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1 SOUHRN

Zelezo je dulezity biogenni stopovy prvek, ktery se v organismu vyznamné Géastni mnoha
bunécnych pochodu. Zarover se vSak diky svym vlastnostem muzZe u€astnit 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
uCastni 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 kliGovou roli v regulaci metabolismu zeleza. Cilem uc&inku hepcidinu je
ferroportin-jediny bunéény exportér zeleza. Exprese hepcidinu je snizovana anémii a hypoxii
a zvysovana nadbytkem Zeleza a zanétem.

Hemodialyzovani pacienti Casto trpi anémii, ktera je zplsobena mnoha faktory, napf.
nedostatecnou tvorbou erythropoetinu, chronickym zanétem, chronickym oxidacnim stresem,
krevnimi ztratami pfi hemodialyze Ci sniZzenou Zivotnosti Cervenych krvinek.

Na nasem pracovisti jsme provedli celkem tfi studie na pacientech s terminalnim
onemocnénim ledviny a naSim 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 pacientl s terminalnim
onemocnénim ledviny je pomérné obtizné. Oc&ekavali jsme, Ze hepcidin, povazovany i za
jeden z marker( zanétu, bude kopirovat hladiny zanétlivych ukazatelt, jako jsou CRP a IL-6.
Zaroven se predpokladalo, Zze bude existovat zavislost mezi urovni glomerularni filtrace nebo
rezidualni funkce ledvin a hladinou hepcidinu. Hladiny hepcidinu a zanétlivych markera byly
sice vySSi u hemodialyzovanych pacientd ve srovnani s kontrolnimi osobami, mezi témito
parametry se ale jak u pacientl, tak u kontrol neprokazala zadna vyrazna asociace; pokud
existovala korelace, byla slaba.

Zda se, ze hladina hepcidinu u hemodialyzovanych pacientl je ovlivnéna celou fadou
faktord, 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 Ci
jeho intra-individualni variabilita. V budoucnu bude také tfeba dofeSit preanalyticke,
analytické a klinické aspekty stanoveni hepcidinu. Az se podafi toto vyreSit, bude teprve
mozné opravdu fici, 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 obort nez jen v nefrologii ¢i hematologii.



2 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.



3 UvoD

Zelezo je nejrozsitensjsi prechodny prvek na Zemi, ktery lidstvo odnepaméti vyuziva jako
technicky nejvyznamné&jsi kov. Zelezo je ale také velice duleZity biogenni stopovy prvek,
ktery se vorganismu ucCastni celé fady bunénych pochodl, napf. pfenosu kysliku,
buné&ného dychani, bunétné proliferace a diferenciace €i regulace genové exprese a
modulace imunitniho systému. Zelezo je pfechodny prvek a mlze se tedy vyskytovat ve vice
mocenstvich, coz mu propdjéuje 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 miaze zavazné
podkodit 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, Zze volné Zelezo vyuzivaji
pro svUj rdst bakterie.

Regulace metabolismu Zeleza probiha na bunééné i na systémové urovni. Na bunécné
urovni je do regulace zapojen systém IRPs-IREs (Iron Responsive Proteins-lron Responsive
Element), ktery podle potfeby a aktualni hladiny Zeleza iniciuje tvorbu proteind, které vazou
Ci prenasi zelezo. Na systémové urovni se regulace metabolismu Zeleza uc€astni maly
peptidovy hormon slozeny z pouhych 25 aminokyselin, ktery se nazyva hepcidin. Cilem
pusobeni hepcidinu je molekula ferroportinu-jediného dosud znamého exportéru Zeleza
Z bunky; vazbou na ferroportin se zelezo nemuze exportovat a zlstava uzaméeno 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 — nedostatec¢nou tvorbou erythropoetinu nemocnymi ledvinami,
snizenou dobou pfezivani ¢ervenych krvinek v dusledku dialyza&ni procedury a chornického
oxida¢niho stresu, krevnimi ztratami pfi dialyze, retenci uremickych toxind inhibujicich
proliferaci bunék a také nevyuzitelnosti Zeleza v dusledku chronického zanétu. Chronicky
zanét totiz podnécuje tvorbu hepcidinu, ktery zpusobi uzaméeni Zzeleza v burikach 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 Ci
neonatologie. Velmi lakavé by bylo nalezeni cile pro moznou terapii anémii a zanétlivych

stavl a tim i zlepSeni kvality Zivota nemocnych.



4 HYPOTEZY A CILE PRACE

Vroce 2000 byl objeven peptid slozeny z 25 aminokyselin s antimikrobialnimi uc€inky
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 uplatriuje pfedevsim zanét, ktery tvorbu hepcidinu
zvySuje.

Anémie u pacientd s chronickym onemocnénim ledvin se vyskytuje pomérné cCasto.
Pri¢iny jejiho vzniku jsou rGzné, pfi¢emz hlavni roli hraje zifejmé nedostateéna produkce
erythropoetinu v disledku onemocnéni ledviny a zanét, ktery zaroven zplsobuje 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 vSak dostate¢né vyuzit.

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

V pilotni studii Hepcidin u hemodialyzovanych pacientd bylo hlavnim cilem predevsim
vyzkou$et 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 pacient bylo nasim cilem popsat
vzajemné vztahy hepcidinu, parametrli metabolismu Zeleza, zanétu a erythropoesy u vétsiho
souboru pacientll. Pfedpoklad byl ten, Ze pacienti, ktefi budou mit vysoky ferritin, ktery je
povazovan 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 pacientl se po transplantaci obnovi vlastni tvorba erythropoetinu, ¢imz se podstatné zlepSi
tvorba erythrocytd, zaroven ustoupi zanét, ktery prostfednictvim hepcidinu blokuje Zelezo
uvnitF bunék, a Zelezo se tak stane znovu vyuZzitelnym. Tim, Ze ustoupi zanét, by zaroven

méla poklesnout hladina hepcidinu.



5 MATERIAL A METODIKA

5.1 Pilotni studie Hepcidin u hemodialyzovanych pacientu
5.1.1 Pacienti

Do této studie bylo zafazeno 40 pacientt (22 muzd, 18 Zen) z programu chronické dialyzy
ve Fakultni nemocnici v Plzni. Byli ve véku 38-84 let (primérny vék 69+11let). Pacienti byli
zarazeni do chronického dialyzaéniho programu rizné dlouho — v rozpéti 4-208 mésicu,
primérné 46 mésicl. Pricina 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 jind nez vy3e zmifiované nebo byla jejich kombinaci a ve tfech pfipadech byla pfi¢ina

neodhalena. Pacienti nedostavali 14 dni pfed zapoCetim studie Zadné Zelezo i.v.
5.1.2 Kontroly

ProtoZe 3lo pouze o pilotni studii, nebyly provedeny Zadné analyzy kontrolnich osob.

Studie byla schvalena etickou komisi a pacienti podepsali informovany souhlas.
5.1.3 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, Itlie).
Solubilni transferrinové receptory (sTfR) byly zméfeny imunoturbidimetricky pomoci setu
TinaQuant® sTfR (Roche Diagnostics, Mannheim, Némecko) na analyzatoru AU 400

Beckman Coulter.
5.1.4 Statistika

Statisticka analyza byla provedena pomoci programu MedCalc (MedCalc Software,
Ostend, Belgie). Vysledky jsou vyjadieny jako median (interkvartilové rozpéti). Korelace

biochemickych parametrt byla provedena pomoci neparametrické Spearmanovy korelace.



5.2 Studie Hepcidin a ferritin u hemodialyzovanych pacientu
5.2.1 Pacienti

Do této studie bylo zafazeno 178 pacientld z program( chronické dialyzy ve Fakultni
nemocnici v Plzni a v dialyzanim stfedisku BBraun Avitum v Plzni. 14 pacientt bylo z této
studie nasledné vyfazeno z dlvodu probihajici infekce (vyfazovaci kritérium CRP > 30 mg/l).
Tim v souboru zbylo 164 pacientd, z toho 63 Zen a 101 muzl ve vékovém rozmezi 25-92 let
(pramérny vék 66 + 13 let). Pacienti byli zafazeni do chronického dialyzaéniho programu
rdznou dobu — v rozpéti 1-240 mésicl, v praméru 39 mésicl. Pri¢ina chronického renalniho
selhani byla v 71 pfipadech diabeticka nefropatie, ve 25 pfipadech tubularni intersticialni
nefropatie, v 18 pfipadech glomerulonefropatie, v 10 pfipadech 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 pri€iny. U 79 pacientd byla
dialyza zahajovana rano (ij. cca v 7 hodin), u 64 pacientt dopoledne (cca ve 12 hodin) a 21
pacientt bylo dialyzovano vecler (za¢atek cca v 18 hodin). 39 zen a 41 muzi mélo diabetes

mellitus. Pacienti nedostavali 14 dni pfed zapocetim studie zadné zelezo i.v.
5.2.2 Kontroly

Sledovali jsme také 40 zjevné zdravych kontrolnich dobrovolnych jedincl s normalni
funkci ledvin (hladina kreatininu pod 100 pmol/l), pro které jako vyluCovaci kritérium
Z hlediska mozné infekce platila hranice CRP>10 mg/I, ktera byla pfekroCena u 3 z nich. Do
souboru kontrolnich jedincl bylo tak zahrnuto 37 osob, z toho 21 Zen a 16 muz( ve véku 21-
92 let, primérné 55120 let. Vzorky byly u téchto osob odebirany v rannich hodinach.

Studie byla schvalena etickou komisi a pacienti i kontrolni osoby podepsali informovany

souhlas.
5.2.3 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 komercné dostupného
ELISA setu (Bachem, Merseyside, Velka Britanie) na analyzatoru NexGen Four (Adaltis,
Rim, ltalie), 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.



5.2.4 Statistika

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

Pro porovnani vysledkd mezi podskupinami pacientll podle €asu jejich hemodialyzy byl
proveden Kruskal-Wallistv test. Korelace biochemickych parametrd byla provedena pomoci

neparametrické Spearmanovy korelace.
5.3 Studie Hepcidin u pacientti po transplantaci ledviny
5.3.1 Design studie

V obdobi bfezen — fijen 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 pribézné 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 (pramérné 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,
pficemz 6 mésict po transplantaci probéhl odbér €. 5 u pacientl, kde byla funkce jejich
transplantovaného $tépu méné stabilni. Do nasdi 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 materiadlu podstoupilo celkem 71
pacientd. V odebraném biologickém materialu byla provedena stanoveni béznych
laboratornich parametr( (krevni obraz, renalni funkce, parametry metabolismu Zeleza,
celkova bilkovina, CRP) i specialnich vySetfeni (interleukin-6, hepcidin). Nasim cilem bylo

zZjistit, jak se méni jednotlivé parametry metabolismu Zeleza v €ase po transplantaci ledviny.
5.3.2 Pacienti

V souboru bylo celkem 71 pacientd, z toho 43 muzd a 28 Zen. Primérny vék muzu byl
56,3 let (median 58 let), pficemz nejmladSimu pacientovi bylo 33 let, nejstarSimu 83 let.
Pramérny vék Zen byl 55,1 let (median 59 let), nejmladsi pacientce bylo 28 let a nejstarSi 76
let. 58 pacientd bylo zafazeno v chronickém dialyzaénim programu, 12 pacientl bylo
dialyzovano pomoci peritonealni dialyzy a jedna pacientka byla ve stadiu predialyzy.
Prameérny pocCet mésich straveny na hemodialyze byl 31 mésici (median 24 mésicl),
minimalni doba zavislosti na hemodialyze byla 5 mésicl, nejdélSi doba byla 127 mésicu.
Etiologie chronického rendlniho selhani byla ve 28 pfipadech glomerulonefritida (tato

skupina zahrnuje chronickou glomerulonefritidu, membrandzni glomerulonefritidu, IgA
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glomerulonefritidu, fokalné segmentalni glomerulosklerosu (FSGS), rychle progredujici
glomerulonefritidu (RPGN), lupusovou nefritidu a ANCA asociovanou vaskulitidu), v 9
pfipadech tubularni intersticialni nefritidu (chronickd tubularni intersticialni nefritida,
chronicka pyelonefritida a toxicita cyklosporinu A), v 10 pfipadech polycystickou chorobu
ledvin, v 10 pfipadech nefrosklerézu, v 11 pfipadech diabetickou nefropatii a ve 3 pfipadech
vedly k selhani ledvin jiné dlvody (1 x obstrukéni uropatie a 2 x byly pfi€iny nejasné).

VSem pacientim byla transplantovana kadaverdzni ledvina. V 59 pfipadech Slo u pacientu
o prvni transplantaci, v 11 pfipadech o druhou transplantaci a u jedné pacientky Slo o treti
transplantaci.

Opozdénou funkci $tépu, tj. nutnost dialyzy i po transplantaci, mélo 34 pacientu ze 71.
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 pymol/l (u
22 pacientu), 38 pacientll mélo hladinu kreatininu v rozmezi 120-200 umol/l a u 11 pacientd

byla hladina kreatininu nad 200 umol/l.
5.3.3 Odbér biologického materialu a provedena stanoveni

Odbér biologického materialu byl proveden podle platnych doporuceni do odbérového
systému Vacuette. V centralnich laboratofich IKEM byla provedena béznym zpUsobem
stanoveni krevniho obrazu a renalnich funkci (kreatinin, mo€ovina) na analyzatorech firmy
Abbott. Pro specialni stanoveni byla srazliva i nesrazliva krev zcentrifugovana, sérum dci
plazma byly rozdéleny do jednotlivych alikvotd a zamrazeny. Po nasbirani urcitého poctu
vzorkll 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 pozdé&jsi
pouziti. Zde byla posléze provedena stanoveni parametrd metabolismu Zeleza (zelezo,
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) & 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 techniky s mySi monoklonaini protilatkou, na kterou se vazal bud
hepcidin ze vzorku, nebo biotinylovany hepcidin, ktery byl detekovan pomoci streptavidinu

znaceného kifenovou peroxidasou.
5.3.4 Statistika

Vysledky byly statisticky vyhodnoceny pomoci programu 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

znameénkovy test.

6 VYSLEDKY

6.1 Vysledky pilotni studie

Souhrnné vysledky jsou uvedeny v tabulce 1.

Tab. 1: Statisticka deskripce vysledku

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 (ug/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 (r=-0,425, p=0,0063) a CRP (r=-0,476, p=0,0019), ferritin negativné koreloval
s transferrinem (r=-0,383, p=0,0147), transferrin pozitivné koreloval se sTfR (r=0,33,
p=0,0374) a hepcidin vyznamné pozitivné koreloval se Zelezem (r=0,339, p=0,0321)
a saturaci Zeleza (r=0,421, p=0,0076) a negativné s transferrinem (-0,399, p=0,0107)
a se sTiR (-0,369, p=0,0076).

6.2 Vysledky studie Hepcidin a ferritin u hemodialyzovanych pacientt

Souhrnné vysledky jsou uvedeny v tabulce 2. Hladiny zeleza, transferrinu, albuminu
a hemoglobinu byly u skupiny pacientd 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

vySSi nez u skupiny kontrolnich osob.



Tab. 2: Deskriptivni statistika skupiny dialyzovanych pacientt 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
(a/h) 104 - 121** | 104 -121 107 — 122 103 - 116 133 - 148
hepcidin 21,2 32,1 18,8 9,6 10,4
p=0,0003
(ngll) 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
(ng/l) 3,0-8,0 4,2-85 2,3-6,7 2,6-8,0 0,7-1,8
albumin 40,9 39,8 42,4 40,3 47,9
p<0,0001
(gl 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 11,1 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
(g 152-198 | 1,43-188 | 1,65-2,10 | 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) 2,25-3,87 | 2,34-3,78 | 2,18-3,83 | 2,34-4,24 | 2,32-3,19
* median

** interkvartilové rozpéti

***statisticka vyznamnost mezi skupinou hemodialyzovanych pacientd a skupinou zdravych kontrol

Protoze je znama diurnaini variabilita koncentrace jak Zeleza, tak hepcidinu [1, 2], byla
skupina pacient rozdélena do tfi podskupin podle €asu jejich hemodialyzy na podskupiny
ranni, poledni a veCerni. Hladiny Zeleza vykazovaly tendenci k diurnalni variabilité, avSak
nesignifikantné. Oproti tomu hladiny hepcidinu diurnalni variabilitu vykazovaly pomérné

zietelné. Hladiny ferritinu nevykazovaly diurnalni variabilitu vibec (Obr. 1).
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Obr. 1: Diurnalni variabilita hepcidinu, ferritinu a Zeleza. Vyjadreno ve formé krabicovych grafu.

Ve skupiné pacientd i v podskupinach byly provedeny neparametrické korelace. Ty
ukazaly slabé az velmi slabé, avSak statisticky vyznamné korelace mezi parametry
metabolismu Zeleza a zanétu vcelé skupiné pacientd. Zelezo pozitivné korelovalo
s ferritinem (r=0,31, p=0,0001) a negativné se sTfR (r=-0,42, p<0,0001), CRP (r=-0,37,
p<0,0001) a IL-6 (r=-0,25, p=0,001). Ferritin pozitivné koreloval s IL-6 (r=0,18, p=0,02)
a hepcidinem (r=0,13, p=0,02) a negativné se sTfR (r=-0,26, p=0,001). Transferrin negativné
koreloval s IL-6.(r=-0,26, p=0,0006) U kontrolni skupiny nebyla nalezena Zadna vyznamna
korelace hepcidinu s ostatnimi biochemickymi parametry.

V podskupiné pacientl, ktefi absolvovali hemodialyzu v rannich hodinach, Zzelezo
pozitivné korelovalo s ferritinem (r=0,32, p<0,01) a zaporné se sTfR (r=-0,38, p<0,001)
a CRP (r=-0,31, p=0,005), ferritin pozitivné koreloval s hepcidinem (r=0,28, p=0,01)
a zaporné s transferrinem (r=-0,34, p<0,01) a IL-6 pozitivné koreloval s CRP (r=0,37,
p<0,005) a zaporné s transferrinem (r=-0,35, p<0,005).

V podskupiné pacientd, ktefi prodélali hemodialyzu v poledne, korelovalo zelezo zaporné
s CRP (r=-0,49, p<0,0001), IL-6 (r=-0,3, p=0,01) a sTfR (r=-0,26, p<0,05), ferritin koreloval
pozitivné s IL-6 (r=0,36, p<0,005) a sTfR (r=-0,42, p=0,0005) a negativné s transferrinem (r=-
0,34, p<0,01) a IL-6 pozitivné koreloval s CRP (r=0,34, p<0,01).

V podskupiné pacientl, ktefi byli dialyzovani vecer, Zelezo pozitivné korelovalo
s ferritinem (r=0,49, p<0,05) a negativné se sTfR (r=-0,7, p<0,001), ferritin negativné
koreloval se sTfR (r=-0,53, p<0,05) a CRP pozitivné koreloval s IL-6 (r=0,62, p<0,005) a také
s hepcidinem (r=0,59, p<0,005). U této skupiny byly korelaéni koeficienty vys$Si nez
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u pfedchozich dvou podskupin, je vSak tfeba podotknout, ze v této podskupiné bylo

podstatné méné pacientl nez u podskupin ranni a poledni.
6.3 Vysledky studie Hepcidin u pacientti po transplantaci ledviny

6.3.1 Statisticka deskripce, vyvoj v ¢ase, zména mezi ¢asem 1 — 4 a grafy

vyvoje jednotlivych analyti

Statisticka deskripce hladin méfenych parametrd v jednotlivych Casech je uvedena

v tabulce 3.
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Tab. 3: Statisticka deskripce hladin méfenych parametri 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/] 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 2,07-5,40 2,05-4,51 1,72-2,48 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
[a/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 2,9 1,6 2,0
[ng/] 1,4-44 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
[ng/] 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
[no/l] 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
[g/1] 1,62-2,17  1,2-1,59 1,35-1,86  1,51-2,08  1,78-230  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 3,60
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
[mg/l]

*median ** interkvartilové rozpéti
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Podle vysledkl Friedmanovy anovy byly zmény v hladinach kreatininu, urey, cystatinu c
i MDRD mezi jednotlivymi ¢asovymi obdobimi vyznamné (p <0.000001). Podle parového
znaménkového testu doSlo mezi ¢asy 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.

Zmény v poctu erythrocytll, hladinach hemoglobinu, v hematokritu i ve stfednim objemu
erythrocytd byly mezi jednotlivymi ¢asovymi obdobimi vyznamné (p <0.000001). Zejména
v obdobi po transplantaci doSlo k velkému poklesu poctu erythrocytli, hemoglobinu
i hematokritu v disledku krevnich ztrat pfi vykonu a v dasledku pfijmu vét§iho mnozstvi
tekutin. Podle parového znaménkového testu vS8ak mezi ¢asy 0, tedy pfed transplantaci
ledviny, a 4, tedy 3 mésice po transplantaci ledviny, k vyznamnému poklesu nebo vzestupu
poctu erythrocytl a hemotokritu nedoslo, doSlo vSak k vyznamnému poklesu hemoglobinu
(p=0,0385) a k poklesu stfedniho objemu erythrocytu (p<0,0001).

Zmény v hladinach CRP a IL-6 mezi jednotlivymi ¢asovymi obdobimi byly vyznamné (p
<0,000001), zejména v obdobi po transplantaci doslo k velkému zvySeni jejich hladin zfejmé
v disledku zatéze pfi samotné transplantaci. Naopak zmény v hladinach hepcidinu mezi
jednotlivymi ¢asovymi obdobimi vyznamné nebyly.

Podle parového znaménkového testu vSak mezi €asy 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.

Zmeény v hladinach celkové bilkoviny byly mezi jednotlivymi €asovymi obdobimi vyznamné
(p <0.000001). V obdobi pfed transplantaci byli pacienti dialyzovani, bohuZzel ale nevime, jak
dlouho pfed vykonem se tak stalo. Jak ukazuje Obr. 2, vyznamné vysS$i hladinu celkové
bilkoviny pfed transplantaci méli hemodialyzovani pacienti, u pacientll 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 dasledku krevnich ztrat pfi vykonu a v dusledku pfijmu vétSiho mnozstvi
tekutin. Podle parového znaménkového testu doSlo mezi Casy 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. 2: Trend celkové bilkoviny v ¢ase (vlevo) a trend celkové bilkoviny v ¢ase podle typu
dialyzy (vpravo)

Podle vysledkd Friedmanovy anovy byly zmény ve vSech parametrech metabolismu
Zeleza mezi jednotlivymi Casovymi 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 dusledku
krevnich ztrat pfi vykonu a v disledku reakce organismu na zatéz. Pokles hladiny
transferrinu v obdobi po transplantaci muze souviset také s tim, ze transferrin je negativni
akutni marker, postupné zvySovani hladiny transferrinu pravdépodobné souvisi s celkovym
zlepSovanim stavu pacientu, a to v€etné vyzivy.

Podle parového znaménkového testu dodlo mezi €asy 0, tedy pfed 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 parametrd Zzeleza k vyznamnému poklesu €i

vzestupu hladiny nedoslo.

6.3.2 Korelace parametri metabolismu Zzeleza 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 (r=0,92475, p<0,0001), slaba korelace byla mezi Zelezem a ferritinem (r=0,335,
p=0,0043) a zelezem a hepcidinem (r=0,2465, p=0,0382). Negativni stfedné silna vyznamna
zavislost byla prokazana mezi zelezem a sSTfR (r=-0,53676, p p<0,0001). Transferrin
koreloval se saturaci (r=-0,44101, p=0,0001), cystatinem c¢ (r=-0,37015, p=0,0015),
interleukinem-6 (r=-0,33735, p=0,004), ferritinem (r=-0,32903, p=0,0051), CRP (r=-0,23469,
p=0,0488) a s hemoglobinem (r=0,25484, p=0,032). Solubilni transferrinové receptory
korelovaly negativné se saturaci (r=-0,52512, p<0,0001) a slabé pozitivné s hemoglobinem
(r=0,26351, p=0,0264), CRP (r=0,26367, p=0,0263) a interleukinem-6 (r=0,24789,
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p=0,0371). Ferritin vyznamné pozitivné koreloval se saturaci (r=0,4186, p=0,0003)
a negativné s kreatininem (r=-0,29099, p=0,0138) a hepcidin slabé pozitivné koreloval se
saturaci (r=0,25712, p=0,0304).

V €ase 1, tj. vbrzkém Case po transplantaci, pozitivhé korelovalo Zelezo se saturaci
(r=0,91905, p p<0,0001) a negativné se sTfR (r=-0,34923, p=0,0028), CRP
(r=-0,43782, p=0,0001) a interleukinem-6 (r=-0,28667, p=0,0154). Transferrin negativné
koreloval se saturaci (r=-0,36962, p=0,0015) a CRP (r=-0,2417, p=0,0423) a pozitivnhé se
sTfR (r=0,32761, p=0,0053). Solubilni transferrinové receptory negativné korelovaly se
saturaci (r=-0,40379, p=0,0005) a pozitivnhé s hemoglobinem (r=0,30429, p=0,0099), CRP
(r=0,293, p=0,0131) a interleukinem-6 (r=r=0,26355, p=0,0264). Ferritin pozitivhé koreloval
se saturaci (r=0,2275, p=0,0564) a CRP (r=0,26412, p=0,026) a negativné s transferrinem
(r=-0,29579, p=0,0123). Hemoglobin negativné koreloval se saturaci (r=0,31696, p=0,0071)
a pozitivné s CRP (r=0,30879, p=0,0088). Saturace negativné korelovala s CRP
(r=-0,32571, p=0,00586).

V Case 2, tj. vCase 2 tydny po transplantaci pozitivné korelovalo Zelezo se saturaci
(r=0,89909, p=0,0001) a ferritinem (r=0,2485, p=0,0366) a negativné se STfR
(r=-0,4816, p=0,0001) a CRP (r=-0,2744, p=0,0206). Transferrin negativné koreloval se
saturaci (r=-0,441, p=0,0001), CRP (r=-0,43423, p=0,0002), ferritinem (r=-0,34663,
p=0,0031) a cystatinem c¢ (r=-0,26179, p=0,0274). Ferritin pozitivné koreloval se saturaci
(r=0,34619, p=0,0031), interleukinem-6 (0,32224, p=0,0061) a CRP (r=0,24153, p=0,0424).
Solubilni transferrinové receptory negativné korelovaly se saturaci (r=-0,51853, p<0,0001) a
pozitivné s CRP (r=0,3029, p=0,0102), hemoglobin negativné koreloval s interleukinem-6
(r=-0,29949, p= 0,0112) a cystatinem c (r=-0,2435, p=0,0407). Saturace pozitivné korelovala
s cystatinem c¢ (r=0,25119, p=0,0346) a hepcidin negativné koreloval s cystatinem ¢
(r=-0,23688, p=0,0467).

V €ase 3, tj. mésic po transplantaci ledviny, korelovalo pozitivné Zelezo se saturaci
(r=0,88924, p p<0,0001) a ferritinem (r=0,30996, p=0,0085) a negativné se sTfR (r=-0,38457,
p=0,0009) a CRP (r=-0,31679, p=0,0071). Transferrin negativné koreloval s CRP
(r=-0,47695, p<0,0001), saturaci (r=-0,34908, p=0,0028), interleukinem-6 (r=-0,33376,
p=0,0044), ferritinem (r=-0,28635, p=0,0155) a cystatinem c (r=-0,23934, p=0,0444)
a pozitivné se sTfR (r=0,33991, p=0,0037). Ferritin pozitivné koreloval s interleukinem-6
(r=0,43151, p=0,0002), saturaci (r=0,36773, p=0,0016) a CRP (r=0,33238, p=0,0046).
Hemoglobin negativhé koreloval s kreatininem (r=-0,30649, p=0,0093), cystatinem c
(r=-0,29346, p=0,013) a CRP (r=-0,26008, p=0,0285). Solubilni transferrinové receptory
negativné korelovaly se saturaci (r=-0,49854, p<0,0001), cystatinem c (r=-0,40244,
p=0,0005), kreatininem (r=-0,34844, p=0,0029) a pozitivné s hemoglobinem (r=0,30887,
p=0,0088) a saturace pozitivné korelovala s cystatinem c (r=0,26485, p=0,0256).
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V Case 4, tedy v Case 3 mésice po transplantaci, pozitivné korelovalo Zelezo se saturaci
(r=0,85949, p<0,0001) a negativné s CRP (r=-0,4751, p<0,0001), interleukinem-6 (r=-0,4081,
p=0,0004) a sTfR (r=-0,25594, p=0,0312). Transferrin negativnhé koreloval s ferritinem
(r=-0,60499, p<0,0001), saturaci (r=-0,42215, p=0,0002), interleukinem-6 (r=-0,29878,
p=0,0114) a CRP (r=-0,28084, p=0,0177) a pozitivné s hemoglobinem (r=0,41645, p=0,0003)
a sTfR (r=0,38287, p=0,001). Ferritin pozitivhé koreloval se saturaci (r=0,42867, p=0,0002) a
negativné se sTfR (r=-0,27868, p=0,0186). Solubilni transferrinové receptory negativné
korelovaly se saturaci (r=-0,41418, p=0,0003) a pozitivné s hemoglobinem (r=0,2531,
p=0,0332). Hepcidin pozitivné koreloval s hemoglobinem (r=0,28463, p=0,0161) a negativné
s kreatininem (r=-0,28495, p=0,016) a cystatinem c¢ (r=-0,2373, p=0,0463). Saturace
transferrinu negativné korelovala s CRP (r=-0,32159, p=0,0062) a interleukinem-6
(r=-0,2588, p=0,0293) a hemoglobin negativné koreloval s cystatinem c (r=-0,44733,
p<0,0001) a kreatininem (r=-0,24737, p=0,0375).

V Case 5, tedy v ase 6 mésicu po transplantaci, pozitivhé korelovalo Zelezo se saturaci
(r=0,93915, p<0,0001), ferritinem (r=0,44104, p=0,0006) a hemoglobinem (r=0,39338,
p=0,0025) a negativné s CRP (r=-0,53445, p<0,0001), sTfR (r=-0,46863, p=0,0002)
a interleukinem-6 (r=-0,36904, p=0,0047). Transferrin negativné koreloval s ferritinem
(r=-0,57175, p<0,0001), interleukinem-6 (r=-0,35042, p=0,0075), cystatinem c (r=-0,26667,
p=0,049) a saturaci (r=-0,26483, p=0,0465) a pozitivné se sTfR (r=0,30192, p=0,0225)
a hemoglobinem (r=0,26822, p=0,0437). Ferritin pozitivné koreloval se saturaci (r=0,59421,
p<0,0001) a negativné se sTfR (r=-0,35938, p=0,006). Solubilni transferrinové receptory
negativné korelovaly se saturaci (r=-0,56166, p<0,0001) a pozitivné s CRP (r=0,32101,
p=0,0149) a interleukinem-6 (r=0,28485, p=0,0317). Hemoglobin negativné koreloval
s cystatinem c¢ (r=-0,48998, p=0,0001), CRP (r=-0,32805, p=0,0127), kreatininem
(r=-0,29811, p=0,0243) a interleukinem-6 (r=-0,27175, p=0,0409) a pozitivné se saturaci
(r=0,28988, p=0,0287). Saturace negativné korelovala s CRP (r=-0,49061, p=0,0001)
a interleukinem-6 (r=-0,27616, p=0,0376) a hepcidin negativné koreloval s kreatininem
(r=-0,2644, p=0,0376).

6.3.3 Repeated ANOVA

Pro zjisténi, zda se jednotlivé parametry metabolismu Zeleza, zanétu Ci erythropoesy
néjak liSily v zavislosti na skupiné pacientd 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
Stépu, rozvoje akutni rejekce Stépu, podle typu imunosupresni 1éEby a podle toho, zda dostali
pfed transplantaci indukéni lé€bu. Jako Casové obdobi bylo uréeno Casové obdobi mezi

nabéry 0 a 4. 5. Nabér nebyl zahrnut do této analyzy, protoze pro tuto metodu je tfeba
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hodnotit pouze pacienty, ktefi maji vSechny nabéry ve vSech €asech, coz bylo splnéno pouze
v obdobich 0 az 4.

Pro jednotlivé parametry byly nalezeny vyznamné rozdily pouze ve skupiné rozdélené
podle pohlavi, kdy u muzd byly hladiny sTfR vyznamné vyS$Si nez u Zen, a ve skupiné podle

typu dialyzacni 1éCby (Obr. 3), kde hepcidin byl v ¢ase vyznamné vySSi u hemodialyzovanych
pacientl nez u peritonealné dialyzovanych pacientu (p=0,0499).
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Obr. 3: Repeated ANOVA-trend hepcidinu ve skupiné peritonealné dialyzovanych pacientd a ve
interval.

skupiné hemodialyzovanych pacientii. Grafy jsou znazornény jako priameér * 95% konfiden¢éni
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7 DISKUSE

V prvni studii, ktera méla pilotni charakter, byla méfena hladina hepcidinu
u hemodialyzovanych pacientd. Nasim cilem bylo urcit asociace hepcidinu s jednotlivymi
parametry metabolismu Zeleza a zanétu. Zelezo negativné korelovalo se sTfR a CRP, coZ
znamena, Ze Cim je vySSi zanét, tim vice je Zelezo ukryto v organismu, aby nemohlo byt
vyuzivano bakteriemi [3], 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 [4], ¢ekali jsme, Ze hladina
hepcidinu bude korespondovat s hladinou CRP. To se vSak neprokazalo. 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
pacientd. Nasim cilem bylo opét urcit, jak spolu souvisi jednotlivé parametry metabolismu
zeleza a zanétu. U celé skupiny pacient shodné s prvni studii korelovalo zelezo s CRP a se
solubilnimi transferrinovymi receptory, ve shodé s tim korelovalo také s IL-6. U ferritinu, ktery
je povazovan za marker zanétu, se ocekavalo, ze bude reflektovat hladiny CRP, to se vsak
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 Casu 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
objevila u vecerni poskupiny pacientli, kde byla také zarover nejnizSi hodnota medianu
hepcidinu ze vSech tfi podskupin, ale také nejmensi pocet zafazenych pacientu. V dopoledni
podskupingé jesté ferritin slabé koreloval s IL-6 — zde Slo o jedinou korelaci mezi té€mito
dvéma proteiny akutni faze. To by naznacovalo, Ze ferritin neni u téchto pacientl zcela
vhodny marker zanétu a Ze jeho hladina je spiSe zvySena v dusledku nadbytku
nevyuzitelného Zeleza v organismu. U ostatnich parametri nenastala zadna prekvapeni,
chovaly se podle predpokladi — negativni korelace Zeleza a zanétlivych marker(, Zeleza
a sTfR, ferritinu s transferrinem a vzajemna pozitivni korelace zanétlivych markert a Zeleza
s ferritinem.

Druha studie naznacila, jak obtiZzné je hodnoceni hladin parametrd Zeleza u dialyzovanych
pacientl. Hladiny Zeleza a hepcidinu jsou za normalnich okolnosti ovlivnény diurnalnim
rytmem, navic oba parametry vykazuji intra- a interindividualni variabilitu [5-7]. VSeobecné
se pfedpoklada, Ze hladiny Zeleza jsou vySSi v rannich hodinach nez v hodinach pozdéjsich

[8, 9], objevily se ale i studie, které ukazaly bud nejvySSi hladinu Zeleza v odpolednich
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hodinach [10, 11], nebo prokazaly vyznamnou variabilitu b&hem dne, ale bez systematického
trendu [12]. U hepcidinu se predpoklada, Zze béhem dne koresponduje s hladinou Zeleza [13].
V naSi studii se v8ak ukazal jen velmi slabé vyjadieny diurnalni rytmus hladin Zeleza.
U hemodialyzovanych pacient by mohl byt ovlivnén narusenim pfirozeného rezimu den-noc
v dusledku hemodialyzaéni IéCby [14] a také substitu¢ni IéCbou preparaty Zeleza a zasobami
Zeleza v organismu, a to i pfesto, Zze pacienti dva tydny pfed zahajenim studie nedostavali
Zzadnou i.v. 1éCbu Zelezem.

Naproti tomu u hepcidinu byla diurnalni variabilita vyjadiena ponékud vyraznéji. Ve studii,
kterou provedl Ashby a kol. [1], vSak Zzadna diurnalni variabilita hepcidinu
u hemodialyzovanych pacientl nalezena nebyla, u kontrolnich osob v8ak ano. Je mozné, ze
samotna dialyzaCni procedura ma vliv jak na hladinu hepcidinu, tak na jeho diurnalni
variabilitu. Hladina hepcidinu mize byt také ovlivnéna jeho pomérmé vysokou
intraindividualni variabilitou, ktera se pohybuje pfes 20% [2, 7], nékde dokonce az 85% [6].

Hepcidin je velmi mala molekula, ma pouze 25 aminokyselin a molekulovou hmotnost
3 kDa. Proto by mél byt podle pfedpokladi eliminovan z organismu béhem dialyzy. Studie,
které se timto zabyvaly, v3ak nepfinesly jednoznacné zavéry. Jedna studie neprokazala
zadnou eliminaci hepcidinu béhem dialyzy [1], dalSi ukazaly pokles hepcidinu béhem dialyzy
[15-18], nékde dokonce s navratem hladiny hepcidinu na bazalni hodnotu po 1 hodiné [16]
od ukonceni dialyzy nebo setrvani na bazalni hladiné do pfisti dialyzy [17]; jinde doSlo
k poklesu hepcidinu jen u nékterych hemodialyzovanych pacientl [19]. Vzhledem k tomu, ze
eliminace hepcidinu prostfednictvim dialyzy by mohl byt jeden z cilG Ié€by, mohl by se
vyzkum posunout i do této oblasti. Zajimavy by byl jisté i pohled na to, jak interaguje hepcidin
s riznymi typy dialyzaénich membran. Také typ dialyza¢ni 1éEby muze mit svij vliv na
hladinu hepcidinu. Repeated (opakovana) ANOVA ukazala, Zze u pacientl léCenych
peritonealni dialyzou byly hladiny hepcidinu v ¢asech 0, 1, 2, 3 a 4 vyznamné niz8i nez
u pacientt Ié€enych hemodialyzou. Jiz dfive bylo ukazano, Ze peritonealné dialyzovanych
a hemodialyzovanych pacientll se zachovanou rezidualni funkci ledvin byly hladiny hepcidinu
vyznamné niz8i nez u anurickych pacientd [20, 21], coz by nasvédCovalo tomu, Ze
zachovana rezidualni funkce ledvin ma na hladinu hepcidinu zasadni vliv.
U transplantovanych pacientl ze treti studie byla primérna rezidualni renaini funkce pfed
transplantaci 907 ml (median 750 ml). Zadna asociace s predtransplantaéni hladinou
hepcidinu se vSak 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, Zze s poklesem kreatininu &i cystatinu c
v souladu se zlepSujici se funkci $tépu bude zaroven klesat i hepcidin.

NasSe studie ukazala, Ze hladiny zanétlivych markert (CRP, IL-6, hepcidinu a ferritinu) byly

vyznamné vyS$Si u hemodialyzovanych pacientl nez u zdravych kontrol. Tyto vysledky jsou
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v souladu s dfive ziskanymi daty [22]. Tvorba hepcidinu je podporovana pfitomnosti zanétu.
V nasi studii vSak hepcidin koreloval s ferritinem a IL-6 jen velmi slabé. Skute¢nost, Ze tento
vztah nebyl tésnéjsi, naznacuje, Ze hladina hepcidinu u hemodialyzovanych pacientd neni
ovlivnéna je zanétem, ale mozna i retenci hepcidinu & vysokymi zasobami Zeleza.
U pacientd s Crohnovou chorobou byla totiz prokazana velmi silna asociace mezi
hepcidinem a ferritinem a mezi hepcidinem a IL-6 [23].

Vysoké hladiny ferritinu maji také vliv na imunitni odpovéd hemodialyzovanych pacientd
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 pacientd s dobrou odpovédi na ockovani byly hladiny ferritinu vyznamné nizsi (median
571 mg/l) nez u tzv. non-respondérii (median 821 mg/l). Hladiny hepcidinu mezi témito
dvéma skupinami se neliSily [24].

U pacientll po transplantaci ledviny jsme pfedpokladali, ze hladiny ferritinu i hepcidinu
budou postupné klesat stim, jak bude fungovat transplantovana ledvina, ktera zacne
produkovat erythropoetin, tudiz dojde ke zlepSeni erythropoesy. Navic odezni zanét
udrzovany chronickou dialyzou, coz povede k tomu, zZe Zelezo se uvolni ze zasob a bude se
moci lépe utilizovat, a také prestane pravdépodobna retence hepcidinu v dusledku
nastupujici funkce $tépu. Skutecnost vSak byla takova, ze ferritin, ktery je povazovany za
ukazatel zasob Zeleza v organismu, vykazal v prib&hu 6 mésicl jen mirnou sestupnou
tendenci. Hladina ferritinu vy$$i nez 500 mg/l se u dialyzovanych pacientli posuzuje jako
znamka nedostatku Zeleza v organismu (podle KDOQ/I). Procentualni zastoupeni pacientut
s hladinou ferritinu vy83i nez 500 mg/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 vysledkl jde stale o tytéz
pacienty. Ani u hepcidinu nedoSlo k poklesu tak, jak jsme pFedpokladali. Ani u skupiny
pacientd s hladinou ferritinu vy$8i nez 500 mg/l nebyl zadny vyznamny vztah mezi hladinami
ferritinu a hepcidinu.

Jednim z davodd, pro€ hladina hepcidinu po transplantaci neklesala, by mohl byt zlepSeny
nutriCni stav pacientu. Ti ¢asto po transplantaci ledviny pfibydou na hmotnosti, vétSinou jde
ale o tuk a ne o svaly [25, 26]. Tukova tkan také produkuje hepcidin jako odpovéd
na systémovy zanét [27] i na zanét, probihajici pfimo v ni [28]. Spekuluje se i 0 mozné dalSi
regulaci hladiny hepcidinu, kterou ma na svédomi stres zpusobeny malnutrici [29]. Ten by
mohl také pfispivat ke zvySené hladiné hepcidinu v pfedtransplantatnim obdobi (i v obdobi
hemodialyzy).

Hepcidin byl pivodné objeven jako peptid s antimikrobialnimi vlastnostmi, které vykazoval

jak proti plisnim a kvasinkdm (Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus
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fumigatus, Aspergillus niger), tak proti bakteriim (Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus carnosus, Streptococcus skupiny B, Bacillus
megaterium, Bacillus subtilis, Micrococcus luteus) [30, 31]. AZ posléze se Zjistilo, Ze hepcidin
hraje kliCovou ulohu v regulaci metabolismu Zeleza. Jeho cilovou molekulou je ferroportin,
jediny dosud znamy exportér Zeleza z buriky. Navazanim hepcidinu na ferroportin dojde
k degradaci ferroportinu, ¢imz Zelezo zUstava uzamcéeno uvnitf bufky a nemuzZe tak byt
vyuzito pro tvorbu €ervenych krvinek. Exprese hepcidinu je podporovana tvorbou zanétlivych
cytokinl, 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, zZe zelezo zustava v burice uzaméeno i nadale. To, ze se podle vysledku
parového znaménkového testu hladiny ferritinu vyznamné nezménily, by tomu nasvédc¢ovalo.
Mozny je vznik zaarovaného kruhu, kdy zelezo uzaviené v makrofazich indukuje expresi
zanétlivych cytokin IL-6 a TNF-a, které indukuji expresi hepcidinu. Hepcidin se navaze
na ferroportin, ¢imz dojde k uzamdceni dalSiho zeleza v bunce [3].

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 [32]. Byly vSak detekovany jak v mod¢i,
tak vséru [15, 30, 31]. Jak jiz bylo uvedeno vySe, stanoveni hepcidinu je pomérné
komplikované. Nejprve byl hepcidin-25 identifikovan v lidském séru metodou hmotnostni
spektrometrie [30]. Pak byl izolovan hepcidin-25 spole¢né s hepcidinem-20 z mo¢i metodou
iontoménicové chromatografie a HPLC s reverzni fazi [31]. Prozatim neni shoda na tom, jaka
metoda je pro stanoveni hepcidinu nejlepsi. Navic jeho stanoveni neni prozatim obecné
rozSifené, protoze s sebou pfinasi fadu technickych komplikaci (nejen pro to, Ze hepcidin je
velmi mala molekula a neni tedy sama o sobé antigen, navic je mezidruhové velmi podobna,
proto tvorba protilatky je slozita, ale také pro sloZitost izolace hepcidinu z modi, kde se
vyskytuje v komplexech; navic tyto metody jsou ¢asové narocné). Nejprve se zdalo, Ze pro
studovani metabolismu Zeleza bude vhodnéjSi hepcidin izolovany z mo¢€i, protoZe hepcidin
v séru byl pro stavajici metody pod jejich detekénim limitem. Byly uspésné vyvinuty metody
pro jeho stanoveni v moci [33, 34], 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 [19]. Nasledovaly dalSi metody stanoveni - LC-MS/MS [35]
¢i mikro-HPLC-MS/MS s izotopovou diluci [36], které jako interni standard pouzivaly
hepcidinu nepodobny peptid, coz s sebou neslo problémy s pfesnosti a reprodukovatelnosti.
V dal$i 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 séru bylo jako matrix pouzito krali¢i sérum [37]. Mezi dalSi problémy spojené se
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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 [38, 39]. Podobny rozdil byl i mezi stanovenimi metodou ELISA [13]
a radioimunoanalytickym stanovenim [1], — 5 ug/l, resp. 0,5 ug/l. Také u referenénich mezi
neni situace jednoznacna. U prvniho imunoanalytického stanoveni byly hodnoty mezi 5.
a 95. percentilem 29-254 ug/l u muzld a 18-288 g/l u Zen, u radioimunoanalytického byly
normaly 2-55 ug/l u zdravych dobrovolnik(. U pacientli s mirnym chronickym renalnim
selhanim se normalni hodnoty hepcidinu pohybovaly od 3,1 do 153,0 ug/l s medianem 26,5
Mg/l, u dialyzovanych pacientl se normalni hodnoty pohybovaly od 27,6 do 158,0 ug/l
s medianem 58,5 pug/l. U jiné ELISA metody [18] byl median hepcidinu u pacientd
s chronickym renalnim selhanim 269,9 ug/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 [40] 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 vsSech tfech 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 ug/l a rozmezi mezi 5. a 95. percentilem 5,0-435,1
Mg/l. U druhé studie, kde byli srovnavani hemodialyzovani pacienti a zdravi dobrovolnici, byl
median hepcidinu 21,2 ug/l u pacientd, resp. 10,4 ug/l u kontrol a rozmezi mezi 5. a 95.
percentilem 3,2-98,5 pg/l, resp. 2,3-32,9 ug/l. U téchto 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 ¢asech byly
nasledujici 58,3 ug/l, 54,3 pg/l, 62,6 ug/l, 58,0 ug/l, 64,0 pg/l, 60,1 ug/l a rozmezi mezi 5.
a 95. percentilem byly 25,5-119,1 ug/l, 27,4-101,3 pg/l, 29,0-98,7 ug/l, 28,7-109,3 ug/l, 26,6-
136,5 ug/l a 27,2-115,7 ug/l. Ani nase vysledky méfené stejnym setem na podobné skupiné
pacientt 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 roztokl k velkému ,nafedéni*
plazmy. To ovlivnilo hladinu celkové bilkoviny, kde doSlo mezi nabéry pfed transplantaci a po
transplantaci k poklesu v medianech o 20 g/l. 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 ¢as od posledni

dialyzy k transplantaci, protoze tento udaj se normalné neuvadi.
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8 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 nejrliznéjSimi chorobami. My jsme se v této praci zaméfili
na pacienty s terminalnim onemocnénim ledvin IéCené hemodialyzou nebo transplantaci
ledviny. Nasim cilem bylo zhodnotit, jakou roli hraje hepcidin v metabolismu Zeleza a jak se
meéni 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 parametrd metabolismu Zeleza u pacient(
s terminalnim onemocnénim ledvin, u kterych je znamo, Ze trpi anémii, zpusobenou celou
fadou pficin.

Nase vysledky ukazaly, ze hodnoceni stavu metabolismu Zeleza u pacientl s terminalnim
onemocnénim ledvin je pomérné obtizné. OcCekavali jsme, zZe hepcidin, povazovany i za
jeden z markeru zanétu, bude kopirovat hladiny zanétlivych ukazateld, jako jsou CRP a IL-6.
Zaroven se predpokladalo, ze bude existovat zavislost mezi urovni glomerularni filirace nebo
rezidualni funkce ledvin a hladinou hepcidinu. Hladiny hepcidinu a zanétlivych markera byly
sice vy8Si u hemodialyzovanych pacientl ve srovnani s kontrolnimi osobami, mezi témito
parametry se ale jak u pacientl, tak u kontrol neprokazala Zzadna vyrazna asociace; pokud
existovala korelace, byla slaba.

Zda se, ze hladina hepcidinu u hemodialyzovanych pacientu je ovlivnéna celou Fadou
faktor(i, 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 vtom, Ze nekladou pfilis velké naroky na pfistrojové vybaveni
laboratofe a také na erudici personalu. Nevyhodou pro stanoveni hepcidinu je jeho mala
velikost a mezidruhova podobnost, ¢imz je tvorba protilatky komplikovanéjsi. 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 Zeleza v organismu. Snahy pro zlepSeni této situace jisté
budou silit, protoZze uz nyni je hepcidin zkouman i v fadé jinych oborl nez jen v nefrologii Ci

hematologii.
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