace — zvySenim
stability mRNA (vazba na 3’konec) nebo zménou transkripce (vazba na 5’konec)
Prozatim byly identifikovany dva typy IRP: IRP1 a IRP2. IRP1 se svou sekvenci podoba
mitochondrialni akonitase, také podobné jako akonitasa tvofi clustery a ma enzymatickou
aktivitu.

Ve stavu nedostatku Zeleza v burice se IRP1 vazou na IREs pro H- a L-fetézce
ferritinu, ®-aminolevulatsynthasu, mitochondrialni akonitasu a ferroportin a zablokuji tak
translaci téchto proteint. Nedojde tedy k syntéze ferritinu (protoze neni Zelezo, které by
bylo tfeba skladovat), &-aminolevulatsynthasy (kliCového enzymu syntézy porfyrin()
a ferroportinu (tim se zablokuje export Zzeleza z buriky a to se uvnitf bufky zadrzi a nelze
ho transportovat). Ve stavu prebytku Zeleza v burice brani cluster IRP1 interakci s IRE pro

transferrin, ¢imz dojde k destabilizaci této mMRNA a snizené expresi transferrinu.

11



IRP2 se vazou na transferrinovy receptor TfR1 a pro DMT-1. PFi nadbytku
intracelularniho Zeleza jsou IRP2 oxidovany a degradovany v proteasomech. Pfi nizkych
intracelularnich hladinach Zeleza IRP2 stabilizuji pfisluShou mRNA, &imz posili expresi
protein( dulezitych pro pfisun dalSiho Zeleza (volného i vazaného), tedy transferrinového
receptoru TfR1 a DMT-1.

Exprese IRPs je také kontrolovana jinymi faktory, mezi které patfi napf. kyslikove
radikaly, oxid dusnaty a hypoxie.

Schéma regulace metabolismu zeleza na bunééné urovni je zobrazeno na Obr. 5.

nedostatek Zeleza nadbytek zeleza ()
.. 3'mRNA [g

at IRES , -
= Transterrin-R , \VU 5(1}]1 . Jransfenin-R | = i I i I |

™\ [Q—)
—5!/=-. Ferritin ( -==- \>-—L=- Ferrtin —
5'mRNA" ‘ ‘ -

| |

S )

/— \ vv(‘ -
GO O
< o > Y 0O0o0oO)
4 ( Co DY

\ ’ 2%/

Obr. 5: Schéma regulace metabolismu zeleza na bunééné uarovni [20]
2.1.6.2 Systémova regulace metabolismu zeleza

Dlouhou dobu se pfedpokladalo, Zze v organismu existuje né&jaky faktor, ktery hraje roli
v systémové regulaci Zeleza. V roce 2000 probéhly dvé na sobé nezavislé studie. V prvni
studii byl izolovan peptid z ultrafiltratu lidské plazmy a byl pojmenovan LEAP-1 (liver
expressed antimicrobial peptide) [21]. Béhem druhé studie antimikrobialnich vlastnosti
riznych télnich tekutin byl izolovan Uplné novy peptid z lidské moci. Byl pojmenovan
hepcidin (na zakladé mista jeho syntézy v jatrech hep- a antibakterialnich vlastnosti in
vitro -cidin) [22]. Posléze se ukazalo, Ze pravé hepcidin (Obr. 6) je ten dlouho hledany

faktor, ktery ma klic¢ovou ulohu v regulaci metabolismu Zeleza na systémové urovni.
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2.2 Hepcidin

Prekursorovy protein pro hepcidin se nazyva preprohepcidin. Ten je slozeny z 84
aminokyselin. Enzymatickym Stépenim vznika produkt prohepcidin slozeny z 64
aminokyselin, ktery je exportovan z cytoplasmy do lumen endoplazmatického retikula.
Tam je $tépen pomoci enzymu furin-like proprotein convertasa za vzniku bioaktivni formy
hepcidinu o 25 aminokyselinach, které jsou propojené &tyfmi disulfidickymi mustky [21,
22]. Molekula hepcidinu ma tvar vlasenky. 25-aminokyselinova forma je v organismu
dominantni. Byly vSak nalezeny i formy o 22 a 20 aminokyselinach. Ty vznikaji
odstépenim aminokyselin z fetézce hepcidinu-25 [22]. Hepcidin-25 a hepcidin-20 se
podafilo detekovat jak v séru, tak v moci, zatimco hepcidin-22 byl nalezen pouze v moci
[23], coZz naznaluje, Ze by mohlo jit o degradaéni produkt hepcidinu-25 [24]. Zda se, Ze
biologicky aktivni je pouze hepcidin-25, coZz by mohlo ukazovat na to, Ze onéch
5 aminokyselin, které hepcidin-20 postrada, je pro biologickou aktivitu hepcidinu-25
zasadni [25,26]. Hepcidin-25 ma jak antibakterialni, tak antifungalni viastnosti. Radialni
difuse prokazala, Zze hepcidin sruznou ucinnosti inhibuje rist mikroorganisma,
z grampozitivnich bakterii napf. Bacillus megaterium, Bacillus subtilis, Micrococcus luteus,
Staphylococcus carnosus, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis
a streptokoky typu B, z gramnegativnich bakterii napf. Neisseria cinerea &i Escherichia
coli a z plisni a kvasinek napf. Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans, Aspergillus
fumigatus a Aspergillus niger [21,22]. To ho Fadi do skupiny kationickych antimikrobialnich
peptidd bohatych na cystein, ktera zahrnuje i defensiny (struktura hepcidinu a misto jeho
syntézy pfipomina drosomycin, coz je peptid se C&tyfmi disulfidickymi vazbami
produkovany tukovym téliskem drosophily (tukové télisko je ekvivalent jater)), které maji
svou ulohu v obrané organismu pred infekci [22].

Lidsky hepcidin je kddovan na useku mRNA o velikosti 0,4 kilobasi, ktery je tvofeny
tfemi exony z 2,5 kb genu na chromosomu 19q13.1. Gen, ktery kéduje lidsky hepcidin, se
nazyva HAMP. Rozvoj ruznych poruch v metabolismu Zeleza (nadbytek Zeleza
v organismu) po knock-outu genu u mySi naznadil, Ze se hepcidin ucastni regulace
metabolismu Zeleza. Zvifeci modely pro nadbytek Zeleza v organismu zahrnuji mysSi
deficientni v oblasti Upstream faktoru 2 (Usf2), ktery neexprimuje hepcidin [27].
Nadprodukce hepcidinu u HAMP-transgennich mysi vedla k rozvoji sideropenické anémie
[28]. Tyto poznatky naznacily, ze by HAMP mohl byt kandidat pro spojeni s juvenilni
hereditarni hemochromatosou.

Hepcidin v organismu funguje jako systémovy regulator Zeleza, protoZze ma charakter

hormonu. Kontroluje transport zeleza z bunék ve tkanich, které jsou na zelezo bohaté, do
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plazmy [29]. Inhibuje absorpci ve stfevé [22,30], uvolfovani zeleza z makrofagl [31]
a pruchod placentou [30]. Hepatocyty vyhodnocuji stav zeleza v organismu a podle toho
bud uvolfiuji, nebo naopak pFestavaji hepcidin syntetizovat. Hladina mRNA pro hepcidin
kopiruje hladinu Zeleza v organismu — pfi vzestupu koncentrace Zeleza stoupa i produkce
hepcidinu a naopak [32].

Hepcidin inhibuje export Zeleza z buriky tim, Ze se vaze na molekulu ferroportinu
a indukuje tak jeho internalizaci a degradaci, a to pfedevS§im v makrofazich a v mensi

mife také v enterocytech [33].

DTHFPICIF l G -C l"lRSKJ GM KT

Obr. 6: Struktura hepcidinu [3]

Mutace ferroportinu je spojena s akumulaci Zeleza pfedevsim v makrofazich, ¢asto je
pfitomna téz anémie [34]. Ackoliv je hepcidin syntetizovan pfevazné jatry, byla jeho
syntéza prokazana téz v makrofazich [35], kardiomyocytech [36] a tukovych bunkach [37],
navic hepcidin umi i inhibovat proliferaci progenitort ¢ervenych krvinek a jejich prezivani
[38], coz naznaCuje, Zze se hepcidin uCastni regulace metabolismu zeleza i jinymi
mechanismy nez jen vazbou na ferroportin.

Jiz dlouho se vi, Ze Zelezo potfebuji pro svdj rust bakterie (pro tvorbu
superoxiddismutasy, ktera je chrani pfed kyslikovymi radikaly hostitele, a pro tvorbu
Zelezo-dependentni ribonukleotidreduktasy potfebné pro syntesu DNA) a Ze pfi vzristu
koncentrace zeleza v organismu dochazi ke snizeni jeho obranyschopnosti [39]. Bakterie
si umi poradit i v prostfedi, kde je jen velmi nizka koncentrace Zeleza vyvijenim
nejriznéjSich mechanisma pro jeho pfijem. Hostitelsky organismus vSak umi bakteriim
Zelezo odepfit, napf. zvySenim syntézy vazebnych proteinu, snizenim absorpce Zeleza,

zvySenim produkce ,vychytavacl“ hemoglobinu a heminu (haptoglobin, resp. hemopexin)
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v jatrech a uvolnénim apolaktoferrinu z neutrofill — apolaktoferrin zajisti vazbu Zeleza na
mistech bakterialniho rustu. Podminky, za kterych vznika v organismu nadbytek Zeleza,
vSak tyto mechanismy hostitelského organismu limituji, proto je pak k infekci nachylngjsi
[40]. Navic nadbytek Zeleza hraje velkou roli i v poSkozeni imunitniho systému hostitele —
ovliviiuje funkci T-bunék tak, Ze bun&&na imunitni odpovéd je snizena [41]. Zelezo ma
také pfimy inhibiéni efekt na drahy zprostfedkované interferonem y v makrofagu, tvorbu
oxidu dusnatého (inhibici NO-synthasy), tvorbu TNF-a (tumor necrosis factor a), expresi
hlavniho histokompatibilniho komplexu tfidy Il a expresi ICAM-1 (inter-cellular adhesion
molecule 1) [41]. Identifikace molekuly NRAMP-1 (natural resistance-associated
macrophage protein 1), ktera je zapojena do regulace metabolismu Zeleza v makrofagu
a hraje velmi dudlezitou roli v po¢ateéni fazi aktivace makrofagu, vysvétlila tzky vztah mezi
imunitni odpovédi a zelezem [42]. Koncentrace hepcidinu v moci také vyrazné stoupa pfi
rozvoji systémové infekce v organismu [3].

Molekula hepcidinu obsahuje také kladné nabité useky, které se vazou na negativné
nabité fosfolipidové povrchy membran nejriiznéjSich mikrobu. Spekuluje se také o tom, ze
hepcidin dokaze nasledné po navazani narusit funkci membrany, penetrovat a znicit tak

buniky nebo zvysit imunitni odpovéd bunky diky svym chemotaktickym vlastnostem [21].
2.2.1 Regulace syntézy hepcidinu

2.2.1.1 Aktivatory syntézy hepcidinu

Signalni cesta BMP6-HJV-SMAD

Proteiny BMP (bone morphogenetic proteins) patfi do superrodiny signalnich molekul
TGF-B (transforming growth factor ). Na buné€ném povrchu jsou receptory typu | a Il pro
serin threonin kinasu, na které se vazou BMP ligandy. Po utvofeni tohoto komplexu dojde
k fosforylaci receptoru typu Il receptorem typu | a receptor typu Il poté fosforyluje
intracelularni proteiny SMAD1, SMAD5 a SMADS8. Tyto SMAD proteiny vytvoii komplex
s mediatorem SMAD4 a tento komplex pak putuje do jadra, kde moduluje transkripci genu
pro hepcidin [43]. Hemojuvelin (HJV) plsobi jako koreceptor, kdyz se selektivné vaze na
BMP a zesiluje tak signal SMAD proteint. Mutace v genu pro HJV zplsobuje hromadéni
zeleza v organismu v dusledku toho, Ze tato cesta prestava fungovat jako aktivator

syntézy hepcidinu, ¢imz pfestane byt regulovana funkce ferroportinu [44].
2.2.1.2 Regulace syntézy hepcidinu zelezem

Zelezo stimuluje expresi hepcidinu, &imz vlastné vznika jakasi zpétna vazba k udrzeni
tzv. steady state. Mechanismus puUsobeni Zeleza na expresi hepcidinu spociva v aktivaci

BMP6-HJV-SMAD signalni cesty, jak ale pfesné vypada, neni dosud znamo [44].
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2.2.1.3 Regulace syntézy hepcidinu zanétem

Zanétlivy stav je silny induktor syntézy hepcidinu [30]. Nejlépe charakterizovany
mechanismus je pfima aktivace transkripce hepcidinu v jatrech prostfednictvim IL-6, ktery
se vaze na své receptory, obsahujici protein gp130, ¢imz se aktivuji janus kinasa (JAK)
a aktivator transkripce 3 (STAT3), ktery se pak vaze do promotoru v useku DNA, ktera
koéduje hepcidin [45, 46]. V indukci hepcidinu mohou hrat roli i jiné prozanétlivé cytokiny,
napf. IL-1 [47]. Navic se zd4, Ze indukce hepcidinu interleukinem 6 vyZaduje neporusenou
signalni cestu BMP-SMAD, protoze jakékoliv naruseni bud v mediatoru SMAD4, nebo
v HJV tuto indukci narusi [44].

Nedavno byl popsan dalSi mechanismus, kterym dojde kindukci hepcidinu pfi
zanétlivém stavu. Prozanétlivé cytokiny a bakterialni lipopolysacharid mohou spolecné
indukovat expresi hepcidinu tim, ze aktivuji endoplazmatické retikulum a zarover se zvysi
tvorba proteinu CREBH (cyclic AMP response element-binding protein H), ktery aktivuje
transkripci genli pro proteiny akutni faze v jatrech. Tak dojde i ke zvySené expresi
hepcidinu.

Hepcidin je také produkovan v makrofazich. Je zde indukovan bud pomoci
lipopolysacharidu, nebo urcitych bakterialnich struktur, a to prostfednictvim Toll-like
receptord a asi i IL-6/STAT3 cesty. Na rozdil od jater neni hepcidin v makrofazich
indukovan zelezem. Produkce hepcidinu v makrofazich zpusobi to, Ze dojde k poklesu
exprese ferroportinu, &imz bufika nemlzZe exportovat Zelezo, které tak zlstane

nedostupné pro bakterie [44].

2.2.1.4 Inhibitory syntézy hepcidinu

Solubilni hemojuvelin

Hemojuvelin (HJV) je za normalnich okolnosti zanofen do bunécné membrany pomoci
glykosylfosfatidylinositolové kotvy. V lidské krvi vSak byla detekovana i rozpustna forma
tohoto proteinu. Zda se, Zze hemojuvelin uvolfiuje z membrany konvertasa furin Ci
transmembranova serinova proteasa 6 (TMPRSS6). Prfedpoklada se, ze v membrané
zakotveny HJV plsobi jako koreceptor k zesileni BMP-SMAD signalni cesty a tim i
exprese hepcidinu, kdezto solubilni HJV tuto cestu naopak inhibuje, protoze zmizi
posilujici efekt pro BMP-SMAD signalni cestu. HJV neni exprimovan jen v jatrech, ale i

v tkanich skeletu a srdce, kde je jeho funkce ale zatim neznama [44].
2.2.1.5 Regulace hepcidinu anémii

Anémie a erythropoetin jsou pomérné silné inhibitory exprese hepcidinu. Tim, ze se

snizi exprese hepcidinu, dojde k uvolnéni Zeleza z bunék a to tak muze byt vyuzito pro
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erytropoesu [30]. Inhibi¢ni efekt anémie a erythropoetinu je silngjSi nez stimulace syntézy
hepcidinu Zelezem, coz je obzvlast patrné hlavné u B-thalasémie, kde zlstava hladina

hepcidinu nizka i pfes vysokou hladinu Zeleza v organismu.
2.2.1.6 Regulace hepcidinu hypoxii

Také hypoxie je silny inhibitor exprese hepcidinu, a to dokonce i kdyZ neni pfitomna
anémie [30]. Pfesny mechanismus neni dosud plné popsan, ale zda se, ze v ném hraje
roli HIF (hypoxia inducing factor) cesta, ktera je také zprostfedkovatelem pro expresi
erythropoetinu a jinych genli zavislych na hypoxii.

HIF jsou heterodimerické transkripéni faktory, které se skladaji z regula¢ni podjednotky
a (HIF-1a, HIF-2a, HIF-3a) a podjednotky B (HIF-1B, také znamy jako ARNT). Za
normalnich podminek (normoxie, dostatek zeleza) je podjednotka HIF-a hydroxylovana
prostfednictvim Zelezo-dependentni 2-oxoglutarat-dependentni oxygenasy a poté
degradovana. Za hypoxickych podminek a pfi nedostatku Zeleza se podjednotka HIF-a
hromadi, translokuje do jadra, dimeruje s podjednotkou B a vaze se do specifickych

hypoxie-responsivnich elementd (HREs), kde cilené moduluje transkripci gent [48].
2.2.1.7 Regulace hepcidinu deficitem zeleza

Také deficit Zeleza inhibuje expresi hepcidinu. Zde se zfejmé také uplatiuje HIF cesta-
jednim mechanismem této inhibice muze byt to, Ze 2-oxoglutarat dependentni
dioxygenasa, ktera oxygenuje HIF-a podjednotky, je zavisla na Zelezu i na kysliku, které
pfi deficitu Zeleza a hypoxii chybi [48,49]. DalSim dllezitym faktorem v inhibici hepcidinu
nedostatkem Zeleza je i plsobeni TMPRSS6 — mutace v tomto enzymu u lidi a mysi vedly
k refrakterni anémii (IRIDA — iron-refractory iron deficiency anemia), ktera neodpovida na
léCbu oralné podavanym Zelezem a jen velmi omezené odpovida na parenteralni |éCbu
Zelezem. Pacienti a mysi s touto mutaci vdak méli vysoké hladiny hepcidinu, které zfejmé
zpusobovaly anémii, coz vede k zavérim, ze nemutovana forma TMPRSS6 normalné
funguje jako supresor hepcidinu v pfipadé nedostatku Zeleza — pfesny mechanismus vSak
jesté nebyl popsan [44].

2.2.2 Role hepcidinu v anémiich

Anémie je Casto spojena s ruznymi chronickymi infekcemi, zanétlivymi chorobami
a zhoubnymi procesy. Takova anémie je obvykle normocytarni normochromni, Casem ale
muze prejit v mikrocytarni a hypochromni. Hepcidin je kliCovy faktor pro vznik takové
anémie. Anémie vzniklé na podkladu zvySené koncentrace hepcidinu v organismu ziskaly

rlzny nazev — anémie chronickych chorob (anemia of chronic disease, ACD), anémie
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zplsobena zanétem (anemia of inflammation, Al) a anémie zpusobena malignitou

(anemia of malignancy).
2.2.2.1 Anémie chronickych chorob (ACD)

Plsobeni zanétlivych cytokinu (IL-18, TNF-a a IFNy) a narusena erythropoesa vedou
ke vzniku tzv. anémie chronickych chorob [50]. K jejimu vzniku vedou zfejmé i neinfekéni,
av8ak chronické choroby. Hepcidin v této anémii hraje dulezitou roli: brani vstfebavani
Zeleza ve stfevé a uvolnéni Zeleza z makrofagt [51]. ACD je charakterizovana jako
normochromni a mirné mikrocytarni s nizkou koncentraci Zeleza a nizkou saturaci
transferrinu a zvySenymi zasobami zeleza v kostni dfeni a zvySenym sérovym ferritinem.
V laboratornim nalezu je dale nizky pocet retikulocytll svédCici pro nizkou erythropoesu
a normalni ¢i mirné snizena koncentrace transferrinu a mirné zvySena hladina solubilnich

transferrinovych receptoru [50].
2.2.2.2 Anémie zplUsobena zanétem (Al)

S touto anémii se lze setkat u kriticky nemocnych pacientll. Je charakterizovana
anémii, vysokymi hladinami ferritinu a vysokymi zasobami zeleza v organismu. Zanét
stimuluje hepatocyty, které zacnou exprimovat hepcidin ve vétsi mife. Ten se pak navaze
na ferroportin a zpUsobi jeho internalizaci a degradaci. Tim dojde k zastaveni vstfebavani
Zeleza enterocyty a k uvéznéni Zeleza uvnitf makrofagli, ¢imz se zastavi i recyklace
Zeleza [41].

2.2.2.3 Anémie zplUsobena nadorem

Anémie je bézné pfitomna u pacientl s nejrliznéjSimi zhoubnymi onemocnénimi, ¢asto
napf. u Hodgkinova lymfomu, nadoru plic &i prsu. Jde vlastné o Al, jen je jeji pfiCinou
napf. infiltrace kostni dfené nadorovymi bufkami, chemoterapie €i radioterapie, zniCeni
erythroidnich progenitorovych bunék volnymi radikaly &i produkce prozanétlivych cytokinu
[50]. Nadprodukce hepcidinu opét vyvola snizeni absorpce zeleza v enterocytech
i uzavieni Zeleza uvnitf makrofagu. Dokonce Ize pfedpokladat, Ze nékteré nadory jater
mohou ektopicky produkovat hepcidin, nebot’ se pfi se resekci takového nadoru anémie

vyFesila [52].
2.2.3 Choroby spojené s pozménénou expresi hepcidinu

Existuji dalSi choroby, u kterych je pfitomna anémie a hepcidin hraje kliCovou roli
v jejich patogenezi. Mezi nejbéznéjSi choroby patfi hemochromatosa, thalasémie,

zanétliva nemoc stfev, chronicka nemoc ledvin, revmatoidni arthritida a atherosklerosa.
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2.2.3.1 Hemochromatosa

Hemochromatosa (Ci hereditarni hemochromatosa, HH) je v bé&loSské populaci celkem
Casté onemocnéni. Asi 10 % obyvatel v této populaci je nosi€em a asi jeden obyvatel
z 300 je homozygot pro HH. Ta se projevuje vstiebavanim Zeleza z potravy i za podminek
dostatecné saturace organismu. Toto Zelezo pak nemuze byt nijak vylou¢eno a uklada se
v rlznych tkanich a organech. Pretizeni organismu Zelezem mulze vést k dysfunkci
a selhani téchto organ(l, a to zejména srdce, jater &i pankreatu. Tato choroba se také
nazyva ,bronzovy diabetes” pro charakteristické zabarveni kize jedinclt s HH.

Nejcastéji se objevujici mutace je v genu HFE. HFE protein (hemochromatosis protein)
je atypicky protein MHC | lokalizovany na chromosomu 6 [41]. HFE je také zapojeny do
udrzovani homeostasy zeleza v organismu — kontroluje a moduluje tvorbu hepcidinu, ale
jeho pfesna role jesté neni odhalena. Zatim byly identifikovany 4 hlavni typy hereditarni
hemochromatosy a u vSech je mutace v néjakém genu, ktery ovlivhuje tvorbu hepcidinu &i
jeho interakci s ferroportinem. Napf. hlavni mutace C282Y zplsobuje zménu v konformaci
proteinu HFE [53].

Hemochromatosa muze byt také zplsobena i jinymi vlivy — pak jde o tzv. sekundarni
hemochromatosu, ktera je zplsobena nadmérnym pfijmem Zeleza do organismu napf. pfi
rlznych chronickych hemolyzach, v€etné intravaskularni, inefektivni erythropoese
(hemolyza v kostni dfeni), Castych opakovanych krevnich transfuzich, pfi nadmérném
uzivani potravy ¢&i potravnich doplnkd obsahujicich Zelezo ¢&i pfi pritomnosti

predispozi¢nich faktor(, napf. u cirhosy, steatohepatitidy, porfyrie, atd.
2.2.3.2 Thalasémie

Thalasémie je hlavni pfi¢inou hromadéni Zeleza v organismu pfedevSim u obyvatel
Stfedomorské oblasti. Pfi€inou thalasémie je mutace v genech kddujicich syntézu
globinového fetézce hemoglobinu. RozliSuje se tak a-thalasémie a B-thalasémie. Jejim
projevem je ruzné tézka hemolytickd anémie a také hromadéni Zeleza v organismu, které
je ale zpusobené predevsim opakovanymi transfuzemi, které 1é¢ba této choroby vyZaduije,
zda se vSak, ze je zaroven zvySena i absorpce Zeleza. Nedostatek hepcidinu umozriuje
Zelezu ukladat se v rdznych tkanich a organech, a tak ¢asto dochazi k postizenim srdecni

tkané a endokrinopatiim [41].
2.2.3.3 Zanétlivé onemocneéni streva (Inflammatory bowel disease, IBD)

Mezi tyto choroby patfi napf. Crohnova choroba ¢i celiakie. Jsou charakterizovany
souhrou mezi zanétlivym a cytotoxickym mechanismem. Zvlasté cytokin IL-6 ma zasadni

roli v patogenezi téchto chorob. Navic indukuje syntézu hepcidinu [54]. Hepcidin vSak
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patfi mezi defensiny, jejichz nedostatek je pro takové onemocnéni charakteristicky [55].
Studie, ve kterych se stanovovala hladina hepcidinu, vSak prozatim nepfinesly
jednoznacné vysledky. V jedné studii byla hladina hepcidinu u pacientl s Crohnovou
chorobou a ulcerosni kolitidou signifikantné nizSi nez u kontrolni skupiny [56], v jinych
studiich byla u obdobné skupiny pacientl nalezena vys$Si hladina prohepcidinu ve
srovnani s kontrolni skupinou [57]. Stanoveni hladiny prohepcidinu je vSak diskutabilni,

nebot’ se zda, Ze nema pfimy vztah k hepcidinu [58,59].
2.2.3.4 Chronicka nemoc ledvin (Chronic kidney disease, CKD)

Nalez anémie u pacientl s chronickym onemocnénim ledvin je pomérné Casty jev. Jeji
patogeneze je multifaktorialni a hlavnim Ccinitelem je zfejmé nedostate¢na produkce
erythropoetinu v dusledku onemocnéni a zanétu. Zanét zaroven zpuUsobuje rezistenci
organismu na terapii erythropoetinem. Zaroven se v organismu kumuluji uremické toxiny,
které maiji antiproliferativni ucinky. Chronicka aktivace imunitniho systému kvuli trvalé
infekci a kontaktu bunék s dialyzacni membranou vede ke zméné v regulaci homeostasy
zeleza v organismu a vyvine se anémie chronickych chorob. Produkce hepcidinu je
ovlivnéna stavem zeleza v organismu, anémii a hypoxii. Hladiny hepcidinu-25 v séru
hemodialyzovanych pacientd byly nalezeny signifikantné vyS8Si oproti hladinam u
kontrolnich osob, zvySeni hladiny hepcidinu nejspiSe zplsobuje i retence tohoto peptidu
pfi poklesu glomerularni filtrace na velmi nizké hodnoty. Metody pro stanoveni hepcidinu
by mohly slouZit pro predikci a monitorovani odpovédi organismu na terapii intravenosnim
zelezem a erythropoetinem [60].

Daldim faktorem, ktery vede k anémii, jsou ztraty krve pfi napojovani na umélou
ledvinu a také zkracené prezivani erythrocytl nasledkem poskozeni jejich membrany pfi

chronickém zanétu a oxidacnim stresu [61].
2.2.3.5 Revmatoidni arthritida

Revmatoidni arthritida je chronické zanétlivé onemocnéni kloubd, které se projevuje
i systémové. Anémie je u této choroby pomérné Casta. V synovialni tekutiné postizenych
kloubu je hojné syntetizovan IL-6, ktery indukuje hepatocyty, coz vede ke zvySené

syntéze hepcidinu a vzniku anémie [62].
2.2.3.6 Atherosklerosa

Existuji studie, které povazuji trvaly mirny nedostatek Zzeleza v organismu za
protektivni u ischemické srdecni choroby [63]. Protoze uz je znamo, jak hepcidin ovliviiuje
uvolfiovani zeleza z makrofagu, Ize také predpokladat, Ze deplece Zeleza bude mit svij

protektivni vliv i proti tvorbé aterosklerotickych platd. Hromadéni Zeleza v makrofazich
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muze zpusobit vySSi pohlacovani lipidd prostfednictvim stimulace exprese
scavengerovych receptord 1 v makrofagu a jejich lipoperoxidaci a tvorbu pénové buriky
[64]. Zablokovani tohoto hromadéni a ukladani Zeleza v makrofazich plakd muize

inhibovat tvorbu Iéze a progresi atherosklerotického platu [65].
2.2.4 Stanoveni hepcidinu

Stanoveni hepcidinu neni UpIné jednoduché. Jde o velmi malou molekulu, ktera je
mezidruhové velmi konzervativni, proto je pfiprava protilatky obtizna. Nejprve byly
vyvinuty metody ke stanoveni prohepcidinu v séru. Zda se vsak, ze hladiny prohepcidinu
nekoresponduji s hladinami hepcidinu [66, 67]. Poté bylo vyvinuto nékolik technik ke
stanoveni hepcidinu, a to jak vséru, tak v moci. Nejprve byla vyvinuta technika
semikvantitativniho imunodotu, =zalozena na extrakci hepcidinu iontoméniCovou
chromatografii s naslednou chemiluminiscenéni kvantifikaci pomoci krali¢i protilatky [54].
Poté byly vyvinuty techniky hmotnostni spektrometrie SELDI-TOF/MS (surface-enhanced
laser desorption/ionization—time-of-flight/mass spectrometry), vysledky ztéchto metod
vSak byly kvuli chybéjicimu internimu standardu hodnoceny pouze semikvantitativné [68].

Prvni kvantitativni metoda byla vyvinuta v roce 2007 [69], interni standard ale nebyl
idealni, protoze se pfilis liSil od hepcidinu. V roce 2008 byla vyvinuta prvni kompetitivni
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) metoda, protoZze se podafilo ziskat
dostatené mnozstvi specifické protilatky proti hepcidinu [70]. Jako dalSi byly vyvinuty
radioimunoanalytické metody [71] a také sendvi¢ova ELISA metoda [72]. Z komer&nich
souprav byla dostupna ELISA souprava firmy Bachem a od roku 2009 ELISA souprava
firmy DRG. Novegjsi stanoveni pomoci hmotnostni spektrometrie uz pouzivaji lepsi interni

standard, nejCastéji izotopové znaceny hepcidin Ci synteticky hepcidin-24 [73, 74].
2.2.5 Mozné lécebné strategie

Anémie chronickych chorob (anemia of chronic disease — ACD) se Casto objevuje
u pacientl s chronickymi infekcemi, autoimunitnimi chorobami, nadorovym onemocnénim
¢i chronickym selhanim ledvin a je spojena s horSi progn6zou a zhorSenou kvalitou zivota
téchto pacientd. Obvykla 1é€ba pomoci aplikace intravendzniho Zeleza a erythropoetin-
stimulujicich Iékd (ESA) u nékterych pacientd nepfinasi uspokojivy vysledek, nehledé na
to, Ze neni zcela bez vedlejSich ucinkd. Pro tyto pacienty je tfeba vyvinout nové 1éCebné
strategie, z nichz nékteré cili na osu hepcidin-ferroportin. Snizenim produkce hepcidinu
a zvySenim aktivity ferroportinu by mélo dojit ke zvySeni dostupnosti Zeleza jak diky vysSi
absorpci v enterocytu, tak diky mobilizaci Zeleza z makrofagu, a to bez vedlejSich ucinkd
intraven6zné dodavaného Zeleza Ci terapie erythropoetinem. V sou¢asné dobé se zkouma

nékolik strategii, jak na osu hepcidin-ferroportin zacilit.
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2.2.5.1 Inhibice funkce hepcidinu pfimym antagonistou

Protilatky proti hepcidinu

Studiemi plsobeni monoklonalnich protilatek proti hepcidinu &i ferroportinu se zabyvaiji
napf. firmy Amgen ¢i Eli Lilly. Studie provedena firmou Amgen ukazala, Zze monoklonalni
protilatka proti hepcidinu (mAb2.7) v kombinaci s terapii s latkami podporujicimi uc€inek
erythropoetinu (erythropoiesis-stimulating agents, ESA) zablokovala funkci hepcidinu, coz
vedlo ke zlepSeni dostupnosti Zeleza v organismu a k zastaveni rozvoje chronické
anémie. Fungovala vSak pouze v kombinaci s ESA [75].

Spole€nost Eli Lilly ma na |é¢bu anémie pomoci monoklonalni protilatky proti hepcidinu
patent (US Patent #7820163) a v soufasné dobé jsou podle webovych stranek
spolecnosti jak protilatky proti hepcidinu, tak proti ferroportinu v I. fazi klinického vyzkumu
[76].

2.2.5.2 RNA interference a antisense oligonukleotidy proti hepcidinu

RNA interference (RNAI) a ,umiCovani“ genll pomoci antisense oligonukleotidt cilené
na transkripci a translaci hepcidinu predstavuji dalSi strategii pro rozvoj novych |éCiv
chronické anémie.

Firma Amgen predstavila strategii, kdy u mySiho modelu RNA ve tvaru kratké vlasenky
(short hairpin RNA, shRNA) proti hepcidinu redukovala jeho expresi a vedla ke zlepSeni
anémie. Silna suprese hepcidinu stacila k tomu, aby se Zelezo ze zasob mobilizovalo,

u mirné suprese byla ke zlepSeni anémie zapotiebi jesté podpora ESA [75].
2.2.5.3 Proteiny vazici hepcidin

Mezi tyto proteiny se fadi tzv. lipokaliny. To jsou secernované proteiny, v jejichz
struktufe je smycka tvofici kapsu, ve které je ukryto vazebné misto, kam se mohou vazat
malé hydrofobni ligandy a rlizné povrchové receptory. Pro tyto jejich vlastnosti se studuji
jako nadéjné terapeutické proteiny, které by mohly mit specifické blokacni vlastnosti, pro
které se nazyvaji antikaliny [77].

s v

2.2.5.4 Spiegelmery vazici hepcidin

Nova tfida jednovlaknovych oligonukleotidovych struktur s blokaénimi vlastnostmi jsou
tzv. aptamery vazici ligandy s vysokou afinitou. Firma NOXXON Pharma vlastni obchodni
znacCku na tzv. spiegelmery, coz jsou zrcadlové obracené aptamery (z némeckého der
Spiegel — zrcadlo). Jde opét o atraktivni mozna terapeutika, protoze jsou vysoce
rezistentni k nukleasové aktivité, jsou stabilni in vivo a vykazuji velmi nizkou

imunogenicitu [78].
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2.2.5.5 Inhibitory produkce hepcidinu
Cilena inhibice pozitivnich regulatort exprese hepcidinu mize byt u€innéjsi nez pfima
blokace ucinku hepcidinu. Za timto ucelem byly studovany inhibitory dvou signalnich drah:
BMP6-HJV-SMAD a IL-6-STATS3.

Inhibitory BMP6-HJV-SMAD cesty

Dorsomorfin
Dorsomorfin je mala molekula, ktera byla objevena v embryich zebfi¢ek (Danio rerio).
Ukazalo se, ze v kultufe hepatocytl inhibuje expresi hepcidinu stimulovanou jak BMP, tak
i HIV a IL-6. Derivat dorsomorphinu LDN-193189 mél jako inhibitor BMP jesté vysSi silu

a selektivitu a inhiboval aktivitu BMP in vivo [79].

Rozpustna forma hemojuvelinu
Ukazalo se, ze rozpustna forma lidského hemojuvelinu vazana na konstantni oblast
IgG1 (HJV.Fc) snizila expresi hepcidinu indukovanou BMP in vitro a u zdravych potkant
navic blokovala SMAD aktivaci, mobilizovala zelezo ze zasob a zvysSila hladinu zeleza
v krvi. | zde dochazi k vyzkumu v soucinnosti s farmaceutickou firmou, doposud vSak

nebyly ovéfeny ucinky této protilatky na lidsky organismus [80].

Monoklonalni protilatka proti BMP6
DalSi moznosti, jak specificky zablokovat regulaci hepcidinu pomoci BMP6, je terapie
anti-BMP6 monoklonalni protilatkou. Zde bude vSak tfeba vyvinout protilatku, ktera by
byla zamérfena pravé jen proti BMP6, aniz by se vazala na ostatni BMP proteiny. Také

ucinky na lidsky organismus nejsou doposud znamé [81].

Heparin

DalSi latkou, u které byl zjistén ucinek snizeni exprese hepcidinu, je heparin, ktery je
bézné pouzivany jako antikoagulacni Cinidlo. Pasobenim heparinu na hepatocyty in vitro
doslo ke snizeni transkripce hepcidinu a injekce heparinu u zdravych mysi vedla také ke
snizené expresi hepcidinu s naslednym zvySenim hladiny Zeleza v krvi a k mobilizaci
zasob Zeleza z makrofagl. Navic u pacientd s hlubokou Zilni trombosou |éCenych
heparinem byla po zahajeni IéCby nalezena nizSi hladina hepcidinu a vySSi hladina zeleza
nez pred lécbou [82]. Jestli se vSak heparin stane terapeutikem i v 1éEbé anémie, zlstava
otazkou, protoze jsou znamy vedlejsi u€inky této IéCby, mezi které patfi zivot ohrozujici

krvaceni, heparinem indukovana trombocytopenie, hyperkalémie, alopecie a osteoporosa.

Alkohol
Bylo zjiSténo, Zze u mySi vyvolal alkohol snizeni exprese hepcidinu a zvySeni

intestinalni absorpce Zzeleza [83]. Chronicka konzumace alkoholu u lidi je spojena
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s akumulaci nadbytku Zeleza v jatrech a hepcidin muze byt jednim z faktorl, které se
podileji na vzniku alkoholické jaterni nemoci [84]. Terapeuticky potencial alkoholu v 1é¢bé
chronické anémie je zajimavy, musi se vSak brat v potaz i velmi dobfe znamé nezadouci

uCinky alkoholu na lidsky organismus.

Inhibitory IL-6 cesty

Ukazalo se, Ze inhibitory drahy interleukinu-6 pomohly snizit expresi hepcidinu a zlepsit
anémii u multicentrické Castlemanovy choroby, coz je lymfoproliferativni onemocnéni,
které se vyznacCuje zvySenou produkci IL-6 v lymfatickych uzlinach a je asociovano
s hypochromni a mikrocytarni anémii. U pacientl s touto chorobou byly vyssi také hladiny
hepcidinu, pravdépodobné z divodu zvySené produkce IL-6. U vétSiny pacientd, ktefi byl
léCeni protilatkou proti IL-6 tocilizumabem, doSlo béhem 6-12 mésiclt k poklesu hladiny
hepcidinu, normalizaci hladiny hemoglobinu a také ke zlepSeni celkového stavu

v dusledku snizené unavnosti, zvySeni hmotnosti a redukce hore¢natych stava [85].
2.25.6 VitaminD

Vitamin D je hormon, jehoz syntéza probiha v kiizi po UV ozareni a k aktivaci dochazi
v jatrech a ledvinach. Primarné v organismu reguluje metabolismus vapniku a fosforu, ma
ale i dalSi vyuziti, napf. hraje roli v diferenciaci hematopoetickych bunék ¢i down-regulaci
transkripce prozanétlivych cytokin. Deficit vitaminu D je asociovan se zvySenou
prevalenci anémie chronickych chorob u starSich osob [86] a Casto se objevuje u pacientl
s chronickym selhanim ledvin a u hemodialyzovanych pacientd [87]. Nedavna pilotni
studie ukazala, Zze suplementace vitaminem D u hemodialyzovanych pacientl s jeho
nedostatkem vedla ke snizeni potfebné davky erythropoetinu, coz bylo v souladu s jinou
studii provedenou u nedialyzovanych pacientl s chronickym renalnim selhanim, kdy

pfisun vitaminu D koreloval se snizujici se potfebnou davkou erythropoetinu [88, 89].
2.2.5.7 Agonisté a stabilizatory ferroportinu

Pro korekci anémie chronickych chorob by mohly byt vyuZity i stabilizatory funkce
ferroportinu  na bunétném povrchu. Bylo zjisténo, Ze pro interakci hepcidinu
s ferroportinem je zasadni thiol cysteinu326 v molekule ferroportinu [90]. Proto se hleda
podobna struktura, ktera by zabranila vazbé& hepcidinu na ferroportin a chranila tak
ferroportin pfed internalizaci. Mohly by to byt napf. srde¢ni glykosidy, které sice nebrani
vazbé hepcidinu, ale zda se, Ze brani internalizaci ferroportinu [91] . Dale by to mohla byt
napf. protilatka proti ferroportinu vyvinuta firmou Eli Lilly, ktera se vaze na extracelularni
smycku ferroportinu a brani tak interakci hepcidinu s ferroportinem, pfi€emz funkce

ferroportinu zlstava zachovana.
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Tyto pfistupy by mély vést k tomu, Ze zlstane zachovana funkce ferroportinu, ¢imz by
mélo dochazet k pfisunu Zeleza do organismu (absorpce) a také k jeho recyklaci. To by
meélo mit za nasledek zlepSeni anémie z nedostatku Zeleza zpusobené nadbytkem

hepcidinu. Bezpecénost a u€innost této terapie u lidi vS8ak dosud nebyla zkoumana.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Hypotézy a cile

V roce 2000 byl objeven peptid slozeny z 25 aminokyselin s antimikrobialnimi ucinky
nazvany hepcidin. Pozdéji se ukazalo, Ze tento peptid funguje jako hormon a Ze jde
o kliCovy regulator slozitého metabolismu Zeleza. Regulace tvorby tohoto peptidu probiha
jak na bunééné, tak na systémové urovni, kde se uplatiuje pfedevsim zanét, ktery tvorbu
hepcidinu zvySuje.

Anémie u pacientll s chronickym onemocnénim ledvin se vyskytuje pomérné casto.
PFiciny jejiho vzniku jsou rGzné, pfiéemz hlavni roli hraje zfejmé nedostateéna produkce
erythropoetinu v disledku onemocnéni ledviny a zanét, ktery zaroven zpuUsobuje
rezistenci organismu na terapii erythropoetinem a také nadprodukci hepcidinu, ¢imz
dochazi k tomu, Ze tito pacienti maji sice zasoby Zeleza v organismu velké, nemohou je
v8ak dostatecné vyuzit.

Na nasem pracovisti jsme od roku 2008 do roku 2012 provedli celkem tfi studie, které
se zabyvaly vztahem hepcidinu k parametrdm metabolismu zeleza u pacient(
z chronického hemodialyzaéniho programu nebo u pacientl, kterym byla provedena
transplantace ledviny.

V pilotni studii Hepcidin u hemodialyzovanych pacientd bylo hlavnim cilem pfedevSim
vyzkouSet postup stanoveni hepcidinu a urcit jeho vztah k parametrim metabolismu
Zeleza a k CRP jako k zanétlivému parametru.

V druhé studii Hepcidin a ferritin u hemodialyzovanych pacientd bylo nasim cilem
popsat vzajemné vztahy hepcidinu, parametri metabolismu Zeleza, zanétu
a erythropoesy u vétSiho souboru pacientu. Predpoklad byl ten, Ze pacienti, ktefi budou
mit vysoky ferritin, ktery je povaZzovan také za ukazatel zanétu v organismu, budou mit
vlivem zanétu také vysoky hepcidin.

Ve ftfeti studii Hepcidin u pacientd po transplantaci ledviny bylo cilem popsat zmény
v metabolismu Zeleza, které nastanou po transplantaci ledviny. Pfedpoklad byl ten, Ze
u pacientd se po transplantaci obnovi vlastni tvorba erythropoetinu, ¢imz se podstatné
zlepSi tvorba erythrocytd, zarover ustoupi zanét, ktery prostfednictvim hepcidinu blokuje
Zelezo uvnitf bunék, a Zelezo se tak stane znovu vyuzitelnym. Tim, Ze ustoupi zanét, by
zaroven méla poklesnout hladina hepcidinu.

Statistické analyzy byly provedeny v programech MS Excel (Microsoft®, Redmond,
USA), MedCalc (Ostend, Belgie), SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) a Statistica
(StatSoft Inc. Tulsa, USA). Byly pouZity nasledujici testy: Mann-Whitneyav test, Kruskal-
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Wallisiiv test, Friedmanova ANOVA, repeated ANOVA, Wilcoxonlv test, neparametricka
Spearmanova korelace, pofadova korelace a parovy znaménkovy test.

Statistickou analyzu tfeti studie provedl ing. Stanislav Kormunda.

Krabicové grafy jsou vyjadfeny odspoda jako minimum, dolni kvartil, median, horni

kvartil, maximum a eventualné odlehlé hodnoty a extrémni hodnoty, viz Obr. 7.

¥ extrémnihodnota

©  odlehlahodnota

——  maximum

horni kvartil
a median

dolni kvartil

—1 _ minimum

Obr. 7: Popis jednotlivych poloh v krabicovém grafu

Grafické vyjadieni repeated (opakované) ANOVA neni ve formé krabicovych grafu, ale

ve formé pramér £ 95% konfiden&ni interval.
3.2 Pilotni studie Hepcidin u hemodialyzovanych pacienti

3.2.1 Pacienti

Do této studie bylo zafazeno 40 pacientld (22 muzl, 18 Zen) z programu chronické
dialyzy ve Fakultni nemocnici v Plzni. Byli ve véku 38-84 let (primérny vék 69+11let).
Pacienti byli zafazeni do chronického dialyza¢niho programu rizné dlouho-v rozpéti 4-208
meésich, primérné 46 mésicu. Pri€ina chronického renalniho selhani byla v 10 pfipadech
diabeticka nefropatie, v 8 pfipadech tubularni intersticialni nefropatie, v 5 pfipadech
nefrosklerosa, ve 3 pfipadech polycysticka choroba ledvin, v 11 pfipadech byla pfi¢ina
chronického renalniho selhani jina nez vySe zmifiované nebo byla jejich kombinaci a ve
tfech pfipadech byla pfi€ina neodhalena. Pacienti nedostavali 14 dni pfed zapocetim

studie zadné Zelezo i.v.
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3.2.2 Kontroly

Protoze Slo pouze o pilotni studii, nebyly provedeny Zadné analyzy kontrolnich osob.

Studie byla schvalena etickou komisi a pacienti podepsali informovany souhlas.
3.2.3 Biochemicka méreni

Standardnimi metodami byly v laboratofich Ustavu klinické biochemie a hematologie
na analyzatoru AU 2700 Beckman Coulter (Lismeehan, Irsko) zméfeny parametry
krevniho obrazu, Zelezo, ferritin, transferrin a CRP. Hepcidin v krevnim séru byl stanoven
pomoci komeréné dostupného ELISA setu (Bachem, Merseyside, Velka Britanie). Nejprve
byl ze séra extrahovan pomoci afinitnich kolonek a extrakt byl nasledné stanoven
kompetitivni ELISA technikou s krali¢i protilatkou proti hepcidinu, ktera byla detekovana
biotinem znadenym kfenovou peroxidasou, na analyzatoru NexGen Four (Adaltis, Rim,
Italie). Solubilni transferrinové receptory (sTfR) byly zméfeny imunoturbidimetricky pomoci
setu TinaQuant® sTfR (Roche Diagnostics, Mannheim, Némecko) na analyzatoru AU 400

Beckman Coulter.
3.2.4 Statistika

Statisticka analyza byla provedena pomoci programu MedCalc (MedCalc Software,
Ostend, Belgie). Vysledky jsou vyjadfeny jako median (interkvartilové rozpéti). Korelace
biochemickych parametri byla provedena pomoci neparametrické Spearmanovy

korelace.
3.2.5 Vysledky
Souhrnné vysledky jsou uvedeny v tabulce 4.

Tab. 2: Statisticka deskripce vysledkt

Parametr median interkvartilové rozpéti
zelezo (umol/l) 10,9 7,1-12,4

ferritin (ug/l) 652 372-849

transferrin (g/l) 1,68 1,37-1,95

sTfR (mg/l) 1,27 0,88-1,43

CRP (mg/l) 12 2,5-14

hepcidin (pg/l) 141,9 29,6-202,1

saturace transferrinu 0,23 0,19-0,33

Neparametrickou korelaci bylo zjiSténo, ze zelezo vyznamné negativné korelovalo se

sTfR a CRP, ferritin negativné koreloval s transferrinem, transferrin pozitivné koreloval se
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sTfR a hepcidin vyznamné pozitivné koreloval se Zelezem a saturaci Zeleza a negativné

s transferrinem se sTIR, jak je uvedeno v tabulce 5.

Tab. 3: Vysledky neparametrické korelace parametrii metabolismu Zeleza, CRP a hepcidinu

korelujici parametry korelacni koeficient p
Zelezo se sTfR r=-0,425 p=0,0063
Zelezo s CRP r=-0,476 p=0,0019
ferritin s transferrinem r=-0,383 p=0,0147
transferrin se sTfR r=0,33 p=0,0374
hepcidin se zelezem r=0,339 p=0,0321
hepcidin s transferrinem r=-0,399 p=0,0107
hepcidin se sTfR r=-0,369 p=0,0192
hepcidin se saturaci transferrinu r=0,421 p=0,0076

3.3 Studie Hepcidin a ferritin u hemodialyzovanych pacientu

3.3.1 Pacienti

Do této studie bylo zafazeno 178 pacientd z programu chronické dialyzy ve Fakultni
nemaocnici v Plzni a v dialyzacnim stfedisku B. Braun Avitum v Plzni. 14 pacientd bylo
z této studie nasledné vyfazeno z dlvodu probihajici infekce (vyfazovaci kritérium
CRP>30 mg/l). Tim v souboru zbylo 164 pacientl, z toho 63 Zen a 101 muzu ve vékovém
rozmezi 25-92 let (prumérny vék 66x13 let). Pacienti byli zafazeni do chronického
dialyzacniho programu rtznou dobu-v rozpéti 1-240 meésica, v priméru 39 mésica.
Pfi¢ina chronického renalniho selhani byla v 71 pfipadech diabeticka nefropatie, ve 25
pfipadech tubularni intersticialni nefropatie, v 18 pfipadech glomerulonefropatie, v 10
pripadech nefrosklerosa, v 9 pfipadech polycysticka ledvina a v 5 pfipadech nefrektomie
pro tumor ledviny. Ve 26 pfipadech byla pfi¢ina chronického renalniho selhani jina nez
vySe uvedené pficiny. U 79 pacientl byla dialyza zahajovana rano (tj. cca v 7 hodin), u 64
pacientl dopoledne (cca ve 12 hodin) a 21 pacientl bylo dialyzovano vecler (zacatek cca
v 18 hodin). 39 Zen a 41 muzi mélo diabetes mellitus. Pacienti nedostavali 14 dni pfed

zapocetim studie zadné Zelezo i.v.
3.3.2 Kontroly

Sledovali jsme také 40 zjevné zdravych kontrolnich dobrovolnych jedinct s normaini
funkci ledvin (hladina kreatininu pod 100 pumol/l), pro které jako vylu€ovaci kritérium
Z hlediska mozné infekce platila hranice CRP>10 mg/l, ktera byla pfekroCena u 3 z nich.

Do souboru kontrolnich jedinc bylo tak zahrnuto 37 osob, z toho 21 Zen a 16 muzl ve
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véku 21-92 let, priméré 55+20 let. Vzorky byly u téchto osob odebirany v rannich
hodinach.
Studie byla schvalena etickou komisi a pacienti i kontrolni osoby podepsali

informovany souhlas.
3.3.3 Biochemicka méreni

Standardnimi metodami byly v laboratofich Ustavu klinické biochemie a hematologie
zméfeny parametry krevniho obrazu (Coulter® LH 750, Beckman Coulter Inc., Fullerton,
USA), zelezo, ferritin, transferrin, CRP, albumin a kreatinin (AU 2700 Beckman Coulter,
Lismeehan, Irsko). Hepcidin v krevnim séru byl zméfen pomoci komeréné dostupného
ELISA setu (Bachem, Merseyside, Velka Britanie) na analyzatoru NexGen Four (Adaltis,
Rim, Italie), solubilni transferrinové receptory (sTfR) byly zméfeny imunoturbidimetricky
pomoci setu TinaQuant® sTfR (Roche Diagnostics, Mannheim, Némecko) na analyzatoru
AU 400 Beckman Coulter a interleukin 6 (IL-6) byl zméfen pomoci ELISA setu (R&D

Systems, Minneapolis, USA) na analyzatoru NexGen Four.
3.3.4 Statistika

Statisticka analyza byla provedena pomoci programu Excel a MedCalc (MedCalc
Software, Ostend, Belgie). Rozdily mezi skupinami pacientll a kontrol byly porovnany
Mann-Whitneyovym testem a byly vyjadfeny jako median (interkvartilové rozpéti).

Pro porovnani vysledk( mezi podskupinami pacientt podle ¢asu jejich hemodialyzy byl
proveden Kruskal-Wallisliv test. Korelace biochemickych parametri byla provedena

pomoci neparametrické Spearmanovy korelace.
3.3.5 Vysledky

Vysledky jsou shrnuty do tabulky 6. Sérové hladiny Zeleza, transferrinu, albuminu a
hemoglobinu byly u skupiny pacientl vyznamné nizsi (p<0,0001), zatimco hladiny ferritinu
(p<0,0001), sTfR (p<0,05), hepcidinu (p=0,0003), CRP a IL-6 (p<0,0001) byly vyznamné

vy$Si nez u skupiny kontrolnich osob.
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Tab. 4: Deskriptivni statistika skupiny dialyzovanych pacientu i jejich podskupin a kontrolni

skupiny
DIALYZOVANI PACIENTI KONTROLY
VSICHNI PODLE CASU DIALYZY
p-value***
(n =164) Rano poledne vecer (n=37)
(n=79) (n =64) (n=21)
Hemoglobin 112* 112 113 109 139
p<0,0001
(g/l) 104 - 121** | 104 - 121 107 — 122 103 - 116 133 - 148
hepcidin 21,2 32,1 18,8 9,6 10,4
p=0,0003
(nglh) 9,8 -36,9 145-62,2 | 10,1-25,7 | 6,0-23,9 75-17,5
IL-6 4.7 52 4,0 4,6 1,0
p<0,0001
(ngh) 3,0-8,0 42-85 23-6,7 2,6-8,0 0,7-18
albumin 40,9 39,8 42,4 40,3 47,9
p<0,0001
(a/l) 38,8-43,0 | 37,8-42,4 | 40,3-43,6 | 39,3-42,0 | 45,9-49,9
CRP 3,0 4,0 2,0 3,0 1,0
p<0,0001
(mg/l) 1,0-8,0 20-7,0 1,0-8,0 1,0-8,0 1,0-2,0
Zelezo 111 10,5 12,0 9,3 18,4
p<0,0001
(umol/l) 8,5-13,6 9,0-13,1 8,5-14,3 7,4-15,2 13,2-21,9
ferritin 551 557 557 495 107
p<0,0001
(ngll) 426 - 823 429 - 826 415 - 875 428 - 573 64 - 172
transferrin 1,78 1,62 1,87 1,81 2,59
p<0,0001
(a/l) 152-198 | 1,43-188 | 165-2,10 | 1,53-1,92 | 2,43-2,83
solubilni 2,99 2,94 3,03 2,99 2,51
transferrinové p<0,05
receptory (mg/l) 2,25-387 | 2,34-3,78 | 2,18-3,83 | 2,34-4,24 | 2,32-3,19

* median

** interkvartilové rozpéti

***statistickd vyznamnost mezi skupinou hemodialyzovanych pacientt a skupinou zdravych kontrol

Protoze je znama diurnalni variabilita koncentrace jak zeleza, tak hepcidinu [93, 94],

byla skupina pacientld rozdélena do tfi podskupin podle €asu jejich hemodialyzy na

podskupiny ranni, poledni a vecerni. Hladiny zeleza vykazovaly tendenci k diurnalni

variabilité, av8ak nesignifikantné. Oproti tomu hladiny hepcidinu diurnalni variabilitu

vykazovaly pomérné zfeteln&. Hladiny ferritinu nevykazovaly diurnalni variabilitu vibec

(Obr. 8).
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Obr. 8: Diurnalni variabilita hepcidinu, ferritinu a zeleza. Vyjadieno ve formé krabicovych
grafa.

Ve skupiné pacientd i v podskupinach byly provedeny neparametrické korelace.
Korelac¢ni koeficienty a p-hodnoty jsou uvedeny v Tab. 7 a Tab. 8.

Neparametricka korelace ukazala slabé az velmi slabé, avSak statisticky vyznamné
korelace mezi parametry metabolismu Zeleza a zanétu v celé skupiné pacientu (Tab. 7).
Zelezo pozitivné korelovalo s ferritinem a negativné se sTfR, CRP a IL-6. Ferritin pozitivné
koreloval s IL-6 a hepcidinem a negativné se sTfR. Transferrin negativné koreloval s IL-6.
U kontrolni skupiny nebyla nalezena zadna vyznamna korelace hepcidinu s ostatnimi
biochemickymi parametry.

V podskupiné pacientd, ktefi absolvovali hemodialyzu v rannich hodinach, Zelezo
pozitivné korelovalo s ferritinem a zaporné se sTfR a CRP, ferritin pozitivné koreloval
s hepcidinem a zaporné s transferrinem a IL-6 pozitivné koreloval s CRP a zaporné

s transferrinem (Tab. 8).

32



Tab. 5: Korelace v celé skupiné dialyzovanych pacienti

Cela skupina hemodialyzovanych pacient

zelezo s ferritinem r=0,31 p=0,0001
zelezo se sTfR r=-0,42 p<0,0001
Zelezo s CRP r=-0,37 p<0,0001
Zelezo s IL-6 r=-0,25 p=0,001
ferritin s IL-6 r=0,18 p=0,02
ferritin s hepcidinem r=0,13 p=0,02
ferritin se sTfR r=-0,26 p=0,001
IL-6 s transferrinem r=-0,26 p=0,0006

Tab. 6: Korelace v jednotlivych podkupinach dialyzovanych pacientu

Ranni podskupina hemodialyzovanych pacientt

zelezo s ferritinem r=0,32 p<0,01
Zelezo se sTfR r=-0,38 p<0,001
zelezo s CRP r=-0,31 p=0,005
ferritin s hepcidinem r=0,28 p=0,01
ferritin s transferrinem r=-0,34 p<0,01
IL-6 s CRP r=0,37 p<0,005
IL-6 s transferrinem r=-0,35 p<0,005
Dopoledni podskupina hemodialyzovanych pacient
zelezo s CRP r=-0,49 p<0,0001
zelezo s IL-6 r=-0,3 p=0,01
zelezo se sTfR r=-0,26 p<0,05
ferritin se sTfR r=-0,42 p=0,0005
ferritin s IL-6 r=0,35 p<0,005
ferritin s transferrinem r=-0,34 p<0,01
IL-6 s CRP r=0,34 p<0,01
Vecerni podskupina hemodialyzovanych pacientd
zelezo s ferritinem r=0,49 p<0,05
zelezo se sTfR r=-0,7 p<0,001
ferritin s sTfR r=-0,53 p<0,05
IL-6 s CRP r=0,62 p<0,005

CRP s hepcidinem r=0,59 p<0,005




V podskupiné pacientd, ktefi prodélali hemodialyzu v poledne, korelovalo Zelezo
zaporné s CRP, IL-6 a sTfR, ferritin koreloval pozitivné s IL-6 a sTfR a negativné
s transferrinem a IL-6 pozitivné koreloval s CRP (Tab. 8).

V podskupiné pacientd, ktefi byli dialyzovani veler, Zelezo pozitivné korelovalo
s ferritinem a negativné se sTfR, ferritin negativné koreloval se sTfR a CRP pozitivné
koreloval s IL-6 a také s hepcidinem. U této skupiny byly korela¢ni koeficienty vySSi nez
u predchozich dvou podskupin, je v8ak tfeba podotknout, Ze v této podskupiné bylo

podstatné méné pacientl nez u podskupin ranni a poledni (Tab. 8).
3.4 Studie Hepcidin u pacientti po transplantaci ledviny

3.4.1 Design studie

V obdobi bfezen — Ffijen 2009 bylo v prazském Institutu klinické a experimentalni
mediciny provedeno 90 transplantaci kadaverosni ledviny u pacientl, ktefi byli zafazeni
do nasi studie. Tito pacienti pak byli pradbézné sledovani, pro nase potieby tak probéhly
odbéry biologického materialu v den transplantace (odbér €. 0), odbér €. 1 probéhl 1-5 dni
po transplantaci (primérné 2,7 dne po transplantaci, median 3 dny), odbér €. 2 probéhl
6-10 dni po transplantaci (primérné 7,9 dne po transplantaci, median 8 dni), odbér ¢. 3
probéhl 10-21 dni po transplantaci (pramér 13,9 dne, median 14 dni po transplantaci),
odbér &. 4 probéhl zhruba 3 mésice po transplantaci a odbér €. 5 probéhl cca 6 mésicl
po transplantaci, pfi€emz 6 mésicl po transplantaci probéhl odbér €. 5 u pacientd, kde
byla funkce jejich transplantovaného $tépu méné stabilni. Do nasi studie pak byli zafazeni
ti pacienti, ktefi podstoupili odbéry biologického materialu €. 0, 1, 2, 3, 4, a ti, ktefi
podstoupili doplfikovy odbér €. 5. VSechny takto popsané odbéry biologického materialu
podstoupilo celkem 71 pacientl. V odebraném biologickém materidlu byla provedena
stanoveni béznych laboratornich parametrd (krevni obraz, renalni funkce, parametry
metabolismu Zeleza, celkova bilkovina, CRP) i specialnich vySetfeni (interleukin-6,
hepcidin). Nasim cilem bylo zjistit, jak se méni jednotlivé parametry metabolismu Zeleza

v Case po transplantaci ledviny.
3.4.2 Charakteristika souboru pacientt

V souboru bylo celkem 71 pacientl, z toho 43 muzl a 28 Zzen. Primérny vék muzl byl
56,3 let (median 58 let), pfiCemz nejmladSimu pacientovi bylo 33 let, nejstarSimu 83 let.
Primérny vék Zen byl 55,1 let (median 59 let), nejmladsi pacientce bylo 28 let a nejstarsi
76 let. 58 pacientl bylo zafazeno v chronickém dialyzacnim programu, 12 pacientu bylo
dialyzovano pomoci peritonealni dialyzy a jedna pacientka byla ve stadiu predialyzy.

Primérny poCet mésicu straveny na hemodialyze byl 31 mésici (median 24 mésicu),
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minimalni doba zavislosti na hemodialyze byla 5 mésicl, nejdelSi doba byla 127 mésicu.
Etiologie chronického renalniho selhani byla ve 28 pfipadech glomerulonefritida (tato
skupina zahrnuje chronickou glomerulonefritidu, membrandzni glomerulonefritidu, I1gA
glomerulonefritidu, fokalné segmentalni glomerulosklerosu (FSGS), rychle progredujici
glomerulonefritidu (RPGN), lupusovou nefritidu a ANCA asociovanou vaskulitidu),
v 9 pfipadech tubularni intersticialni nefritidu (chronicka tubularni intersticialni nefritida,
chronicka pyelonefritida a toxicita cyklosporinu A), v 10 pfipadech polycystickou chorobu
ledvin, v 10 prfipadech nefrosklerozu, v 11 pfipadech diabetickou nefropatii
a ve 3 prfipadech vedly k selhani ledvin jiné divody (1 x obstrukéni uropatie a 2 x byly
priiny nejasné).

V8em pacientdm byla transplantovana kadaverosni ledvina. V 59 pfipadech $lo
u pacientd o prvni transplantaci, v 11 pfipadech o druhou transplantaci a u jedné
pacientky §lo o tfeti transplantaci.

Cas studené ischémie (CIT — cold ischemia time, tj. as od vyjmuti ledviny z t&la darce
do nasiti ledviny do téla pfijemce) byl primérné 17 hodin a 25 minut (median 17 hodin 13
minut), minimalni CIT byl 11 hodin 50 minut, maximalni CIT byl 26 hodin 32 minut.
U jedné pacientky se CIT nepodafil dohledat, nebot nebyl uveden v operaénim protokolu.
Manipulaéni ¢as (MT, tj. Cas od vynéti ledviny z pfepravniho kontejneru do nasiti ledviny
do téla pfijemce) byl primérné 25 minut (median 24 minut), minimalné 13 a maximalné 60
minut. U 2 pacientek se tento ¢as nedohledal, nebot nebyl uveden v operacnim protokolu.

U pacientu €ekajicich na transplantaci se v urCitych ¢asovych Usecich stanovuji hladiny
tzv. panel reaktivnich protilatek (PRA). Ty uréuji procento ledvin, které se nebudou pro
pfijemce hodit. U naSeho souboru mame k dispozici dvé hodnoty téchto hladin — historicky
nejvysSi hladinu PRA a aktualni hladinu PRA. Primérna historicka hladina PRA byla 15,4
% (median 2 %, nejnizSi 0 %, nejvyssi 78 %). Pacienti s PRA pod 20 % jsou
nesenzibilizovani, pacienti s PRA 20-80 % jsou stfedné senzibilizovani a pacienti s PRA
nad 80 % jsou hypersenzibilizovani. Aktualné nesenzibilizovanych pacientd bylo 57, pocet
stfedné senzibilizovanych byl 14 a zadny pacient nebyl aktualné hypersenzibilizovan.

U 8 pacientd byl HLA mismatch 2, u 24 pacientl 3, u 29 pacientlt 4, u 9 pacientu 5
a u jednoho pacienta byl HLA mismatch 6.

Pfed transplantaci mélo 15 pacientd diabetes mellitus, ztoho 6 znich se Iécilo
uzivanim peroralnich antidiabetik a 9 z nich muselo byt [é€eno inzulinem. Po transplantaci
bylo diabetik 18, z toho 4 na Ié€bé peroralnimi antidiabetiky a 14 se léCilo inzulinem.

Ischemickou chorobou srdeéni trpélo 17 pacientd.
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8 pacientlim byl pfed transplantaci podavan Simulect (basiliximab), 18 pacientd
dostavalo thymoglobulin.

43 pacientl bylo po transplantaci Ié€eno kombinaci Iéki mykofenolat mofetil (Cellcept,
Myfortic), kortikosteroidy (Prednison, LéCiva) a tacrolimus (Prograf, Advagraf). 15 pacient(
bylo lé€eno kombinaci cyklosporinu A (Consupren, Sandimun Neoral), mykofenolat
mofetilu a kortikosteroidl. 3 pacienti byli Ié€eni kombinaci cyklosporin A, mykofenolat
mofetil, kortikosteroidy a PF. 2 pacienti dostavali enzymatickou |éEbu sotrastaurinem
(Novartis AEBO71). U 3 pacientd doslo ke zméné imunosupresivni |é€by z kombinace
mykofenolat mofetil, kortikosteroidy a takrolimus na kombinaci cyklosporin A, mykofenolat
mofetil a kortikosteroidy. U dvou pacientt doslo k opaénému postupu. 3 pacienti zacali byt
lé€eni kombinaci mykofenolat mofetil a kortikosteroidy, po urcité dobé byl k této |&é¢bé
nasazen jesté takrolimus.

Opozdénou funkci $tépu, tj. nutnost dialyzy i po transplantaci, mélo 34 pacientd ze 71.
U 68 pacientl byla 3 mésice po transplantaci provedena protokolarni biopsie
s vyhodnocenim dle Banffskych kritérii. Mimo protokolarni biopsii byla funkce Stépu
sledovana dle hladiny kreatininu &i vyskytu teploty. Casna akutni rejekce se objevila u 12
pacientl. Funkce $tépu se hodnotila 3 mésice po transplantaci. Jako dobra funkce ledviny
se povazovala hladina kreatininu do 120 umol/l (u 22 pacientd), 38 pacientd mélo hladinu
kreatininu v rozmezi 120-200 umol/l a u 11 pacientl byla hladina kreatininu nad 200

pmol/l.
3.4.3 Odbér biologického materialu a provedena stanoveni

Odbér biologického materialu byl proveden podle platnych doporuéeni do odbérového
systému Vacuette. V centralnich laboratofich Institutu klinické a experimentalni mediciny
byla provedena béznym zplUsobem stanoveni krevniho obrazu a renalnich funkci
(kreatinin, moc€ovina) na analyzatorech firmy Abbott. Pro specialni stanoveni byla srazliva
i nesrazliva krev zcentrifugovana, sérum €i plazma byly rozdéleny do jednotlivych alikvotl
a zamrazeny. Po nasbirani urcitého poctu vzorkd byly vzdy jednotlivé série vzorkd na
suchém ledu odeslany do Ustavu klinické biochemie a hematologie LF UK a FN v Plzni,
kde byly uschovany pfi -80 °C pro pozdéjSi pouziti. Zde byla posléze provedena stanoveni
parametrl metabolismu Zzeleza (zZelezo, ferritin, transferrin, solubilni transferrinové
receptory), celkové bilkoviny, CRP, interleukinu-6 a hepcidinu, a to standardnimi
laboratornimi metodami na analyzatorech AU 640 a AU 400 Beckman Coulter (Zelezo,
ferritin, transferrin, CRP, celkova bilkovina a sTfR) ¢i ELISA metodami na analyzatoru
NexGen Four (IL-6 (souprava BioVendor), hepcidin (souprava DRG)) podle navodu

udanych vyrobci jednotlivych souprav. Hepcidin byl stanoven pomoci kompetitivni ELISA
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techniky s mySi monoklonalni protilatkou, na kterou se vazal bud hepcidin ze vzorku,
nebo biotinylovany hepcidin, ktery byl detekovan pomoci streptavidinu znaceného

kifenovou peroxidasou.
3.4.4 Vyhodnoceni vysledk

Vysledky byly statisticky vyhodnoceny pomoci programi MS Excel, MedCalc, SAS
a Statistica za pomoci ing. Stanislava Kormundy. Byly pouzity nasledujich testy:
Friedmanova ANOVA, repeated ANOVA, Wilcoxonlv test, pofadova korelace a parovy
znaménkovy test.

3.4.5 Vysledky

3.4.5.1 Statisticka deskripce, vyvoj v €ase, zména mezi éasem 1 — 4 a grafy

vyvoje jednotlivych analytt

V Tab. 9 je uvedena statisticka deskripce hladin méfenych parametrd v jednotlivych
Casech.
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Tab. 7: Statisticka deskripce hladin méfenych parametrii v jednotlivych ¢asech

Cislo odbéru

0 1 2 3 4 5

n=71 n=71 n=71 n=71 n=71 n=57
kreatinin 614,9* 478 328 200 134 132
[umol/l] 451-769** 235-670 147-558 124-386 115-183 106-176
urea 14,6 18,7 18,7 13,6 8,7 9,6
[mmol/I] 9,8-20,4 11,9-27,0 10,8-25,0 9,2-19,9 6,3-12,3 7,1-12,9
cystatin c 5,39 4,30 3,45 2,68 1,97 2,03
[mg/l] 4,30-7,67  2,47-6,38  2,07-540  2,05-451  1,72-248  1,67-2,47
MDRD 0,13 0,17 0,26 0,45 0,73 0,77
[ml/s] 0,09-0,17 0,12-0,34 0,14-0,65 0,20-0,81 0,56-0,89 0,50-0,92
erythrocyty 3,95 3,24 3,23 3,11 4,03 4,13
[x 1012] 3,64-4,24 2,89-3,56 2,99-3,48 2,92-3,45 3,56-4,33 3,96-4,72
hematokrit 0,377 0,303 0,302 0,293 0,367 0,377

0,356-0,410 0,280-0,336 0,277-0,333 0,270-0,328 0,331-0,391 0,349-0,407
hemoglobin 126 102 103 100 123 128
[a/1] 119-137 94-113 94-111 91-108 110-133 117-139
stfedni objem 95 96 95 94 92 90
erythrocytu [fl] 91-98 92-99 91-99 91-97 88-96 85-93
celkova bilkovina |81 61 65 65 72 77
[9/1] 77-86 56-66 60-69 62-70 68-76 73-81
CRP 4 29 11 5 2 3
[mg/l] 2-10 15-38 7-26 2-10 1-6 1-8
IL-6 2,5 4,9 3,8 29 1,6 2,0
[mg/l] 1,4-4,4 2,6-10,0 1,9-7,5 1,4-6,8 0,5-4,3 0,8-3,6
hepcidin 58,3 54,3 62,6 58,0 64,0 60,1
[ma/] 40,6-75,0 42,7-77,0 40,9-76,1 39,2-75,7 42,1-86,7 42,5-81,2
zelezo 15,1 8,7 15,3 14,0 15,5 17,1
[umol/l] 11,3-20,8 6,1-14,0 12,7-19,5 9,6-19,9 11,7-19,8 10,6-21,8
ferritin 565 481 606 641 463 469
[mo/1] 286-892 266-761 326-854 324-898 203-836 196-912
transferrin 1,96 1,36 1,62 1,75 1,98 2,21
[a/1] 1,62-2,17 1,2-1,59 1,35-1,86 1,51-2,08 1,78-2,30 1,83-2,45
saturace 0,31 0,24 0,39 0,32 0,29 0,31
transferrinu 0,21-0,45 0,18-0,41 0,27-0,58 0,20-0,48 0,20-0,40 0,19-0,40
solubilni 3,23 2,39 2,34 2,50 4,16 3,69
transferrinové
receptory 2,66-4,23 1,79-3,29 1,79-3,06 1,80-3,23 3,24-5,09 2,85-4,54
[mgll]

*median ** interkvartilové rozpéti
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Na Obr. 9 Ize vidét trend kreatininu, urey, cystatinu a MDRD v Case.

Podle vysledkl Friedmanovy anovy byly zmény v hladinach kreatininu, urey, cystatinu
¢ i MDRD mezi jednotlivymi €asovymi obdobimi vyznamné (p <0,000001). Podle parového
znaménkového testu doSlo mezi Casy 0, tedy pfed transplantaci ledviny, a 4, tedy
3 mésice po transplantaci ledviny, k vyznamnému poklesu hladin kreatininu, urey
a cystatinu c¢ (p<0,0001) a kvyznamnému vzestupu odhadu glomerularni filtrace
(p<0,0001), coz je v souladu s klesajicim kreatininem ¢&i cystatinem c.
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Obr. 9: Trend vyvoje kreatininu, urey, cystatinu c a MDRD v ¢ase

ml/s

Na Obr. 10 Ize vidét trend poctu erythrocytl, hladiny hemoglobinu, hematokritu
a stfedniho objemu erythrocytt v Case

Podle vysledkd Friedmanovy anovy byly zmény v poctu erythrocytd, hladinach
hemoglobinu, v hematokritu i ve stfednim objemu erythrocytd mezi jednotlivymi ¢asovymi
obdobimi vyznamné (p<0,000001). Zejména v obdobi po transplantaci doslo k velkému
poklesu poctu erythrocytt, hemoglobinu i hematokritu v dasledku krevnich ztrat pfi vykonu
a v disledku pfijmu vétSiho mnozstvi tekutin. Podle parového znaménkového testu vSak

mezi Casy 0, tedy pfed transplantaci ledviny, a 4, tedy 3 mésice po transplantaci ledviny,
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k vyznamnému poklesu nebo vzestupu poctu erythrocytll a hematokritu nedoslo, doslo

v8ak k vyznamnému poklesu hemoglobinu (p=0,0385) a k poklesu stfedniho objemu
erythrocytd (p<0,0001).
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Obr. 10: Trend vyvoje erythrocytli, hemoglobinu, hematokritu a stredniho objemu

erythrocytll v ¢ase

Na Obr. 11 Ize vidét trend hladin CRP, IL-6 a hepcidinu v ¢ase. Podle vysledku

Friedmanovy anovy byly zmény v CRP a IL-6 mezi jednotlivymi €asovymi obdobimi

vyznamné (p<0,000001), zejména v obdobi po transplantaci doSlo k velkému zvySeni

jejich hladin zfejmé v dusledku zatéZe pfi samotné transplantaci. Naopak zmény

v hladinach hepcidinu mezi jednotlivymi ¢asovymi obdobimi vyznamné nebyly.

Podle parového znaménkového testu vSak mezi Casy 0, tedy pfed transplantaci

ledviny, a 4, tedy 3 mésice po transplantaci ledviny, nedoslo k vyznamnému poklesu nebo

vzestupu hladin CRP, IL-6 ani hepcidinu.

40



CRP IL-6

240 260
#*
220 240
# *
200 . J 220
150 200
i) 180
160
160
__ 140
= * _ 140 *
2120 : e * T
* x 2 120 &
100
° * ® 100 1
80 & ; * *
< = #* 80 *
60 Y ; * 60
* ¥ *
&0 ¥ 40 * i -
;i e ] e =y g
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
hepcidin
240
220
200 &
*
180
o
160 + 4 &
= 140 ==
(o))
S120
100
80 4
60 o =
40
20 1
0]
6] 1 Z 3 4 )

Obr. 11: Trend vyvoje CRP, IL-6 a hepcidinu v ¢ase

Na Obr. 12 Ize vidét trend hladin celkové bilkoviny v ¢ase. Podle vysledku
Friedmanovy anovy byly zmény v hladindch mezi jednotlivymi €asovymi obdobimi
vyznamné (p<0,000001). V obdobi pfed transplantaci byli pacienti dialyzovani, bohuzel
ale nevime, jak dlouho pfed vykonem se tak stalo. Jak ukazuje graf, vyznamné vysSi
hladinu celkové bilkoviny pfed transplantaci méli hemodialyzovani pacienti, u pacient na
peritonealni dialyze hladiny nebyly tak vysoké. Postupem &asu se pak rozdily v obou
skupinach setrely.

V obdobi po transplantaci doSlo k velkému poklesu hladiny celkové bilkoviny,
pravdépodobné v dusledku krevnich ztrat pfi vykonu a v dusledku pfijmu véts§iho mnozstvi
tekutin. Podle parového znaménkového testu doslo mezi ¢asy 0, tedy pfed transplantaci
ledviny, a 4, tedy 3 mésice po transplantaci ledviny, doslo k vyznamnému poklesu hladiny
celkové bilkoviny.
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Obr. 12: Trend celkové bilkoviny v €ase (vlevo) a trend celkové bilkoviny v €ase podle typu
dialyzy (vpravo)

Na Obr 13. Ize vidét trend hladin Zeleza, ferritinu, transferrinu, saturace transferrinu
a solubilnich transferrinovych receptort v ¢ase. Podle vysledku Friedmanovy anovy byly
zmény ve vSech parametrech metabolismu Zeleza mezi jednotlivymi ¢asovymi obdobimi
vyznamné (zelezo, transferrin, saturace transferrinu, solubilni transferrinové receptory
p<0,000001; ferritin p<0,00003).

Zejména v obdobi po transplantaci doSlo k poklesu hladiny Zeleza zfejmé v disledku
krevnich ztrat pfi vykonu a v disledku reakce organismu na zatéz. Pokles hladiny
transferrinu v obdobi po transplantaci mize souviset také s tim, Ze transferrin je negativni
akutni marker, postupné zvy3ovani hladiny transferrinu pravdépodobné souvisi
s celkovym zlepSovanim stavu pacient(, a to véetné vyzivy.

Podle parového znaménkového testu doslo mezi Casy 0, tedy prfed transplantaci
ledviny, a 4, tedy 3 mésice po transplantaci ledviny, k vyznamnému vzestupu hladiny
transferrinu  (p=0,04) a hladiny sTfR (p=0,0018), u ostatnich parametri Zzeleza

k vyznamnému poklesu &i vzestupu hladiny nedoslo.
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Obr. 13: Trend vyvoje zeleza, ferritinu, transferrinu, solubilnich transferrinovych receptorti a

saturace transferrinu v ¢ase

3.4.5.2 Korelace parametrii metabolismu Zeleza s parametry zanétu, funkce

ledvin a ukazatele krvetvorby v jednotlivych €asech

V Case 0, tedy v Case pfed transplantaci ledviny, silné vyznamné korelovalo Zelezo se
saturaci, slaba korelace byla mezi zelezem a ferritinem a zZelezem a hepcidinem.
Negativni stfedné silna vyznamna zavislost byla prokadzana mezi Zelezem a sTfR.

Transferrin koreloval se saturaci, cystatinem c, interleukinem-6, ferritinem, CRP
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a s hemoglobinem. Solubilni transferrinové receptory korelovaly negativné se saturaci
a slabé pozitivné s hemoglobinem, CRP a interleukinem-6. Ferritin vyznamné pozitivné
koreloval se saturaci a negativné s kreatininem a hepcidin slabé& pozitivné koreloval se
saturaci.

Jednotlivé korelacni koeficienty (r) a hodnoty statistické vyznamnosti (p-value) jsou

uvedeny v Tab. 10.

Tab. 8: Korelace v ¢ase 0

korelace v ¢ase 0 r p
Zelezo se saturaci 0,92475 <0,0001
Zelezo se sTfR -0,53676 <0,0001
Zelezo s ferritinem 0,335 0,0043
Zelezo s hepcidinem 0,24652 0,0382
transferrin se saturaci -0,44101 0,0001
transferrin s cystatinem c -0,37015 0,0015
transferrin s IL-6 -0,33735 0,004
transferrin s ferritinem -0,32903 0,0051
transferrin s hemoglobinem 0,25484 0,032
transferrin s CRP -0,23469 0,0488
sTfR se saturaci -0,52215 <0,0001
sTfR s hemoglobinem 0,26351 0,0264
STfR s CRP 0,26367 0,0263
STfR s IL-6 0,24789 0,0371
ferritin se saturaci 0,4186 0,0003
ferritin s kreatininem -0,29099 0,0138
hepcidin se saturaci 0,25712 0,0304

V Case 1, tj. v brzkém Case po transplantaci pozitivné korelovalo Zelezo se saturaci
a negativné se sTIR, CRP a interleukinem-6. Transferrin negativné koreloval se saturaci
a CRP a pozitivné se sTfR. Solubilni transferrinové receptory negativné korelovaly se
saturaci a pozitivné s hemoglobinem, CRP a interleukinem-6. Ferritin pozitivné koreloval
se saturaci a CRP a negativné s transferrinem. Hemoglobin negativné koreloval se
saturaci a pozitivné s CRP. Saturace negativné korelovala s CRP.

Jednotlivé korelacni koeficienty a hodnoty statistické vyznamnosti (p-value) jsou

uvedeny v Tab. 11.
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Tab. 9: Korelace v ¢ase 1

korelace v ¢ase 1 r p
Zelezo se saturaci 0,91905 <0,0001
Zelezo se sTfR -0,34923 0,0028
Zelezo s CRP -0,43782 0,0001
zelezo s IL-6 -0,28667 0,0154
transferrin se saturaci -0,36962 0,0015
transferrin se sTfR 0,32761 0,0053
transferrin s CRP -0,2417 0,0423
sTfR se saturaci -0,40379 0,0005
sTfR s hemoglobinem 0,30429 0,0099
STfR s CRP 0,293 0,0131
STfR s IL-6 0,26355 0,0264
ferritin se saturaci 0,2275 0,0564
ferritin s transferrinem -0,29579 0,0123
ferritin s CRP 0,26412 0,026
hemoglobin se saturaci -0,31696 0,0071
hemoglobin s CRP 0,30879 0,0088
saturace s CRP -0,32571 0,0056

V Case 2, tj. v Case 2 tydny po transplantaci pozitivné korelovalo Zelezo se saturaci
a ferritinem a negativné se sTfR a CRP. Transferrin negativné koreloval se saturaci, CRP,
ferritinem a cystatinem c. Ferritin pozitivné koreloval se saturaci, interleukinem-6 a CRP.
Solubilni transferrinové receptory negativné korelovaly se saturaci a pozitivné s CRP,
hemoglobin negativné koreloval s interleukinem-6 a cystatinem c. Saturace pozitivné
korelovala s cystatinem ¢ a hepcidin negativné koreloval s cystatinem c.

Jednotlivé korelacni koeficienty a hodnoty statistické vyznamnosti (p-value) jsou

uvedeny v Tab. 12.
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Tab. 10: Korelace v ¢ase 2

korelace v ¢ase 2 r p
Zelezo se saturaci 0,89909 0,0001
Zelezo se sTfR -0,4816 0,0001
Zelezo s CRP -0,2744 0,0206
Zelezo s ferritinem 0,2485 0,0366
transferrin se saturaci -0,441 0,0001
transferrin s CRP -0,43423 0,0002
transferrin s ferritinem -0,34663 0,0031
transferrin s cystatinem c -0,26179 0,0274
ferritin se saturaci 0,34619 0,0031
ferritin s IL-6 0,32224 0,0061
ferritin s CRP 0,24153 0,0424
sTfR se saturaci -0,51853 <0,0001
sTfR s CRP 0,3029 0,0102
hemoglobin s IL-6 -0,29949 0,0112
hemoglobin s cystatinem c -0,2435 0,0407
saturace s cystatinem ¢ 0,25119 0,0346
hepcidin s cystatinem ¢ -0,23688 0,0467

V Case 3, tj. mésic po transplantaci ledviny, korelovalo pozitivné Zelezo se saturaci
a ferritinem a negativné se sTfR a CRP. Transferrin negativné koreloval s CRP, saturaci,
interleukinem-6, ferritinem a cystatinem c a pozitivné se sTfR. Ferritin pozitivné koreloval
s interleukinem-6, saturaci a CRP. Hemoglobin negativhé koreloval s kreatininem,
cystatinem ¢ a CRP. Solubilni transferrinové receptory negativné korelovaly se saturaci,
cystatinem c, kreatininem a pozitivné s hemoglobinem a saturace pozitivné korelovala
S cystatinem c.

Jednotlivé korelacni koeficienty a hodnoty statistické vyznamnosti (p-value) jsou

uvedeny v Tab. 13.
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Tab. 11: Korelace v ¢ase 3

korelace v ¢ase 3 r p
Zelezo se saturaci 0,88924 <0,0001
zelezo se sTfR -0,38457 0,0009
zelezo s CRP -0,31679 0,0071
Zelezo s ferritinem 0,30996 0,0085
transferrin s CRP -0,47695 <0,0001
transferrin se saturaci -0,34908 0,0028
transferrin se sTfR 0,33991 0,0037
transferrin s IL-6 -0,33376 0,0044
transferrin s ferritinem -0,28635 0,0155
transferrin s cystatinem c -0,23934 0,0444
ferritin s IL-6 0,43151 0,0002
ferritin se saturaci 0,36773 0,0016
ferritin s CRP 0,33238 0,0046
hemoglobin s kreatininem -0,30649 0,0093
hemoglobin s cystatinem c -0,29346 0,013
hemoglobin s CRP -0,26008 0,0285
sTfR se saturaci -0,49854 <0,0001
sTfR s cystatinem ¢ -0,40244 0,0005
STfR s kreatininem -0,34844 0,0029
sTfR s hemoglobinem 0,30887 0,0088
saturace s cystatinem ¢ 0,26485 0,0256

V Case 4, tedy v ase 3 mésice po transplantaci, pozitivné korelovalo Zelezo se
saturaci a negativné s CRP, interleukinem-6 a sTfR. Transferrin negativné koreloval
s ferritinem, saturaci, interleukinem-6 a CRP a pozitivné s hemoglobinem a sTfR. Ferritin
pozitivné koreloval se saturaci a negativné se sTfR. Solubilni transferrinové receptory
negativné korelovaly se saturaci a pozitivné s hemoglobinem. Hepcidin pozitivné koreloval
s hemoglobinem a negativné s kreatininem a cystatinem c. Saturace transferrinu
negativné korelovala s CRP a interleukinem-6 a hemoglobin negativné koreloval
s cystatinem c a kreatininem.

Jednotlivé korelacni koeficienty a hodnoty statistické vyznamnosti (p-value) jsou

uvedeny v Tab. 14.
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Tab. 12: Korelace v ¢ase 4

korelace v ¢ase 4 r p
Zelezo se saturaci 0,85949 <0,0001
Zelezo s CRP -0,4751 <0,0001
zelezo s IL-6 -0,4081 0,0004
Zelezo se sTfR -0,25594 0,0312
transferrin s ferritinem -0,60499 <0,0001
transferrin se saturaci -0,42215 0,0002
transferrin s hemoglobinem 0,41645 0,0003
transferrin se sTfR 0,38287 0,001
transferrin s IL-6 -0,29878 0,0114
transferrin s CRP -0,28084 0,0177
ferritin se saturaci 0,42867 0,0002
ferritin se sTfR -0,27868 0,0186
sTfR se saturaci -0,41418 0,0003
sTfR s hemoglobinem 0,2531 0,0332
hepcidin s hemoglobinem 0,28463 0,0161
hepcidin s kreatininem -0,28495 0,016
hepcidin s cystatinem ¢ -0,2373 0,0463
saturace s CRP -0,32159 0,0062
saturace s IL-6 -0,2588 0,0293
hemoglobin s cystatinem c -0,44733 <0,0001
hemoglobin s kreatininem -0,24737 0,0375

V Case 5, tedy v ase 6 mésicl po transplantaci, pozitivné korelovalo Zelezo se
saturaci, ferritinem a hemoglobinem a negativné s CRP, sTfR a interleukinem-6.
Transferrin negativné koreloval s ferritinem, interleukinem-6, cystatinem c a saturaci a
pozitivné se sTfR a hemoglobinem. Ferritin pozitivné koreloval se saturaci a negativné se
sTfR. Solubilni transferrinové receptory negativné korelovaly se saturaci a pozitivné s
CRP a interleukinem-6. Hemoglobin negativné koreloval s cystatinem ¢, CRP, kreatininem
a interleukinem-6 a pozitivné se saturaci. Saturace negativné korelovala s CRP a
interleukinem-6 a hepcidin negativné koreloval s kreatininem.

Jednotlivé korelacni koeficienty a hodnoty statistické vyznamnosti (p-value) jsou

uvedeny v Tab. 15.
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Tab. 13 Korelace v ¢ase 5

korelace v ¢ase 5 r p
Zelezo se saturaci 0,93915 <0,0001
zelezo s CRP -0,53445 <0,0001
zelezo se sTfR -0,46863 0,0002
Zelezo s ferritinem 0,44104 0,0006
zelezo s hemoglobinem 0,39338 0,0025
Zelezo s IL-6 -0,36904 0,0047
transferrin s ferritinem -0,57175 <0,0001
transferrin s IL-6 -0,35042 0,0075
transferrin se sTfR 0,30192 0,0225
transferrin s hemoglobinem 0,26822 0,0437
transferrin s cystatinem c -0,26667 0,0449
transferrin se saturaci -0,26483 0,0465
ferritin se saturaci 0,59421 <0,0001
ferritin se sTfR -0,35938 0,006
sTfR se saturaci -0,56166 <0,0001
sTfR s CRP 0,32101 0,0149
SsTfR s IL-6 0,28485 0,0317
hemoglobin s cystatinem ¢ -0,48998 0,0001
hemoglobin s CRP -0,32805 0,0127
hemoglobin s kreatininem -0,29811 0,0243
hemoglobin se saturaci 0,28988 0,0287
hemoglobin s IL-6 -0,27175 0,0409
saturace s CRP -0,49061 0,0001
saturace s IL-6 -0,27616 0,0376
hepcidin s kreatininem -0,2644 0,0469

3.4.5.3 Repeated ANOVA

Pro zjisténi, zda se jednotlivé parametry metabolismu zeleza, zanétu Ci erythropoesy
néjak liSily v zavislosti na skupiné pacientl v Case, byla provedena také repeated
(opakovana) ANOVA. Pacienti byli rozdéleni podle pohlavi, typu dialyzy (hemodialyza,
peritonealni dialyza), etiologie chronického renalniho selhani, pfitomnosti opozdéné
funkce $tépu, rozvoje akutni rejekce stépu, podle typu imunosupresni IéCby a podle toho,
zda dostali pfed transplantaci indukéni 1é€bu. Jako Casové obdobi bylo uréeno Casové

obdobi mezi nabéry 0 a 4. Nabér ¢. 5 nebyl zahrnut do této analyzy, protoze pro tuto
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metodu je tfeba hodnotit pouze pacienty, ktefi maji vdechny nabéry ve v8ech Casech, coz
bylo spinéno pouze v obdobich 0 az 4.

Pro jednotlivé parametry byly nalezeny vyznamné rozdily pouze ve skupiné rozdélené
podle pohlavi, kdy u muzl byly hladiny sTfR vyznamné vySSi nez u zen, a ve skupiné
podle typu dialyzaéni 1é¢by (Obr. 14), kde hepcidin byl v ase vyznamné vysSi

u hemodialyzovanych pacient nez u peritonealné dialyzovanych pacientt (p=0,0499).
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Obr. 14: Repeated ANOVA-trend hepcidinu ve skupiné peritonealné dialyzovanych pacientt

a ve skupiné hemodialyzovanych pacienti. Grafy jsou znazornény jako priimér £ 95%

konfidenéni interval.
3.5 Diskuse

V prvni studii, kter& méla pilotni charakter, byla méfena hladina hepcidinu
u hemodialyzovanych pacientu. Nasim cilem bylo urcit asociace hepcidinu s jednotlivymi
parametry metabolismu Zeleza a zanétu. Zelezo negativné korelovalo se sTfR a CRP, coz
znamena, ze ¢im je vySSi zanét, tim vice je Zelezo ukryto v organismu, aby nemohlo byt
vyuzivano bakteriemi [95], tim vic ale chybi pro erythropoesu. Odpovidajici jsou
i negativni korelace ferritinu s transferrinem a pozitivni korelace transferrinu se sTfR.
Hepcidin vyznamné koreloval se Zelezem, transferrinem, solubilnimi transferrinovymi
receptory a saturaci transferrinu. Tyto korelace byly sice vyznamné, ale pouze stfedné
silné az slabé. Vzhledem k tomu, ze tvorba hepcidinu je podporovana zanétem [30], Cekali

jsme, Ze hladina hepcidinu bude korespondovat s hladinou CRP. To se vSak neprokazalo.
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Hepcidin v této studii nekoreloval ani s ferritinem, ktery je také povaZovan za pozitivni
protein akutni faze.

V druhé studii byla méfena také hladina hepcidinu u vétSiho souboru dialyzovanych
pacient. Nasim cilem bylo opét urc€it, jak spolu souvisi jednotlivé parametry metabolismu
Zeleza a zanétu. U celé skupiny pacientll shodné s prvni studii korelovalo Zelezo s CRP
a se solubilnimi transferrinovymi receptory, ve shodé s tim korelovalo také sIL-6. U
ferritinu, ktery je povazovan za marker zanétu, se oCekavalo, Ze bude reflektovat hladiny
CRP, to se v8ak nestalo, s IL-6 byla prokazana jen velmi slaba korelace, s hepcidinem
koreloval sice pofad vyznamné, ale jen velmi slabé.

Pacienti byli rozdéleni do skupin podle ¢asu jejich hemodialyzy na ranni, dopoledni
a vecerni podskupiny. Pfedpokladana korelace hepcidinu s ferritinem byla pouze v ranni
podskuping, byla sice vyznamna, ale slaba. Stfedné silna korelace hepcidinu s CRP se
hepcidinu ze vSech tfi podskupin, ale také nejmensSi pocCet zafazenych pacientd.
V dopoledni podskupiné jesté ferritin slabé koreloval s IL-6 — zde Slo o jedinou korelaci
mezi témito dvéma proteiny akutni faze. To by naznacovalo, ze ferritin neni u téchto
pacientl zcela vhodny marker zanétu a Ze jeho hladina je spiSe zvyS$ena v dusledku
nadbytku nevyuzZiteIného Zeleza v organismu. U ostatnich parametrl nenastala zadna
prekvapeni, chovaly se podle pfedpokladi — negativni korelace Zeleza a zanétlivych
markeru, zeleza a sTfR, ferritinu s transferrinem a vzajemna pozitivni korelace zanétlivych
markeru a Zeleza s ferritinem.

Druha studie naznacila, jak obtizné je hodnoceni hladin parametrd Zeleza
u dialyzovanych pacientll. Hladiny Zeleza a hepcidinu jsou za normalnich okolnosti
ovlivnény diurnalnim rytmem, navic oba parametry vykazuji intra- a interindividualni
variabilitu [23, 96, 97]. VSeobecné se pfedpoklada, Ze hladiny Zeleza jsou vySSi v rannich
hodinach nez v hodinach pozdéjSich [98, 99], objevily se ale i studie, které ukazaly bud
nejvyssi hladinu zeleza v odpolednich hodinach [100, 101], nebo prokazaly vyznamnou
variabilitu béhem dne, ale bez systematického trendu [102]. U hepcidinu se pfedpoklada,
Ze béhem dne koresponduje s hladinou Zeleza [70]. V nasi studii se vSak ukazal jen velmi
slabé vyjadfeny diurnalni rytmus hladin Zzeleza. U hemodialyzovanych pacientd by mohl
byt ovlivnén naruSenim pfirozeného rezimu den-noc v disledku hemodialyzacni [éCby
[103] a také substituCni 1éCbou preparaty zeleza a zasobami zeleza v organismu, a to
i presto, ze pacienti dva tydny pfed zahajenim studie nedostavali zadnou i.v. |éCbu
Zelezem.

Naproti tomu u hepcidinu byla diurnalni variabilita vyjadfena ponékud vyraznéji. Ve

studii, kterou provedl Ashby a kol. [93], vS8ak zadna diurnalni variabilita hepcidinu
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u hemodialyzovanych pacientt nalezena nebyla, u kontrolnich osob vSak ano. Je mozné,
Ze samotna dialyzacni procedura ma vliv jak na hladinu hepcidinu, tak na jeho diurnaini
variabilitu. Hladina hepcidinu muze byt také ovlivnéna jeho pomérné vysokou
intraindividualni variabilitou, ktera se pohybuje pfes 20% [94, 97], nékde dokonce aZ 85%
[96].

Hepcidin je velmi mala molekula, ma pouze 25 aminokyselin a molekulovou hmotnost
3 kDa. Proto by mél byt podle predpokladi eliminovan z organismu béhem dialyzy.
Studie, které se timto zabyvaly, vSak nepfinesly jednoznacné zavéry. Jedna studie
neprokazala zadnou eliminaci hepcidinu béhem dialyzy [93], dalSi ukazaly pokles
hepcidinu béhem dialyzy [104-107], nékde dokonce s navratem hladiny hepcidinu na
bazalni hodnotu po 1 hodiné [105] od ukonéeni dialyzy nebo setrvani na bazalni hladiné
do pfisti dialyzy [106]; jinde doslo kpoklesu hepcidinu jen u nékterych
hemodialyzovanych pacientd [108]. Vzhledem ktomu, ze eliminace hepcidinu
prostfednictvim dialyzy by mohl byt jeden z cil(i 1éEby, mohl by se vyzkum posunout i do
této oblasti. Zajimavy by byl jisté i pohled na to, jak interaguje hepcidin s rGznymi typy
dialyza¢nich membran. Takeé typ dialyzac¢ni I[é€by mze mit svij vliv na hladinu hepcidinu.
Repeated (opakovana) ANOVA provedena u tfeti studie ukazala, Zze u pacientl 1é€enych
peritonealni dialyzou byly hladiny hepcidinu v ¢asech 0, 1, 2, 3 a 4 vyznamné niz8i nez
u pacientd lé€enych hemodialyzou. Jiz dfive bylo ukazano, Ze u peritonealné
dialyzovanych a hemodialyzovanych pacientl se zachovanou rezidualni funkci ledvin byly
hladiny hepcidinu vyznamné niz§i nez u anurickych pacientd [109, 110], coz by
nasvédCovalo tomu, ze zachovana rezidualni funkce ledvin ma na hladinu hepcidinu
zasadni vliv. U transplantovanych pacientl ze treti studie byla primérna rezidualni renalni
funkce (hodnocena jako rezidualni diuresa) pfed transplantaci 907 ml (median 750 ml).
Zadna asociace s predtransplantaéni hladinou hepcidinu se v8ak neprokazala. Oproti
tomu se u nabérl 2, 4 a 5 prokazaly slabé, avSak statisticky vyznamné negativni korelace
hepcidinu s markery funkce ledvin (kreatinin, cystatin c). Tato korelace je opacna oproti
oCekavani, ze s poklesem kreatininu ¢i cystatinu ¢ v souladu se zlepSujici se funkci Stépu
bude zaroven klesat i hepcidin. Je mozné, ze erytropoetin, produkovany transplantovanou
ledvinou, stimuloval erytropoezu (rostl pocet ery i koncentrace hemoglobinu), a proto i
stoupala produkce hepcidinu.

NaSe studie ukazala, ze hladiny zanétlivych markert (CRP, IL-6, hepcidinu a ferritinu)
byly vyznamné vy38i u hemodialyzovanych pacientd nez u zdravych kontrol. Tyto
vysledKky jsou v souladu s dfive ziskanymi daty [111]. Tvorba hepcidinu je podporovana
pritomnosti zanétu. V nasi studii vSak hepcidin koreloval s ferritinem a IL-6 jen velmi

slab&. SkuteCnost, Ze tento vztah nebyl té€snéjSi, naznaluje, ze hladina hepcidinu
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u hemodialyzovanych pacientt neni ovlivnéna je zanétem, ale mozna i retenci hepcidinu
¢i vysokymi zasobami Zeleza. U pacientl s Crohnovou chorobou byla totiz prokazana
velmi silna asociace mezi hepcidinem a ferritinem a mezi hepcidinem a IL-6 [112].

Vysoké hladiny ferritinu maji také vliv na imunitni odpovéd hemodialyzovanych
pacientl na vakcinu proti chfipce. Ve studii, ktera byla provedena ve spolupraci s nasim
pracovistém, byl zkouman vztah metabolismu Zeleza a imunitni odpovédi na vakcinu proti
chfipce. U pacient s dobrou odpovédi na ockovani byly hladiny ferritinu vyznamné nizsi
(median 571 mg/l) nez u tzv. non-respondért (median 821 mg/l). Hladiny hepcidinu mezi
témito dvéma skupinami se nelisily [113].

U pacientl po transplantaci ledviny jsme pfedpokladali, ze hladiny ferritinu i hepcidinu
budou postupné klesat s tim, jak bude fungovat transplantovana ledvina, ktera zacne
produkovat erythropoetin, tudiz dojde ke zlepSeni erythropoesy. Navic odezni zanét
udrzovany chronickou dialyzou, coz povede k tomu, Ze zelezo se uvolni ze zasob a bude
se moci lépe utilizovat, a také prestane pravdépodobna retence hepcidinu v disledku
nastupujici funkce S$tépu. Skuteénost vSak byla takova, ze ferritin, ktery je povazovany za
ukazatel zasob zeleza v organismu, vykazal v prabéhu 6 mésicld jen mirnou sestupnou
tendenci. Hladina ferritinu vy$Si nez 500 mg/l se u dialyzovanych pacientl posuzuje jako
znamka nedostatku Zeleza v organismu (podle KDOQ/I). Procentualni zastoupeni
pacient s hladinou ferritinu vy$si nez 500 mgl/l, Cili s nedostatkem Zeleza v organismu,
bylo pfed transplantaci (odbér 0) 56,3%, den po transplantaci (odbér 1) 45,1%, tyden po
transplantaci (odbér 2) 56,3%, 2 tydny po transplantaci (odbér 3) 60,6%, 3 mésice po
transplantaci (odbér 4) 45,1% a 6 mésicl po transplantaci 49,1%. Podle naSich vysledku
jde stéle o tytéz pacienty. Ani u hepcidinu nedoS$lo k poklesu tak, jak jsme pfedpokladali.
Ani u skupiny pacientd s hladinou ferritinu vy$Si nez 500 mg/l nebyl zadny vyznamny
vztah mezi hladinami ferritinu a hepcidinu.

Jednim z dlvodu, pro¢ hladina hepcidinu po transplantaci neklesala, by mohl byt
ZlepSeny nutriéni stav pacientl. Ti ¢asto po transplantaci ledviny pfibydou na hmotnosti,
vétSinou jde ale o tuk a ne o svaly [114, 115]. Tukova tkan také produkuje hepcidin jako
odpovéd na systémovy zanét [116] i na zanét, probihajici pfimo v ni [117]. Spekuluje se
i 0 mozné dalSi regulaci hladiny hepcidinu, kterou ma na svédomi stres zpUsobeny
malnutrici [118]. Ten by mohl také pfispivat ke zvySené hladiné hepcidinu
v pfedtransplantaénim obdobi (i v obdobi hemodialyzy).

Hepcidin byl plvodné objeven jako peptid s antimikrobialnimi vlastnostmi, které
vykazoval jak proti plisnim a kvasinkdm (Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae,
Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger), tak proti bakteriim (Escherichia coli,

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus carnosus,
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Streptococcus skupiny B, Bacillus megaterium, Bacillus subtilis, Micrococcus luteus)
[21, 22]. AZ posléze se zjistilo, Ze hepcidin hraje kliCovou ulohu v regulaci metabolismu
Zeleza. Jeho cilovou molekulou je ferroportin, jediny dosud znamy exportér Zeleza
z buiky. Navazanim hepcidinu na ferroportin dojde k degradaci ferroportinu, ¢imz Zelezo
zUstava uzamcéeno uvnitf buriky a nemuize tak byt vyuZito pro tvorbu €ervenych krvinek.
Exprese hepcidinu je podporovana tvorbou zanétlivych cytokind, jako je IL-6.
Transplantace organu je pro organismus velka zatéz, musi byt potlacovana vlastni
imunita, aby nedochazelo k rejekci transplantované ledviny. Nabizi se otazka, zda
nezlstava hepcidin v ,trvalé pohotovosti“, aby se v organismu zabranilo vzniku infekce
tim, ze zelezo zlstava v burice uzaméeno i nadale. To, ze se podle vysledkl parového
znaménkového testu hladiny ferritinu vyznamné nezménily, by tomu nasvédc€ovalo. Mozny
je vznik zaCarovaného kruhu, kdy zelezo uzaviené v makrofazich indukuje expresi
zanétlivych cytokinu IL-6 a TNF-a, které indukuji expresi hepcidinu. Hepcidin se navaze
na ferroportin, ¢imz dojde k uzamdceni dalSiho zeleza v bunce [95].

Hepcidin se v organismu vyskytuje jak v bioaktivni formé o 25 aminokyselinach, tak ve
formach o 22 a 20 aminokyselinach. Ty maji zfejmé jen antimikrobialni funkci; hepcidin-20
se zvySoval u pacientl po akutnim infarktu myokardu [119]. Byly vSak detekovany jak
v modi, tak vséru [21, 22, 104]. Jak jiz bylo uvedeno vyse, stanoveni hepcidinu je
pomérné komplikované. Nejprve byl hepcidin-25 identifikovan v lidském séru metodou
hmotnostni spektrometrie [21]. Pak byl izolovan hepcidin-25 spole€né s hepcidinem-20
z mocCi metodou iontoménicové chromatografie a HPLC s reverzni fazi [22]. Prozatim neni
shoda na tom, jakd metoda je pro stanoveni hepcidinu nejlepsi. Navic jeho stanoveni neni
prozatim obecné rozSifené, protoze s sebou pfindsi fadu technickych komplikaci (nejen
pro to, ze hepcidin je velmi mala molekula a neni tedy sama o sobé& antigen, navic je
mezidruhové velmi podobnd, proto tvorba protilatky je slozita, ale také pro sloZitost izolace
hepcidinu z moci, kde se vyskytuje v komplexech; navic tyto metody jsou Casové
narocné). Nejprve se zdalo, Ze pro studovani metabolismu Zeleza bude vhodnéjsi
hepcidin izolovany z moci, protoze hepcidin v séru byl pro stavajici metody pod jejich
detekCnim limitem. Byly uspésSné vyvinuty metody pro jeho stanoveni v moc€i [3, 68],
takové stanoveni ale nejde pouzit anurickych pacientd. Pak byla vyvinuta metoda
SELDI-TOF-MS, ktera pomohla v detekci hepcidinu také u pacientd s renalnim selhanim
[108]. Nasledovaly dalSi metody stanoveni-LC-MS/MS [69] ¢€i mikro-HPLC-MS/MS
s izotopovou diluci [120], které jako interni standard pouzivaly hepcidinu nepodobny
peptid, coz s sebou neslo problémy s presnosti a reprodukovatelnosti. V dalSi praci byl
pro metodu LC-MS/MS pouzit uméle syntetizovany hepcidin jako standard a izotopové

znaceny hepcidin jako interni standard, pro pfitomnost endogenniho hepcidinu v lidském
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séru bylo jako matrix pouZito kraliCi sérum [73]. Mezi daldi problémy spojené se
stanovenim hepcidinu patfi nejednotnost v mezich detekce a v normalech. Skoro
desetinasobny rozdil v limitu detekce byl u stanoveni hepcidinu v mo¢i pomoci metod
SELDI-TOF a immunodot [33, 74]. Podobny rozdil byl i mezi stanovenimi metodou ELISA
[70] a radioimunoanalytickym stanovenim [93], a to 5 pg/l, resp. 0,5 pg/l. Také
u referenénich mezi neni situace jednoznaéna. U prvniho imunoanalytického stanoveni
byly hodnoty mezi 5. a 95. percentilem 29-254 pug/l u muzi a 18-288 ug/l u ZzZen,
u radioimunoanalytického byly normaly 2-55 ug/l u zdravych dobrovolnikd. U pacientu
s mirnym chronickym renalnim selhanim se normalni hodnoty hepcidinu pohybovaly
od 3,1 do 153,0 pg/l s medianem 26,5 ug/l, u dialyzovanych pacienti se normalni hodnoty
pohybovaly od 27,6 do 158,0 ug/l s medianem 58,5 ug/l. U jiné ELISA metody [107] byl
median hepcidinu u pacientl s chronickym renalnim selhanim 269,9 pg/l, u dialyzovanych
déti byl 652,4 ug/l a u zdravych dobrovolnikl byl 72,9 ug/l. Bez zajimavosti neni ani to, ze
v jedné studii [121] byla porovnana metoda ELISA s metodou SELDI TOF-MS a korelace
nebyla pfili§ vysoka (r=0,863, p=0,027). Tato korelace vSak byla provedena jen na
6 pacientskych vzorcich.

Ve v8ech 3 nasich studiich byl hepcidin méfen pomoci komeréné dostupnych ELISA
souprav — firmy Bachem UK a firmy DRG. U prvni studie na 40 hemodialyzovanych
pacientech byl median hepcidinu 141,9 pg/l a rozmezi mezi 5. a 95. percentilem 5,0-435,1
pa/l. U druhé studie, kde byli srovnavani hemodialyzovani pacienti a zdravi dobrovolnici,
byl median hepcidinu 21,2 ug/l u pacientu, resp. 10,4 ug/l u kontrol a rozmezi mezi 5. a
95. percentilem 3,2-98,5 ug/l, resp. 2,3-32,9 pg/l. U té&chto dvou studii byl hepcidin zméfen
stejnym setem firmy Bachem UK. U studie provedené na pacientech po transplantaci
ledviny byl hepcidin méfen pomoci ELISA soupravy firmy DRG. Mediany v jednotlivych
Casech byly nasledujici 58,3 pg/l, 54,3 pg/l, 62,6 pg/l, 58,0 ug/l, 64,0 ug/l, 60,1 ug/l
a rozmezi mezi 5. a 95. percentilem byly 25,5-119,1 ug/l, 27,4-101,3 ug/l, 29,0-98,7 ug/l,
28,7-109,3 pg/l, 26,6-136,5 pg/l a 27,2-115,7 pg/l. Ani naSe vysledky méfené stejnym
setem na podobné skupiné pacientd se neshoduji. V tomto bych vidéla jistou limitaci této
prace.

Dalsi limitaci této prace je ve studii na transplantovanych pacientech to, Ze u nich doslo
v pooperacnim obdobi vlivem krevnich ztrat a pfijmu infuznich roztokd k velkému
Lnharedéni“ plazmy. To ovlivnilo hladinu celkové bilkoviny, kde doSlo mezi nabéry pfed
transplantaci a po transplantaci k poklesu v medianech o 20 g/I. Takové nafedéni ale jisté
mohlo ovlivnit i hladinu dalSich parametrd, nejen celkové bilkoviny. Pacienti byli pfed
transplantaci dialyzovani na svych spadovych stfediscich, nepodafilo se vSak dohledat

Cas od posledni dialyzy k transplantaci, protoze tento Udaj se normalné neuvadi.
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Poté, co byla objasnéna funkce hepcidinu, zacala velka oCekavani slibnych vysledka.
Pro naplnéni jeho potencialu je vSak tfeba, aby byly dostatecné vyfeSeny preanalytické
a analytické aspekty jeho stanoveni. Uz ted je ale o hepcidin velky zajem nejen v oblasti
nefrologie a hematologie, ale i vjinych. Nahlizi se na n& jako na mozny ukazatel
kardiovaskularniho rizika u pacientek se syndromem polycystickych ovarii, a to zejména
u téch obéznich z divodu zanétu podporovaného tukovou tkani [122]. Hepcidin by také
mohl byt pouzivan jako jeden z ukazatell v prognostickém modelu pro vyvoj primarni
myelofibrosy [123]. Byl také stanovovan u pacientl s akutni exacerbaci plicni cystické
fibrosy, kde po podani systémové antibiotické terapie doslo k vyznamnému poklesu jeho
hladiny, vétSina pacientl ale i poté méla vyraznou hypoferrémii v disledku nedostate¢né
erythropoesy [124]. U novorozenctl s velmi nizkou porodni vahou by mohl slouzit i jako
jeden z dalSich markeru sepse [125]. Pomér hepcidin:ferritin by mohl v budoucnu slouzit
i jako ukazatel poSkozeni jaterni tkané v dasledku cirhosy jater, kde u pacientu trpicich
cirhosou byl tento pomér vyznamné snizeny v porovnani s kontrolni skupinou [126].
U pacientek s mentalni anorexii byly hladiny hepcidinu i ferritinu vyznamné zvySeny i pfes
nepritomnost zanétlivého stavu, poté co pacientky zacaly pfijimat potravu, ferritin
i hepcidin vyznamné poklesly. Je proto mozné, Ze existuje dalsi regulaéni mechanismus
pro tvorbu hepcidinu, ktery souvisi s se se stresem zplsobenym malnutrici. | proto by

mohl hepcidin slouZzit také jako ukazatel malnutrice [118].
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4 ZAVER

Bé&hem poslednich deseti let doSlo v disledku objeveni hepcidinu jako kliCového
regulatoru metabolismu zeleza k velkému posunu ve znalostech o metabolismu Zeleza.
Hepcidin se jevi jako velice slibna molekula, ktera by méla pomahat v posouzeni stavu
metabolismu Zeleza u pacientl s nejriznéjSimi chorobami. My jsme se v této praci
zaméfili na pacienty s terminalnim onemocnénim ledviny |é€ené hemodialyzou nebo
transplantaci ledviny, u kterych je pozorovana anémie a soucasné chronicky zanétlivy
stav, tedy faktory vyznamné ovliviujici produkci hepcidinu. Nasdim cilem bylo zhodnotit,
jakou roli hraje hepcidin v metabolismu Zeleza a jak se méni jednotlivé poméry
v metabolismu Zeleza u téchto pacientd.

Na naSem pracovisti jsme provedli celkem ftfi studie, kde jsme se zabyvali vztahem
hepcidinu a ukazatell zanétu, erythropoesy a parametrl metabolismu Zeleza u pacientt
s terminalnim onemocnénim ledviny.

Prvni studie byla pilotni a méla ukazat, jak spolu souvisi hepcidin a ostatni parametry
metabolismu Zeleza u 40 hemodialyzovanych pacientl. Zde byla prokazana slaba, avsak
vyznamna korelace hladiny hepcidinu s hladinou Zeleza, hladinou transferrinu, hladinou
solubilnich transferrinovych receptoru a se saturaci transferrinu.

Ve druhé studii byly porovnany parametry metabolismu Zeleza, ukazatele zanétu
a ukazatele erythropoesy u skupiny 164 hemodialyzovanych pacientd a u skupiny 37
kontrolnich osob bez postizeni ledvin. Zde bylo prokazano, ze hladiny zZeleza, transferrinu,
albuminu a hemoglobinu byly u skupiny pacientd vyznamné nizSi, zatimco hladiny
ferritinu, solubilnich transferrinovych receptorli, hepcidinu, CRP a IL-6 byly vyznamné
vy8Si nez u skupiny kontrolnich osob. Pacienti byli také rozdéleni do tfi podskupin podle
Casu, kdy podstoupili hemodialyzu, a to pro posouzeni vlivu diurnalniho rytmu Zeleza
a hepcidinu. U Zeleza byla patrna tendence nejvysSich hladin u pacientt dialyzovanych
v poledne, av8ak nebyla vyznamna. U hepcidinu byla diurnalni variabilita vyjadiena
mnohem silngji s nejvyS$simi hladinami u ranni podskupiny a s poklesem v pribéhu dne.
Ve skupiné pacientll i v podskupinach byly provedeny neparametrické korelace, které
ukazaly slabé az velmi slabé, avSak statisticky vyznamné korelace mezi parametry
metabolismu Zeleza a zanétu v celé skupiné pacienti. Zelezo pozitivné korelovalo
s ferritinem a negativné se sTfR, CRP a IL-6. Ferritin pozitivné koreloval s IL-6
a hepcidinem a negativné se sTfR. Transferrin negativné koreloval s IL-6. U kontrolni
skupiny nebyla nalezena zadna vyznamna korelace hepcidinu s ostatnimi biochemickymi

parametry. V podskupiné pacientl, ktefi absolvovali hemodialyzu v rannich hodinach,
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Zelezo pozitivné korelovalo s ferritinem a zaporné se sTfR a CRP, ferritin pozitivné
koreloval s hepcidinem a zaporné s transferrinem a IL-6 pozitivné koreloval s CRP
a zaporné s transferrinem. V podskupiné pacientu, ktefi prodélali hemodialyzu v poledne,
korelovalo Zelezo zaporné s CRP, IL-6 a sTfR, ferritin koreloval pozitivné s IL-6 a STfR
a negativné s transferrinem a IL-6 pozitivné koreloval s CRP. V podskupiné pacientu, ktefi
byli dialyzovani vecer, Zelezo pozitivné korelovalo s ferritinem a negativné se sTfR, ferritin
negativné koreloval se sTfR a CRP pozitivné koreloval s IL-6 a také s hepcidinem. U této
skupiny byly korelaéni koeficienty vysSi nez u pfedchozich dvou podskupin, je vSak tieba
podotknout, ze v této podskupiné bylo podstatné méné pacientll nez u podskupin ranni
a poledni.

Treti studie byla provedena na 71 pacientech, kterym byla transplantovana
kadaverosni ledvina. Tito pacienti byli sledovani pfed transplantaci (¢as 0), den po
transplantaci (€as 1), tyden po transplantaci (€as 2), 2 tydny po transplantaci (Cas 3),
3 mésice po transplantaci (Cas 4) a u téch, kde stép nebyl po 3 mésicich stabilni, také
6 mésicl po transplantaci (€as 5). Cilem bylo zhodnotit, jak se u téchto pacientd budou
meénit parametry metabolismu Zeleza, ukazatele zanétu a erythropoesy a jak se budou
tyto parametry liSit u skupin pacientt podle raznych kritérii.

Hladiny kreatininu, urey i cystatinu ¢ se po transplantaci podle olekavani snizily
a odhad glomerularni filtrace podle MDRD vzrostl. Hladiny erythrocytl, hemoglobinu,
hematokrit a stfedni objem erythrocytll se v €ase ménily, zmény byly dany pfedevs§im po
transplantaci tim, Ze u pacientd doslo ke krevnim ztratam a také pfijmu vét§iho mnozstvi
infuzi, jak doklada i pokles celkové bilkoviny v potransplantanim obdobi. Celkové vsak
doslo akorat k vyznamnému poklesu hladiny hemoglobinu a k poklesu stfedniho objemu
erythrocytu. Zmény v hladinach CRP a IL-6 mezi jednotlivymi ¢asovymi obdobimi byly
vyznamné, zejména v obdobi po transplantaci doslo k velkému zvySeni jejich hladin
zfejmé v dusledku zatéze pfi samotné transplantaci. Naopak zmény v hladinach hepcidinu
mezi jednotlivymi Casovymi obdobimi vyznamné nebyly. Za celé Casové obdobi vSak
nedoSlo k vyznamné zméné v hladinach CRP, IL-6 ¢&i hepcidinu. Ve v8ech parametrech
metabolismu Zeleza byly zmény mezi jednotlivymi Casovymi obdobimi vyznamné,
zejména v obdobi po transplantaci doslo k poklesu hladiny Zeleza zfejmé& v dusledku
krevnich ztrat pfi vykonu a v dusledku reakce organismu na zatéz. Za celé ¢asové obdobi
pak doSlo k vyznamnému vzestupu hladiny transferrinu a hladiny sTfR, u ostatnich
parametrll Zeleza k vyznamnému poklesu &i vzestupu hladiny nedoslo.

V Case 0, tedy v Case pfed transplantaci ledviny, silné vyznamné korelovalo zelezo se
saturaci, slaba korelace byla mezi Zelezem a ferritinem a Zelezem a hepcidinem.

Negativni stfedné silna vyznamna zavislost byla prokazana mezi zelezem a sTfR.
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Transferrin koreloval se saturaci, cystatinem c, interleukinem-6, ferritinem, CRP
a s hemoglobinem. Solubilni transferrinové receptory korelovaly negativné se saturaci
a slabé pozitivné s hemoglobinem, CRP a interleukinem-6. Ferritin vyznamné pozitivné
koreloval se saturaci a negativné s kreatininem a hepcidin slabé pozitivné koreloval se
saturaci. V Case 1, tj. vbrzkém Case po transplantaci pozitivhé korelovalo Zelezo se
saturaci a negativné se sTfR, CRP a interleukinem-6. Transferrin negativné koreloval se
saturaci a CRP a pozitivné se sTfR. Solubilni transferrinové receptory negativné
korelovaly se saturaci a pozitivné s hemoglobinem, CRP a interleukinem-6. Ferritin
pozitivné koreloval se saturaci a CRP a negativné s transferrinem. Hemoglobin negativné
koreloval se saturaci a pozitivné s CRP. Saturace negativné korelovala s CRP. V ¢ase 2,
tj. v Case 2 tydny po transplantaci pozitivné korelovalo zelezo se saturaci a ferritinem
a negativné se sTfR a CRP. Transferrin negativné koreloval se saturaci, CRP, ferritinem
a cystatinem c. Ferritin pozitivné koreloval se saturaci, interleukinem-6 a CRP. Solubilni
transferrinové receptory negativné korelovaly se saturaci a pozitivné s CRP, hemoglobin
negativné koreloval s interleukinem-6 a cystatinem c. Saturace pozitivné korelovala
s cystatinem ¢ a hepcidin negativhé koreloval s cystatinem c. V Case 3, tj. mésic
po transplantaci ledviny, korelovalo pozitivné Zelezo se saturaci a ferritinem a negativné
se sTfR a CRP. Transferrin negativhé koreloval s CRP, saturaci, interleukinem-6,
ferritinem a cystatinem c a pozitivné se sTfR. Ferritin pozitivné koreloval s interleukinem-
6, saturaci a CRP. Hemoglobin negativné koreloval s kreatininem, cystatinem ¢ a CRP.
Solubilni transferrinové receptory negativné korelovaly se saturaci, cystatinem c,
kreatininem a pozitivné s hemoglobinem a saturace pozitivné korelovala s cystatinem c.
V Case 4, tedy v Case 3 mésice po transplantaci, pozitivné korelovalo Zelezo se saturaci
a negativné s CRP, interleukinem-6 a sTfR. Transferrin negativné koreloval s ferritinem,
saturaci, interleukinem-6 a CRP a pozitivné s hemoglobinem a sTfR. Ferritin pozitivné
koreloval se saturaci a negativné se sTfR. Solubilni transferrinové receptory negativné
korelovaly se saturaci a pozitivné s hemoglobinem. Hepcidin pozitivné koreloval
s hemoglobinem a negativné s kreatininem a cystatinem c. Saturace transferrinu
negativné korelovala s CRP a interleukinem-6 a hemoglobin negativné koreloval
s cystatinem c a kreatininem. V Case 5, tedy v ¢ase 6 mésicu po transplantaci, pozitivné
korelovalo Zelezo se saturaci, ferritinem a hemoglobinem a negativhé s CRP, sTfR
a interleukinem-6. Transferrin negativné koreloval s ferritinem, interleukinem-6, cystatinem
¢ a saturaci a pozitivné se sTfR a hemoglobinem. Ferritin pozitivné koreloval se saturaci
a negativné se sTfR. Solubilni transferrinové receptory negativné korelovaly se saturaci

a pozitivné s CRP a interleukinem-6. Hemoglobin negativné koreloval s cystatinem c,
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CRP, kreatininem a interleukinem-6 a pozitivné se saturaci. Saturace negativné
korelovala s CRP a interleukinem-6 a hepcidin negativné koreloval s kreatininem.

Pro zjidténi, zda se jednotlivé parametry metabolismu Zeleza, zanétu &i erythropoesy
néjak liSily v zavislosti na skupiné pacientll v Case, byla provedena také repeated
(opakovana) ANOVA. Pacienti byli rozdéleni podle pohlavi, typu dialyzy (hemodialyza,
peritonealni dialyza), etiologie chronického renalniho selhani, pfitomnosti opozdéné
funkce &tépu, rozvoje akutni rejekce $tépu, podle typu imunosupresni 1éEby a podle toho,
zda dostali pfed transplantaci indukéni 1é€bu. Jako Casové obdobi bylo uréeno Casové
obdobi mezi nabéry 0 a 4. Pro jednotlivé parametry byly nalezeny vyznamné rozdily
pouze ve skupiné rozdélené podle pohlavi, kdy u muzud byly hladiny sTfR vyznamné vyssi
nez u zen, a ve skupiné podle typu dialyzaéni l1éCby, kde hepcidin byl v ase vyznamné
vyS$Si u hemodialyzovanych pacientl nez u peritonealné dialyzovanych pacientd.

Nase vysledky ukazaly, ze hodnoceni stavu metabolismu Zzeleza u pacientd
s terminalnim onemocnénim ledviny je pomérné obtizné. Oc&ekavali jsme, ze hepcidin,
povazovany i za jeden z markerl zanétu, bude kopirovat hladiny zanétlivych ukazateld,
jako jsou CRP a IL-6. Zaroven se pfedpokladalo, ze bude existovat zavislost mezi urovni
glomerularni filtrace nebo rezidualni funkce ledvin a hladinou hepcidinu. Hladiny hepcidinu
a zanétlivych markert byly sice vysSi u hemodialyzovanych pacientll ve srovnani
s kontrolnimi osobami, mezi témito parametry se ale jak u pacientd, tak u kontrol
neprokazala Zzadna vyrazna asociace; pokud existovala korelace, byla slaba.

Zda se, ze hladina hepcidinu u hemodialyzovanych pacient( je ovlivnéna celou fadou
faktor(, které na ni pusobi komplexné. UrCité mezi né patfi zanét, ktery ale mozna nema
nejzasadnéjsi vliv, dale tfeba i anémie, hypoxie, retence hepcidinu, tvorba hepcidinu
tukovou tkani pfi zlepSeni nutricniho stavu, snaha zabranit infekci, diurnalni variabilita
hepcidinu &i jeho intra-individualni variabilita.

VyzkouSeli jsme méfeni hepcidinu celkem dvéma komeréné dostupnymi ELISA sety.
Ty maji oproti méfeni hepcidinu pomoci chromatografickych metod a metod hmotnostni
spektrometrie vyhodu v tom, ze nekladou pfilis velké naroky na pfistrojové vybaveni
laboratore a také na erudici personalu. Nevyhodou pro stanoveni hepcidinu je jeho mala
velikost a mezidruhova podobnost, ¢imz je tvorba protilatky komplikovanégjSi. Od roku
2000, kdy byl hepcidin objeven, byl vSak ucinén velky pokrok v metodach pro jeho
stanoveni. Doposud vSak nejsou zcela dofeSeny nékteré preanalytické, analytické
a klinické aspekty. Az se podafi toto vyfeSit, bude teprve mozné opravdu fici, jak moc
uziteCny je hepcidin v posouzeni stavu metabolismu zZeleza v organismu. Snahy pro
zlepSeni této situace jisté budou silit, protoze uz nyni je hepcidin zkouman i v fadé jinych

oboru nez jen v nefrologii ¢i hematologii.
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6 SEZNAM ZKRATEK

ACD
Al
ANOVA
BMP
CIT
CKD
CREBH
CRP
DcytB
DMT
ELISA
ESA
FPN
FSGS
HCP1
HFE
HH
HIF
HIV
HLA
HPLC
HRE
ICAM
IFN

IL
IREs
IRIDA
IRPs
JAK
KDOQ/I
LC
LEAP
MDRD

anemia of chronic disease

anemia of inflammation

analysis of variance

bone morphogenetic protein

cold ischemia time

chronic kidney disease

cyclic AMP response element-binding protein H
C-reactive protein

duodenal cytochrom b-like ferrireductase
divalent metal transporter

enzyme linked immunosorbent assay
erythropoiesis stimulating agents
ferroportin

focal segmental glomerulosclerosis
heme carrier protein

hemochromatosis protein

hereditary hemochromatosis

hypoxia inducing factor

hemojuvelin

human leukocyte antigen

high performance liquid chromatography
hypoxia responsive element
inter-cellular adhesion molecule
interferon

interleukin

iron responsive elements

iron-refractory iron deficiency anemia
iron responsive proteins

Janus kinase

Kidney Disease Outcomes Quality Initiative
liquid chromatography

liver expressed antimicrobial peptide

modification of diet in renal disease
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MHC

NRAMP

NTBI

PRA

RNAI

RPGN
SELDI-TOF/MS

shRNA
STAT
STfR

TR

TGF
TMPRSS6
TNF

Usf2

UTR

major histocompatibility complex
natural-resistance-associated macrophage protein
non-transferrin bound iron

panel of reactive antibodies

RNA interference

rapidly progressive glomerulonephritis
surface-enhanced laser desorption/ionization - time-of-flight/mass
spectrometry

short hairpin RNA

signal transducer and activator of transcription
soluble transferrin receptor

transferrin receptor

transforming growth factor

transmembrane protease, serin 6

tumor necrosis factor

Upstream factor 2

untranslated region
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