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Souhrn

Uvod. Peptidicky hormon hepcidin je hlavnim faktorem ovliviiujicim homeostizu Zeleza (Fe). Zajist' uje komunikaci
mezi misty sttradani Fe (hepatocyty a makrofagy) a misty, kde se Fe vstirebava (enterocyty), spotifebovava (erytroid-
ni buiiky) nebo recykluje a uvoliiuje do krevniho obéhu (makrofagy). Syntéza hepcidinu je regulovana signaly rea-
gujicimi na zanét, aktivitu erytropoézy, hladinu Fe, jeho zisoby v organismu a tenzi kysliku. Zvyseni hladiny hepci-
dinu vede k zadrzeni Fe v enterocytech a makrofazich a sniZeni jeho hladiny v plazmé. Cil prdce. Zhodnotit hladiny
hepcidinu a jejich diagnosticky prinos u détskych pacientti s vybranymi typy anémii: Diamondovou-Blackfanovou
anémii (DBA), deficitem pyruvatkinazy (PK), sideropenickou anémii (IDA) a anémii doprovazejici stievni zanéty
(IBD). Pacienti a metody. Hladina hepcidinu byla vySetirena metodou proteomické analyzy u 33 déti — 17 chlapci a 16
divek (6 pacienti s DBA, 5 pacienti s deficitem PK, 10 pacienti se IDA a 12 pacientt s IBD) ve véku 6 mésicu az 18
let. Hladiny byly srovnavany se souborem 16 zdravych déti vySetienych pred planovanymi chirurgickymi vykony. Vy-
sledky. U pacientu s téZkou formou DBA jsou hladiny hepcidinu signifikantné vyssi nez u kontrol (p < 0,0005) i pres
vysoké hladiny erytropoetinu, coz je zcela rozdilny nalez ve srovnani s pacienty s talasemii. Pricinou je pravdépo-
dobné absence ,.erytroidniho regulatoru‘ pri tézké redukci erytropoézy. U pacientu s deficitem PK je hladina hepci-
dinu naopak signifikantné nizsi (p < 0,02), coz teoreticky odpovida akceleraci erytropoézy. Pro tuto teorii svéd¢i
i zvySena hladina potencialniho erytroidniho regulatoru produkce hepcidinu: GDF15. Nizka hladina hepcidinu mu-
Ze prispivat k prohloubenti pretiZeni Fe u téchto pacienti. U pacienti se IDA byly nalezeny signifikantné nizsi hladi-
ny (p < 0,01) hepcidinu, které jsou pravdépodobné vyrazem zvysené poptavky organismu po Fe. Mezi hladinami
hepcidinu u pacienti s IBD a kontrolami nebyl piekvapivé zjiStén signifikantni rozdil. U détskych pacienti s IBD
pravdépodobné prevazuje skute¢ny deficit Fe nad klasickym obrazem anémie chronickych chorob. Zdvér. Stanove-
ni hladin hepcidinu muiZe zpresnit diagnostiku celé fady anémii informaci o aktualnim stavu metabolismu Zeleza. M-
Ze poskytnout nejen dulezitou informaci o aktualnim deficitu Zeleza pro potteby erytropoézy, stupni pretiZeni Zele-
zem, ale i o aktualni schopnosti enterocyti vstiebavat Fe ze strevniho lumen. MuzZe byt voditkem pri rozhodnuti
o indikacich peroralni a parenteralni aplikace Zeleza. Znalost hladiny hepcidinu miiZe pri korelaci s hladinami ostat-
nich proteinu ucastnicich se regulace metabolismu Fe piinést velmi dilezité poznatky o dosud nejasnych aspektech
homeostazy Fe v organismu.

Klic¢ova slova: hepcidin, proteomicka analyza, sideropenicka anémie, anémie chronickych chorob, nespecifické
stievni zanéty, Diamondova-Blackfanova anémie, deficit pyruvatkinazy

Summary .

PospiSilova D., Holub P., Houda J., Ludikova B., Mojzikova R., PospiSilova P., Zidova Z., Kap-
raPova K., Horvathova M., Hajdich M., DZzubak P.: Significance of hepcidin level assessment in the dia-
gnosis of selected types of anaemia in childhood

Introduction. The peptide hormone hepcidin is the principal factor regulating iron homeostasis. It ensures communi-
cation between sites where iron is stored (hepatocytes and macrophages) and sites where it is absorbed (enterocytes),
utilised (erythroid cells) or recycled and released into the bloodstream (macrophages). Hepcidin synthesis is regula-
ted by signals responding to inflammation, erythropoietic activity, iron level, iron stores in the organism and oxygen
tension. An increase in hepcidin levels leads to iron retention in enterocytes and macrophages and to a fall in iron plas-
ma levels. Objective. To assess hepcidin levels and their diagnostic contribution in paediatric patients with selected
types of anaemia: Diamond-Blackfan anaemia (DBA), pyruvate kinase deficiency (PK), iron deficiency anaemia (IDA)
and anaemia in inflammatory bowel disease (IBD). Patients and Methods. Hepcidin levels were assessed in 33 child-
ren using the proteomic analysis method — 17 boys and 16 girls (6 patients with DBA, 5 patients with PK deficiency,
10 patients with IDA and 12 patients with IBD) aged 6 months—18 years. Hepcidin levels were compared to those in
a cohort of 16 healthy children examined prior to the planned surgical interventions.

Results. Hepcidin levels in patients with severe forms of DBA are significantly higher than those in the controls
(p<0.0005) despite high erythropoietin levels. The high hepcidin levels in DBA patients represent a completely diffe-
rent finding, compared to patients with thalassemia. This is likely to be caused by the absence of an “erythroid regu-
lator” associated with severely reduced erythropoiesis. On the contrary, hepcidin levels in patients with PK deficien-
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cy are significantly lower (p<0.02), which theoretically corresponds to erythropoiesis acceleration. This theory is al-
so supported by the increased level of the potential erythroid regulator of hepcidin production: GDF15. Low hepci-
din levels may contribute to greater iron overload in these patients. In patients with IDA, significantly lower hepci-
din levels (p<0.01) are found; they are likely to express the organism’s increased iron-demands. Surprisingly, no sig-
nificant difference between hepcidin levels in patients with IBD and the controls was observed. In paediatric pati-
ents with IBD, true iron deficiency probably prevails over the characteristic presentation of anaemia of chronic di-
sease. Conclusion. Determination of hepcidin levels may help in the more accurate diagnosis of a whole range of ana-
emias by providing information on the current status of iron metabolism. It may provide important information not
only regarding the current deficiency of iron required for erythropoiesis and the degree of iron overload, but also re-
garding the current capacity of enterocytes to absorb iron from the intestinal lumen. It may be useful as a guide for
making decisions regarding the indication of oral and parenteral iron application. Hepcidin levels, in correlation
with those of other proteins involved in the regulation of iron metabolism, may bring very important insights into
aspects of iron homeostasis that are as yet unclear.

Key words: hepcidin, proteomic analysis, iron deficiency anaemia, anaemia of chronic diseases, inflammatory bo-

wel disease, Diamond-Blackfan anaemia, pyruvate kinase deficiency.
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Uvod

Zelezo (Fe) jako &tvrty nejroziitendjsi element zem-
ské kliry patii mezi prvky nezbytné pro rust a preziti or-
ganismu. Je jednou ze zdkladnich stavebnich a funkc-
nich slozek molekul zajist'ujicich transport kysliku — he-
moglobinu a myoglobinu, mimoto je nezbytné pro funk-
ci fady dulezitych enzymi: kataldz, akonitdz, ribonuk-
leotid — reduktdzy, peroxiddz a cytochromoxidaz, které
se ucastn{ dulezitych reakei oxidativniho metabolismu
a buné¢ného ristu a proliferace. Schopnost Zeleza kata-
lyzovat redox-reakce miZe na druhé strané pfi jeho nad-
bytku vést ke vzniku toxickych hydroxylovych radika-
1t, které mohou poskozovat buriky a tkdné. Nedostatek
i nadbytek Zeleza je ve svych disledcich pro organismus
Skodlivy. Koncentrace Zeleza v plazmé a extraceluldrni
tekuting je proto udrZovédna v pomérné tizkém rozmezi,
které zajist'uje adekvatni pfisun Zeleza nutny pro zacho-
vani{ vSech bunéénych pochodut bez rizika jeho toxicity
(1). Homeostdza Zeleza v organismu je velmi precizné
regulovana systémy, které zajistuji kontrolu potrebné
koncentrace Zeleza v bunikach, plazmé a v extracelular-
nich tekutinach.

Vétsina gent, jejichZ proteinové produkty hraji diilezi-
tou roli v metabolismu Fe, byla identifikovdna v posled-
nich 10 letech. Hlavnim faktorem ovliviiujicim homeo-
stazu Zeleza v organismu je peptidicky hormon hepcidin.
Poprvé byl popsan v roce 2001 (2), a to ptivodné jako pep-
tid s antimikrobidln{ aktivitou, pozdéji byla objasnéna je-
ho kli¢ova role v metabolismu Zeleza. Primdrné je synte-
tizovdn v hepatocytech jako pre-prohepcidin s 84 ami-
nokyselinami, ktery je postupné pies prohepcidin konver-
tovan signalnimi peptiddzami a posttranslacné upravovan
konvertazou furinem (3) na bioaktivni peptid s 25 amino-
kyselinami, ktery hraje klicovou roli v regulaci homeo-
staze Fe (4, 5). Je rychle vylucovan z organismu.

Hepcidin je signdlni molekulou zprostredkujici komu-
nikaci mezi misty stfddani Fe (hepatocyty a makrofagy)
a misty, kde se Fe vstfebava (enterocyty), spotfebovava
(erytroidni buriky) nebo recykluje a uvoliuje do krevniho
obéhu (makrofagy). M4 funkci hlavniho negativniho re-

gulatoru uvoliiovani Zeleza z enterocytii duodena, z mak-
rofagd a z hepatocyti. ZvySeni hladiny hepcidinu vede
k blokadé exportu Fe z uvedenych bunék, kterd je umoz-
néna vazbou hepcidinu na feroportin. Feroportin, hlav-
ni bilkovina zajiSt'ujici export Fe z bungk (6), je po vaz-
bé hepcidinu internalizovan a degradovan a ztraci tak
schopnost exportovat Fe do plazmy. Vysledkem je za-
drzeni Zeleza v enterocytech a makrofazich a sniZeni jeho
hladiny v plazmé. ProtoZe moZnosti exkrece Fe z orga-
nismu jsou vyrazné limitovdny, je kontinudlni homeosta-
za Zeleza zajistovana kontrolou stfevni absorpce v ente-
rocytech regulovanou prave hepcidinem a jeho vlivem na
feroportin. Pri poklesu zasob Fe se hladina hepcidinu sni-
Zuje a absorpce Fe zvysuje, pfi doplnéni zdsob Fe docha-
zi ke zvySeni hladiny hepcidinu vedouci k degradaci fe-
roportinu a poklesu absorpce Fe.

Syntéza hepcidinu je regulovana signaly reagujicimi
na zanét, aktivitu erytropoezy, hladinu Fe a jeho za-
soby v organismu a tenzi Kysliku (7). Zanét, zvysend hla-
dina Fe v krvi nebo zvysené zasoby Fe v organismu sti-
muluji produkci hepcidinu, zatimco nedostatek Fe, hy-
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Obr. 1. Regulace systémové homeostdzy Zeleza (Fe) hepcidinem.
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poxie a zvySeni erytropoetické aktivity se zvySenou po-
trebou piisunu Fe produkci hepcidinu tlumi.

Erytropoeticka aktivita ma pritom na expresi hepcidi-
nu pravdépodobné vétsi vliv nez stav zdsob Fe v orga-
nismu (7). Konkrétni faktory suprimujici produkci hepci-
dinu v8ak nebyly dosud kompletné popsany. Pouze u né-
kterych anémif doprovazenych neefektivni erytropoézou
bylo prokdzano, Ze zvysend hladina ristového diferenci-
acnfho faktoru 15 (growth differentiation factor 15,
GDF15) koreluje se sniZenou hladinou hepcidinu (8). Hi-
erarchie a vzdjemnd souhra jednotlivych regulacnich
systémi je dosud stdle predmétem intenzivniho vyzkumu.

Rada vrozenych i ziskanych anémif je pfimo zpisobe-
na nebo pouze doprovdzena naruSenym metabolismem
Zeleza, coz se miZe riznym zpisobem odrdZet v hladiné
hepcidinu. Zmény hladiny hepcidinu mohou byt tedy jak
vlastni pri¢inou, tak Castéji nasledkem zmén, které ve-
dou k anémii a deficitu Fe v organismu nebo naopak k je-
ho akumulaci v bunkach a tkdnich s rozvojem pretiZzeni
organismu Zelezem.

Metody vysetfeni hladin hepcidinu v krvi a moc¢i maji
zatim sva logisticka i technickd tskali. Pouze spole¢nost
Intrinsic LifeSciences (Los Angeles, USA) ma k dispo-
zici vlastn{ standardizovanou ELISA metodu ke stanove-
ni hladiny hepcidinu, jejiZ validita byla ovéfena v néko-
lika publikovanych studiich (9, 10, 11). Tato spole¢nost
se zabyva komer¢nim méfenim hladiny hepcidinu, které
je pouzivano spiSe pro tcely vyzkumu. Zbyvajici dostup-
né komercni ELISA diagnostické soupravy nejsou dosta-
tecné proveérené a ne vSechny méri hladinu vyhradné bi-
ologicky aktivniho hepcidinu-25. Metoda vySetieni hla-
din hepcidinu pomoci hmotnostni spektrometrie odrazi
specificky pouze hepcidin-25, je v§ak velmi technicky
pracnd a vyZaduje vyS$i financni ndroky a vysoce sofis-
tikované piistrojové vybaveni. Vysledky jsou tedy pres-
néjsi, metoda je vSak zatim méné praktickd pro rutinni kli-
nické pouziti. Hlavnim problémem pii hodnoceni hladin
hepcidinu v détském véku je mimo jiné i absence udajt
o normdlnich hodnotédch pro détsky vék.

Cilem préce bylo stanovit hladiny hepcidinu u détskych
pacientll s vybranymi typy anémif, definovat roli hepci-
dinu v patogenezi téchto onemocnéni, jeho diagnosticky
vyznam a shrnout nejnovéjsi informace o mozném tera-
peutickém vyuziti jeho agonistli a antagonistd u jednotli-
vych poruch metabolismu Fe ve svétle soucasnych po-
znatkd.

Pacienti a metody

Vysetieni hladin hepcidinu bylo provedeno u détskych
pacientd se ¢tyfmi typy anémif, a to u dvou dobfe defino-
vanych vrozenych defektl erytropoézy a dvou nejcastéji se
vyskytujicich typl ziskané anémie v détském véku:

1. Diamondovy-Blackfanovy anémie (DBA)

2. hereditarnich enzymopatii — deficitu glukézo-6 fos-
fatdehydrogenazy (G-6PD) a pyruvitkindzy (PK)

3. sideropenické anémie (iron deficiency anaemia, IDA)

4. anémie doprovazejici nespecifické stfevni zanéty (in-
flammatory bowel diseases, IBD).

Hladiny hepcidinu byly stanoveny celkem u 33 dét-
skych pacienti (16 divek a 17 chlapct) ve véku 6 mési-
cl az 18 let s uvedenym typem anémie a u 16 zdravych
kontrol. Do souboru bylo zahrnuto 6 pacientii s DBA, 5
pacientl s hereditarni enzymopatii, 10 pacientd se IDA
a 12 pacienttl s anémif doprovézejici IBD. U vSech paci-
entd bylo po vySetfeni kompletniho krevniho obrazu (ana-
lyzator Sysmex XE-500) provedeno vysetfeni sérovych
ukazatelG metabolismu Zeleza: hladiny Fe v séru, celko-
vé vazebné kapacity pro Fe (CVK), hladiny feritinu
a s vyjimkou pacientti s DBA i solubilniho transferino-
vého receptoru (sTfR). K biochemickym analyzam byly
pouzity standardni vySetfovaci postupy. Diagnéza u paci-
entl s DBA a deficitem PK byla potvrzena molekuldrné-
genetickou analyzou s prikazem kauzalnich mutaci.

Vzhledem k tomu, Ze zatim neexistuji normy hladin
hepcidinu pro détsky vék, byly ke stanoveni korelaci hla-
din hepcidinu mezi pacienty s anémif a zdravou détskou
populaci pouZzity hladiny hepcidinu stanovené v souboru
16 zdravych déti ve véku 8 mésici az 18 let s normélni-
mi hodnotami krevniho obrazu, které byly vySetfeny
v rdmci pldnovaného operaéniho vykonu (pupec¢ni kyla,
tiiselnd kyla, vykony z oboru plastické chirurgie).

VySetieni hladiny hepcidinu u pacientii a kontrol

Po ziskédni informovaného souhlasu byl u pacientt
a kontrol proveden odbér Zilni krve. Cast plazmy uréené
k méfeni hladiny hepcidinu byla rozdélena do alikvota,
aby se predeslo opakovanému rozmrazovani, a zamraze-
na pii -80 °C.

Pouzita metoda méfeni hladiny hepcidinu je zaloZena na
extrakci na pevné fazi (SPE) a kapalinové chromatografii
spfazené s hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS). Pro zjis-
téni absolutni kvantifikace hepcidinu byl pouZit izotopové
znaceny interni standard [13C9, 15N1-Phe4]-hepcidin, kte-
ry byl priddvan ke kazdému vzorku séra. Nativni a znace-
ny hepcidin byl extrahovan ze vzorku séra pouZzitim SPE
pomoci Oasis® HLB SPE mikrotitracnich destic¢ek. Ziska-
né extrakty vzorkd s hepcidinem byly separovany na kolo-
né s reverzni fazi (C18) pomoci LC a déle analyzovany po-
moci monitorovani vybranych iontd (SRM) na hmotnost-
nim spektrometru QTRAP 5500 (AB SCIEX). Pro SRM byl
vybran ¢tyfnasobné nabity prekurzor hepcidinu a jeho frag-
mentacni b3+ ion. Bylo pfipraveno osm kalibrant( o kon-
centracich 2.,5; 5; 10; 25; 50; 100; 250; 500 ng/ml hepcidi-
nu postupnym fedénim v kralicim séru. Kalibracni kiivka
byla sestavena na zdkladé pomért ploch ,,pikti*“ hepcidin/in-
terni standard a koncentrace standardli. Regresni rovnice
ziskand z kalibra¢nich standardl byla pouzita pro zpétny
vypocet koncentrace hepcidinu ve vzorku.

Statistické metody

Ke stanoveni korelace hladin hepcidinu u zdravych
kontrol a jednotlivych typt anémif bylo pouzito Mann-
Whitney testu. Hladiny p < 0,05 jsou hodnoceny jako sta-
tisticky vyznamné.
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VysSetieni hladiny GDF15

Hladina GDF15 v séru byla stanovena pomoci komerc-
ni diagnostické soupravy firmy R&D Systems dle navo-
du od vyrobce.

Vysledky a diskuse

Vysledky vySetieni krevniho obrazu, biochemickych pa-
rametrti, zastoupeni erytropoézy v kostni dfeni, kauzaln{
mutace, hladiny hepcidinu a GDF15 u pacientt s vrozenou
poruchou erytropoézy jsou shrnuty v tabulkach 1 a 2.

Vysledky vysetfeni krevniho obrazu, biochemickych
parametrti a hladin hepcidinu u pacientti s IDA a pacien-
tt s IBD jsou shrnuty v tabulkdch 3 a 4.

1. Diamondova-Blackfanova anémie

U vsech vySetfenych pacientti souboru s tézkou formou
DBA byla pfi vySetreni zjisténa t€Zkd normocytarni ané-
mie s retikulocytopenif, zvySend saturace transferinu a vy-
soké hladiny feritinu (tab. 1 a 2). Hladina hepcidinu
v tomto souboru pacientl byla signifikantné vyssi ve srov-
nani s kontrolami (p > 0,0005).

U Zadného pacienta nebyly v dobé vysetfeni pritomny
znamky zanétlivého procesu.

DBA je charakterizovana defektem erytropoézy s mak-
rocytarni anémii, retikulocytopenii s chybénim nebo sni-
Zenim poctu erytroidnich prekurzorovych bunék v kost-
ni dieni. Pfi¢inou onemocnéni jsou mutace gent koduji-
cich ribosomalni proteiny. 30—40 % pacientii ma tézkou
anémii se zdvislosti na pravidelném podavani transfuzi.

Tab. 1. Zakladni charakteristiky souboru pacienti s Diamondovou-Blackfanovou anémii.

Pac. | Vék (r) Hb Ery MCV Ret EB Fe CVK Feritin | Mutace |Hepcidin| EPO
/pohlavi g/l x1012/1 fl % vKD % | pmoll Lmol/l ug/l RP ng/ml
14,5-26 | 44,8-71,6 | 20-150
1 18/M 72 2,20 94,9 0,008 8 423 43.6 1563 RPS26 261,5 6476
2 3/7. 61 2,05 88,3 0,002 10 41.8 43.6 1956 RPS19 2032 106
3 3/7. 62 2,16 80,6 0,002 0.8 392 43,0 1502 RPS26 218.5 6447
4 2/M 97 332 83,1 0,002 0.8 38,1 41,0 1907 RPS19 1540 725
5 1/7 69 2,51 79,7 0,003 1,2 382 48,1 718 RPS26 3852 115
6 18/Z. 71 2,57 813 0,002 0.8 524 56,6 3928 RPS19 271,1 3120

Vysvétlivky: CVK = celkova vazebna kapacita; EB = erytroidni bunky; EPO = erytropoetin; Ery = erytrocyty; Hb = hemoglobin; KD = kostn{

dfen; RP = ribosomdlni proteiny; Ret = retikulocyty

Tab. 2. Zakladni charakteristiky souboru pacienti s deficitem pyruvitkindzy.

Pac. | Vék (mésice) Hb Ery MCV Ret | Bipkat/1 | Feritin | Hepcidin | EB v Mutace

/pohlavi g/l x1012/1 fl % ng/ ng/ml KD %

20-150

1 50/7. 71 2,20 102,3 0,124 54 19 3,6 74,1 ¢.1529C>A/c.1594C>T
2 10/M 64 246 92,6 0,190 81 716 14,9 42 c.1529C>A/ ¢.1594C>T
3 11/M 77 2,76 90,5 0,101 89 4853 10,8 732 del.11 nukleotidii
4 86/M 97 3,12 88,8 0,081 38 205 24,5 40 c.1493G>A/c.1529C>A
5 156/M 109 348 100 0,082 56 677 18,0 38 -

Vysvétlivky: Bi = bilirubin v séru; EB = erytroidni bunky; EPO = erytropoetin; Ery = erytrocyty; Hb = hemoglobin; KD = kostni dfen; Pac. =

pacient/pacientka

Tab. 3. Zakladni charakteristiky souboru pacienti se sideropenickou anémii.

Pacient Vék Hb Ery Htk MCV Ret Le Tr Fe sTfR Feritin | Hepcidin
Norma | (roky) g/l x1012/1 fl %o x10%/1 x101 | pmol/l mg/1 pg/l ng/ml
/pohlavi 14,5-26 | 1,9-44 | 20-150
1 16/7 74 3,67 0,24 66,5 0,007 5,67 393 25 17,9 3 33
2 18/7 97 4,01 031 76,3 0,006 533 340 14 42 3 1,2
3 16/7 98 4,60 033 720 0,005 485 297 2,7 10,3 2 28
4 15/M 75 4,04 0,25 653 0,011 5,72 342 24 16,0 4 1,7
5 13/7 73 3,93 0,26 654 0,004 3,94 261 2,7 16,5 4 14
6 17/, 56 3,36 0,19 57,1 0,012 43 506 1,6 37,6 2 1,5
7 11/M 77 3,32 0,27 678 0,018 7.2 325 1.8 143 2 1,7
8 13/M 105 422 0.33 73.6 0,017 6.8 187 6,2 8.4 2 58
9 16/7 76 4,01 0,24 65,1 0,012 79 445 1.8 14,5 1.5 33
10 13/7 89 445 031 69,2 0,011 49 405 20 8.1 20 2,1

Vysvétlivky: Ery = erytrocyty; Hb = hemoglobin; Le = leukocyty; Ret = retikulocyty; Tr = trombocyty
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Tab. 4. Zakladni charakteristiky souboru pacientii s anémii doprovézejici nespecifické stievni zanéty (IBD).

VySetieni Vék Hb Ery MCV Ret Fe sTfR Feritin CRP Hepcidin
Jednotka (roky) g/l x1012/1 fl % pmol/l mg/1 gl mg/l ng/ml
Norma /pohlavi 14,5-26 1944 20-150 0-5
1 15/M 94 4,58 67,2 - 3,1 9,2 8 443 30,3
2 18/7. 104 421 79,3 0,005 43 7,7 4 0,3 0,5
3 18/7 108 4,49 76 4 0,009 42 6,2 3 194 0,5
4 18/M 117 4,56 79,2 - 39 56 36 3238 85
5 16/7 114 4,04 85,9 - 12,5 5,1 12 72 43
6 12/M 126 491 75,1 0,010 6,1 53 9 1,0 438
7 9/M 66 2,94 75,5 - 0.8 15,3 4 0,3 0,5
8 11/M 38 3,67 713 0,015 72 74 19 124 2,5
9 18/M 102 442 742 0,014 8,5 75 40 30 1852
10 12/M 118 4,73 770 0,011 7,1 5,1 173 194 439
11 12/7 97 4,56 68,0 - 4.8 8,8 18 8,7 58
12 16/M 101 431 74,5 0,011 5,6 5,6 22 79 38,5

Vysvétlivky: Ery = erytrocyty; Hb = hemoglobin; Ret = retikulocyty

U vsech téchto pacientl je pravidlem rozvoj . p<0.02 .
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pfispivat k prohloubeni stupné pfetizeni Fe.
Podobné byly popsdny sniZené hladiny hep-

Graf 1. Srovndni hladin hepcidinu u pacienti s t€Zkou formou Diamondovy-Blackfano-
vy anémie (DBA) zavislych na transfuzich, pacienti s deficitem pyruvitkinazy (PK) a kon-
trolni skupiny.

cidinu u pacientt s kongenitalni dyserytropo- 190+ [ p<0.01 :
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Graf 2. Srovnani hladin hepcidinu u pacientt se sideropenickou anémii (IDA), anémif
doprovazejici nespecifické stfevni zanéty (IBD) a kontroln{ skupiny.
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reagovat. Tento vysledek je v souladu s analyzami na my-
§ich modelech, které ukdzaly, Ze suprese hepcidinu ery-
tropoetinem je nepfima a vyzaduje plné funkcni erytro-
poézu v kostni dfeni (19).

2. Hereditdrni enzymopatie

U vsech pacientt se jednalo o stfedné téZkou nebo t&€z-
kou hemolytickou anémii s retikulocytézou a zndmkami
extravaskuldrni hemolyzy (tab. 2). U tfi déti anémie vy-
Zadovala opakované transfuze erytrocytd. U dvou pacien-
t se stiedné tézkou anémii byly transfuze podavéany pou-
ze ojedinéle pfi infekcich. U tif pacientti byly rovnéz pii-
tomny zvySené hladiny feritinu, u nejmladSiho pacienta
az s obrazem zavazného pretiZeni Zelezem s vyrazné zvy-
Senou hladinou feritinu, coZ si vyzddalo 1écbu chelatory
Fe. U vsech pacientl byla popsdna akcelerace erytropo-
ézy v kostni dfeni (tab. 2). V této skupiné pacientil jsme
prokézali signifikantné niz8i hladinu hepcidinu ve srov-
nani s kontrolami (p > 0,02) (graf 1).

Na patogenezi pfetizeni Zelezem u pacientt s deficitem
PK se mohou podilet opakované transfuze, hemolyza, ale
i neefektivni erytropoéza. MtiZze k nému prispivat i koin-
cidence deficitu PK s vrozenou poruchou metabolismu
Zeleza. Az 20 % evropské populace ma mirnou alteraci
v metabolismu Zeleza spojovanou s heterozygotnim pre-
naSec¢stvim mutace ¢.187C>G (p.His63Asp) a c.845C>A
(p.Cys282Tyr) v HFE genu zpisobujicich vrozenou he-
mochromatézu. Posledni studie prokdzaly abnormality
v HFE-genu u 35 % pacienti s PK deficitem, ktefi nejsou
zavisli na transfuzich (20). Tyto abnormality jsou spoje-
ny se zvySenim hladiny Fe v séru a feritinu a mohou vést
pfi dlouhém trvani k rozvoji cirhdzy jater. PretiZeni Zele-
zem i bez mutace genu pro hemochromatézu bylo popsa-
no u polytransfundovanych pacientti a pacientd s PK de-
ficitem po splenektomii. Pro pretrvavajici vyraznou hy-
perferitinemii byly u pacienta ¢. 4 vylou¢eny mutace ge-
nt asociovanych s hemochromatézou, a to konkrétné mu-
tace HFE1, HFE2A kédujictho hemojuvelin a HFE2B ko6-
dujiciho hepcidin. Na pfetizeni Zelezem se u tohoto pa-
cienta pravdépodobné podileji také sniZené hladiny hep-
cidinu vedouci ke zvySenému vstiebavani Fe. U deficitu
PK se kombinuji oba faktory regulujici protichtidné pro-
dukci hepcidinu: anémie s vys$$imi naroky na prisun Ze-
leza pfi veétSim obratu erytropoézy a zvysena hladina Ze-
leza s vysokou hladinou feritinu. Bylo prokdzano, Ze u pa-
cientll s deficitem PK je zvySena hladina GDF 15, ktera
je v tomto pripadé pravdépodobné zminénym ,.erytroid-
nim reguldtorem® sniZujicim produkci hepcidinu (21).
Zvysenou hladinu GDF15 jsme prokézali u vSech Ctyt pa-
cientl s deficitem PK (tab. 2). SniZeni hladiny hepcidinu
vede ke zvySeni resorpce Fe i pres jeho zvySené zasoby,
coz dale prispiva ke zvySovani zasobniho Zeleza a k pro-
gresi pretiZzeni Zelezem.

3. Sideropenickad anémie

U vSech vysetfenych pacientil se IDA byly hladiny hep-
cidinu signifikantné niz8i ve srovndni s kontrolami, roz-
dil je statisticky vyznamny (p < 0,01) (graf 2).

U pacientky €. 2 jsme pro zajimavost provedli kontrol-
ni vySetfeni hladiny hepcidinu za 3 mésice po zahdjeni
1écby, kdy pfi normalizaci krevniho obrazu doslo ke zvy-
Senf hladiny hepcidinu k hodnoté blizké medidnu u kon-
trolni skupiny.

Hladiny hepcidinu nejlépe korelovaly se sniZzenou hla-
dinou feritinu a zvySenou hladinou sTfR.

IDA jako celosvétoveé nejrozsitenéjsi anémie postihu-
je 20-30 % svétové populace. V détském véku se vysky-
tuje nejcastéji ve dvou vékovych obdobich: u kojenct
a batolat a poté v obdobi adolescence, tedy v obdobich,
ktera jsou charakterizovana rychlym ristem a zvySeny-
mi narokKy na erytropoézu. V obdobi ristu mize mit IDA
u kojencti a déti do 3 let véku negativni dopad na rist
a vyvoj a mize vést ke dlouhotrvajicimu sniZzeni mentdl-
nich a motorickych funkci a poruch chovéni (22). Pokud
neni 1é¢ba zahdjena vCas, mohou byt uvedené zmény ire-
verzibilni (23). Proto je prevence a v€asnd diagndza IDA
velmi dilezitd. Ve vyspélych zemich byly jiZz vytvoreny
programy prevence nedostatku Zeleza predev§im u ma-
lych déti.

OdliSeni IDA od ostatnich mikrocytdrnich anémif vy-
Zaduje vySetfeni parametri metabolismu Fe v séru (satu-
race transferinu, CVK, feritin, sTfR), k ¢emuZ je nezbyt-
ny odbér Zilni krve. MoZnost vySetieni hepcidinu v mo-
¢i jako screeningového testu pro detekci nedostatku Fe
u malych déti by pro klinickou praxi mohla byt obrov-
skym pfinosem.

4. Anémie u pacientii s nespecifickymi stfevnimi zdnéty

V souboru 12 pacientti s IBD (Crohnovou chorobou
a ulcerdzni kolitidou) jsou hodnoty hepcidinu rozdilné od
velmi nizkych ke zvySenym. Rozdil mezi pacienty a kon-
trolami nenf statisticky vyznamny (graf 2). Hladiny hep-
cidinu jsou tak niZsi, nez by se teoreticky dalo ocekdvat
u anémie doprovazejici chronické choroby. Nizka hladi-
na hepcidinu koreluje s nizkou hladinou feritinu a vyso-
kou hladinou sTfR, které jsou nepochybnou zndmkou de-
ficitu Fe v organismu a byly prokdzany u 8/12 pacientil.
V malém souboru vySetfenych pacientli tedy prevazuji dé-
ti s IBD s vyznamnym deficitem Fe.

U typické anémie chronickych zanéti (ACD) je pro-
dukce hepcidinu né€kolikandsobné vyssi. ZvySena hladi-
na hepcidinu s ndslednou retenci Fe v enterocytech a mak-
rofdzich vysvétluje jednu ze zdkladnich charakteristik
anémie chronickych chorob, kterou je zvySend sekvestra-
ce Fe v makrofédzich a nizka hladina Fe v séru (24). V pa-
togenezi anémie u pacientll s nespecifickymi stfevnimi
zanéty je vSak situace komplikovand dalS$imi faktory.
Na etiologii anémie se podili nejen chronicky zanét, ale
i Spatné vstiebavani Fe zanétlivé zménénou sliznici, ne-
dostatecny prijem potravy a chronické ztraty krve ze stre-
va pri zanétu sliznice. Vznika tak Casto kombinace ané-
mie chronickych chorob se skute¢nym nedostatkem Ze-
leza (tzv. ACD/IDA). OdliSeni ,,klasické* anémie chro-
nickych chorob od ACD/IDA obecné neni jednoduché,
zatim neexistuje Zddny parametr vhodny k jednoznacné-
mu odliseni téchto dvou typl anémie. Dilezitymi mar-
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kery jsou transferin, saturace transferinu a sTfR. Kazdy
z téchto ukazatelli v§ak md rizné limitace a Zadny z nich
neni jednoznacné spolehlivy, protoZe jsou ovlivnény i ji-
nymi faktory nez jsou zmény rovnovihy Zeleza (25). Kro-
mé téchto zdkladnich ukazatelti metabolismu Fe se disku-
tuje o poméru log. sTfR/feritin, procentu hypochromnich
erytrocytd, §ifi distribuce erytrocyti nebo obsahu hemog-
lobinu v retikulocytech, zddnd z téchto metod vSak za-
tim nebyla pfijata do rutinni praxe. Proto je zvazovano
moZzné vyuZiti stanoveni hladiny hepcidinu.

Na hladinu hepcidinu u ACD/IDA puisobi opét dva pro-
tichlidné faktory: anémie se skute¢nym deficitem Fe, coz
by teoreticky mélo vést ke sniZeni hladiny hepcidinu a na-
sledné ke zvySenému vstiebavani Zeleza ze stieva, a za-
nét stievni sliznice, ktery by mél v diisledku zvyseni pro-
dukce IL-6 pfi zanétlivém procesu vést ke zvyseni hladi-
ny hepcidinu a sniZeni resorpce Fe. Zatim vSak bylo pub-
likovdno jen mdlo praci hodnoticich hepcidin u IBD, a to
pouze u dospélych (26, 27, 28) s protichidnymi vysled-
ky. Studie u détskych pacienti dosud nejsou k dispozici.
Dle vysledki vySetfeni u nasich pacientl koreluje obraz
skute¢ného deficitu Fe i pres chronické zanétlivé onemoc-
néni s nizkou hladinou hepcidinu. U pacienta s UC s nej-
niz§i hladinou hepcidinu (pacient €. 7, tab. 4) je pritom-
na vyrazna anémie charakteru ACD/IDA i pfi pretrvava-
jici zanétlivé aktivité s krvacenim ze stfevni sliznice. Hla-
dina hepcidinu by tedy mohla prav€ u anémie chronic-
kych chorob byt jednim z ukazateld, které pomohou od-
povédét na otdzku, zda je u pacientl skute¢ny deficit Ze-
leza nebo zda prevazuje zanétliva slozka s blokadou re-
sorpce Zeleza, a byt tak voditkem pfi rozhodovani, zda ma
smysl 1é¢it pacienty perordlné poddvanymi preparaty Fe.
Dle nasich vysledk je signél skute¢ného deficitu Fe v or-
ganismu nadfazen signaltim chronického zdnétu. Tomu
odpovidaji i rozporuplné publikované vysledky riznych
hladin hepcidinu u dospélych pacientii s IBD.

Vyvoj metod stanoveni hladiny hepcidinu bude mit
v budoucnu jisté vyznam pro klinickou praxi. V posled-
nich letech byly ziskané poznatky o metabolismu hepci-
dinu u nékterych typti anémif a také hereditdrnich hemo-
chromat6z podkladem pro vyvoj agonistl a antagonistt
hepcidinu, které mohou mit efekt v 1é¢bé nékterych po-
ruch homeostdzy Fe, predevsim u pretiZeni Zelezem u pa-
cienti s talasémii nebo u anémie chronickych chorob. Ja-
ko nejslibnéjsi se jevi mozné pouziti agonistii hepcidinu
u talasémii. Na mySich modelech talasémie bylo proka-
zano, Ze agonisté hepcidinu mohou pusobit nejen jako
prevence pretizeni Zelezem, ale mohou rovnéz zlepsit ery-
tropoézu, pravdépodobné sniZenim nadmérné syntézy
globinu nebo sniZenim oxidativniho stresu v erytroidnich
prekurzorech. Spekuluje se i o vyuziti inhibitor enzyma-
tické aktivity matriptdzy 2, kterd negativné ovliviiuje ex-
presi hepcidinu, u hereditdrni hemochromatézy. Zvyse-
nim produkce hepcidinu by se mohlo predejit komplika-
cim plynoucim z nadmérné absorpce Fe nebo nadmérné-
ho uvoliiovani Fe z makrofdgli. Byla by vSak nezbytna
dislednd titrace inhibice produkce hepcidinu, protoze
u HFE mysi se pri kompletni inaktivaci enzymu vyvinu-

la sideropenickd anémie. Dal$im z kandidatd pro 1é¢bu
hemochromatézy je pouziti farmakologickych davek
kostniho morfogenetického proteinu 6 (bone morphoge-
netic protein - BMP6), pfirozeného ligandu BMP recep-
toru, ktery je hlavnim proteinem stimulujicim transkrip-
ci hepcidinu. Antagonisté hepcidinu, latky, které snizuji
produkci hepcidinu, by mohly byt vyuzity u stavi s re-
strikei Fe zpiisobenou vysokou hladinou hepcidinu a uvol-
nit retinované Fe pro erytropoézu. Vzhledem k tomu, Ze
se v piipadé téchto typti anémii nejednd o bezprostiedné
Zivot ohroZujici stavy, je nezbytné pred pouzitim antago-
nistd hepcidinu velmi bedlivé ovéfit jejich potencidlni

------

myS$ich modelech.

Zavéry

U pacientl trpicich riznymi typy anémii mohou jedno-
tlivé mechanismy regulujici metabolismus Zeleza a tim
i produkci hepcidinu pasobit protichiidné. Znalost hladi-
ny hepcidinu v séru a moc¢i miZe byt nejen vyznamnou
informaci pfi patrani po patofyziologii anémie nebo po-
ruch metabolismu Zeleza, ale i dilezitym diagnostickym
testem. MiZe slouzit napiiklad jako test k ¢asnému vy-
hledavan{ sideropenie u malych déti, k odliSeni ACD od
ACD/IDA nebo byt voditkem pfi rozhodovéni o indikaci
1é¢by perordlné poddvanymi preparaty Zeleza nebo 1é¢-
by intravenézni. Nase dil¢f vysledky mohou vyznamnou
mérou prispét k odhaleni fady nejasnosti v hierarchii vli-
vu jednotlivych regulatori produkce hepcidinu.

Stanoveni hladin hepcidinu proteomickou metodou bu-
de v budoucnu jisté patfit k metoddam, které predevsim
umozni zpresnit diagnostiku celé fady anémif informaci{
o aktualnim stavu metabolismu Zeleza. MtiZe poskytnout
nejen dtileZitou informaci o aktudlnim deficitu Zeleza pro
potieby erytropoézy, stupni pretiZzeni Zelezem, ale i o ak-
tudlni schopnosti enterocytll vstiebavat Fe ze stievniho
lumen. Znalost hladiny hepcidinu miZe pfi korelaci s hla-
dinami ostatnich proteinti G¢astnicich se regulace meta-
bolismu Fe pfinést velmi dileZité poznatky o dosud ne-
jasnych aspektech homeostazy Fe v organismu. Je tfeba
zdlraznit, Ze v nékterych piipadech nelze stanovit defi-
nitivni zavér z jednoho vysetfeni hladiny hepcidinu. Ta se
u rliznych patologickych stavi dynamicky méni, méfeni
je proto nutno opakovat v rtiznych fazich vyvoje onemoc-
néni. Vzhledem k ndro¢nosti zavedené proteomické de-
tekce hepcidinu je vSak otdzka jejiho rutinniho pouZiti
oteviend.
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