Vliv erytropoetinu

na metabolismus zeleza
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Zelezo (Fe) je prvek, ktery hraje velmi dtlezitou roli v fadé me-
tabolickych pochodii v organismu ¢lovéka. Proto maji poruchy
jeho homeostazy, které jsou velmi ¢asté, zasadni vliv na morbiditu
nemocnych. Predpoklada se, Ze celosvétové trpi anémii z nedostatku
Zeleza asi jedna tfetina populace. U fady z nich se pak na prohlubo-
vani anémie podileji i daldi faktory, jako jsou chronicka onemocnéni
¢i renalni nedostate¢nost. Na modelech hlodavcti bylo ukdazano,
Ze jejich télo reaguje na dysbalanci v metabolismu Zeleza rtiznou
urovni absorpce Fe v enterocytech duodena. Anémie v organismu
spousti hypoxii, kterd vede ke zvySené produkci erytropoetinu
(EPO). Tato reakce je ale vyrazné utlumena v pripadé soucasné
pritomné tézké renalni nedostatecnosti. Tento problém lze vyresit
paralelnim podéavanim Zeleza a EPO. Jiz delsi dobu se predpoklada,
ze podavani EPO vede nejen k jeho substituci, ale Ze miiZe ovliviiovat
ihomeostézu Zeleza. Predpoklada se, ze EPO muiZe sniZovat expresi
hepcidinu, anebo muze pfimo stimulovat enterocyty ke zvysené
absorpci Zeleza ve stfevé. Hepcidin je hlavni reguldtor télesnych
zasob Zeleza, ktery psobi na fadu bunék (zejména na stfevni mak-
rofdgy a enterocyty). V nich negativni zpétnou vazbou ovliviiuje
uvolnovani Zeleza z jejich zasob do cirkulace (jde tedy o negativni
regulaci; ¢im vys$$i koncentrace hepcidinu, tim nizsi uvoliiovani Fe
do obéhu). Je zndmo, ze u nemocnych s CKD se koncentrace hepci-
dinu zvysuji, coz mize vyznamnou mérou prispivat k nedostate¢né
utilizaci bunéénych zasob Zeleza. Cilem komentované prace bylo
posoudit, zda exogenné podany EPO snizuje hodnoty hepcidinu
a zda soucasné také zvysuje resorpci Zeleza ze stieva.

Model CKD byl navozen u potkanii kmene Sprague-Dawley 5/6
nefrektomii (skupina N); kontrolni skupina podstoupila operaci
bez nefrektomie (sham operation, skupina S). Ctyti tydny pred
experimentem byla zvifata krmena stravou s nizkym obsahem
zeleza. Nasledné byla rozdélena do tfi skupin: jedné skupiné byl
dvakrat tydné i.p. aplikovan humanni EPO (E) v davce 100 U/kg,
celkem po dobu péti tydnt; druhé byl aplikovan terpentyn (T) s.c.
(0,1 ml/20 g vahy) a treti skupiné oboji (E + T). Absorpce Zeleza
byla méfena pomoci radioizotopu *Fe, ktery byl v definovaném
mnozstvi instilovan pfimo do duodena zvirat a vzorky krve
byly odebirany z femoralni zily. Vliv EPO na absorpci Zeleza byl
zkoumadn také na bunécné kulture lidskych enterocytii (Caco-2
cells). I zde byly bunky po inkubaci s EPO vystaveny naslednému
pusobeni roztoku s obsahem *FeCl a poté méfena aktivita izotopu.
Koncentrace hepcidinu byla nepfimo méfena stanovenim jeho
mRNA v jaterni tkani, mukéze duodena a Caco-2 bunécné kulture.

Skupina potkant s nefrektomii (N) méla signifikantné vyssi
sérové koncentrace kreatininu a urey (p < 0,05, resp. p < 0,01)
oproti skupiné S a zaroven signifikantné niz$i hodnoty hematokri-
tu (Hct) a hemoglobinu (Hb). Koncentrace zeleza v séru se mezi
skupinou S a N nelisily a k jejich ovlivnéni nedoslo ani po pridani
EPO. Pridani EPO zvysilo vyznamné hematokrit u obou skupin
(SiN). U obou skupin se hodnoty hematokritu zvysily i po pridani
terpentynu a jesté vyraznéji po nasledné aplikaci EPO.

Dle o¢ekavani se ukdzalo, Ze potkani ze skupiny N méli vyznam-
né vy$si hodnoty hepcidinu nez potkani ve skupiné S (p < 0,002).
Ackoli aplikace EPO vedla k vyraznému snizeni hepcidinu
u skupiny N na troven skupiny S, nebylo toto snizeni statisticky
vyznamné. Po podavani EPO potkanim ve skupiné S k dal$imu
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snizeni hepcidinu nedoslo. Pridani terpentynu vyznamné zvysilo
koncentrace hepcidinu u obou skupin a naslednd 1é¢ba EPO snizila
hodnoty hepcidinu jen u skupiny N, nikoli u skupiny S.

Pokud slo o transport zeleza pres epitel duodena a jeho objeveni
se v plazmé, ukazalo se, Ze u potkant skupiny N byl tento transport
v porovnani se skupinou S vyznamné sniZen (p < 0,03). Po pridani
EPO se absorpce zeleza ze stfeva vyrazné zvysila ve skupiné N
(na uroven skupiny S), zatimco ve skupiné S ziistala stejnd. Naopak
vyrazné snizeni absorpce Zeleza u obou skupin se vyskytlo po pridani
terpentynu (jako faktoru zvy$ujiciho zanét). Zajimavé je, Ze pridani
EPO skupiné N léc¢ené terpentynem vedlo ke snizeni hepcidinu
a zvySeni hematokritu (viz vyse), ale neovlivnilo nikterak absorpci
Zeleza, ktera ztistala nizka. Pokud jde o koncentrace mRNA ferropor-
tinu a DMT1 (apical divalent metal transporter 1), byly vyznamné
snizeny u skupiny N, ktera byla soucasné predlécena terpentynem.

K ozfejmeni pfimého t¢inku EPO na transport zeleza ve stievé
byla pouzita Caco-2 buné¢na kultura, ktera byla vystavena po dobu
24 hodin u¢inku nizké davky EPO (1 U/ml). K objasnéni exprese
gentl pro jednotlivé transportni proteiny byly méfeny mRNA
DMT1 a duodendlniho cytochromu b (Dcytb), které zajistuji
transport Zeleza na apikdlni membrané enterocytd, a ferroportinu
a hephaestinu, které zajistuji jeho transport na bazolateralni strané
enterocyttl. Ukazalo se, ze EPO vyznamné zvySuje mRNA u DMT1,
ferroportinu a hephaestinu, zatimco exprese mRNA Dcytb neni
ovlivnéna. V souladu s timto nalezem se potvrdilo, Ze zvySeni
exprese genil pro transportni proteiny pro Zelezo je po pfidani
EPO spojeno s urychlenim a zvysenim transportu *Fe pfes tuto
vrstvu bunék, a to ve sméru z apikalniho na bazolateralni konec
(tento transport je 500-1 000krat silnéjsi nez ve sméru opacném).
Utinek EPO ziejmé probih4 prostfednictvim jeho vazby na JAK2
tyrosinkinazu v enterocytech.

Zavérem autofi uzaviraji, ze EPO ovliviluje utilizaci Zeleza nejen
snizenim aktivity a exprese mRNA pro hepcidin (coz umoznuje
uvolnovani Fe z makrofagii a enterocyti), ale vede i ke zvy$eni aktivity
dalsich transportérti pro Zelezo lokalizovanych pfimo v enterocytech
(DMT1, ferroportin a hephaestin) prostfednictvim své vazby na JAK2.
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Monitorace zdsob Zeleza v organismu jedincii s téZsimi formami
CKD je problematickd, jelikoz sérovd koncentrace Zeleza nevypo-
vidd o jeho aktudlnich zdsobdch a uz vitbec ne o jeho vyuZitelnosti
pro erytropoézu. O zdsobdch Zeleza presnéji vypovidaji koncen-
trace ferritinu, ale jako protein akutni fdze je ferritin vyznamnou
mérou ovlivnén casto pritomnym zdnétem, ktery jeho hodnoty
arteficidlné zvysuje.

Jak bylo zminéno jiz vyse a jak ukazuje fada publikovanych
sdéleni, je klicovym proteinem ovliviiujicim utilizaci Zeleza
v organismu hepcidin. Hepcidin, ktery je u nemocnych s CKD
vyznamné zvysen, piisobi jako hlavni reguldtor metabolismu Ze-
leza. Omezuje uvoltiovdni Zeleza ze zdsobnich zdrojii (enterocyty,
makrofdagy retikuloendotelidlniho systému). Aplikace EPO snizuje
expresi genu pro hepcidin a tim jeho supresi, vysledkem cehoz je
zlepseni utilizace Zeleza. Zajimavé ale je, Ze pokud v téle neprobihd
ucinnd erytropoéza, vliv aplikace EPO na supresi hepcidinu chybi.
To tedy automaticky predpoklida existenci dalsich faktorii, které
tento proces ovliviiuji (Vokurka, 2006; Pak, 2006). Komentovand
prdce vsechny tyto predpoklady potvrzuje. Poddni EPO jak pot-
kaniim s 5/6 nefrektomii, tak kontrolni operované skupiné vedlo
k vyraznému vzestupu hodnot hemoglobinu a hematokritu, aniz
to bylo doprovizeno vzestupem sérové koncentrace Zeleza. Doku-

mentované sniZeni koncentrace hepcidinu totiz vedlo ke zlepSeni
transportu Zeleza v duodendlnich enterocytech, a tim se zvysila
jeho biologickd dostupnost. Hlavni diivod zvysené koncentrace
hepcidinu u nemocnych s CKD je spojen se zvysenym prozanétlivym
stavem téchto nemocnych, spise nez s poruchou jeho vylucovdni.
Hepcidin se proto fadi mezi proteiny akutni fdze a na zvyseni jeho
exprese se miize podilet fada prozanétlivych cytokinii, naps. TNFo
¢i IL-6 (Nicolas, 2002; Nemeth, 2003). V komentované studii byl
prozdnétlivy stav navozen podkozni aplikaci terpentynu, kterd jak
zndmo navozuje v organismu zdnétlivé prostiedi. Po jeho aplikaci se
vyznamnym zpiisobem zvysila exprese hepcidinu a snizil transport
Zeleza v duodendlnich enterocytech. Prekvapivé ale bylo, Ze aplikace
EPO sice vyznamné snizila koncentraci hepcidinu, ale u skupiny
nefrektomovanych potkanii s aplikaci terpentynu to nevedlo ke zlep-
Seni transportu Zeleza v duodendlnich enterocytech. To by tedy
podporovalo hypotézu (jiz vyse uvedenou), Ze se zde uplatiiuji jesté
dalsi vlivy a faktory mimo hepcidin, a to zejména piimé piisobeni
prozanétlivych cytokinii na ferroportin a dalsi transportni proteiny.

Diskuse tykajici se primého piisobeni EPO na resorpci Zeleza
ve stfevé vychdzely z hypotézy, Ze pfimo na povrchu enterocytii
se nachdzeji receptory pro EPO. Jejich existence se predpoklddd
na obou strandch butiky, tedy jak bazolaterdlni, tak apikdlni.
V komentované prdci se piisobeni EPO prokdzalo pouze u recep-
toru lokalizovaného na bazolaterdlni strané buriky. EPO receptor
je funkcéné spjat s aktivaci JAK2 (tyrosine-kinase Janus kinase 2),
kterd vede k aktivaci celé fady bunécnych pochodii. V této prdci
se primy efekt EPO na transepitelidlni transport Zeleza pfes re-
ceptor JAK2 prokdzal neptimo, a to priddanim inhibitoru JAK2
k bunécnym kulturdm, coz vyznamnou mérou snizilo expresi
transportnich proteinii ferroportinu a DMT1I.

Zdveérem lze tedy konstatovat, Ze proces utilizace Zeleza a jeho
vstrebdvadni ve stfevé u nemocnych s CKD (a potazmo chronickym
zdnétlivym stavem) je velmi komplexni a sloZity a Ze je ovlivnén
celou fadou transportnich proteinii, jejichz existence se odhalila
teprve v neddvné dobé. To do znacné miry vysvétluje i skutecnost,
Ze zelezo se po perordlnim poddvdni u téchto nemocnych velmi
omezené vstiebdvd a k dosazeni uspokojivych zdsob je nutnd jeho
parenterdlni aplikace. Jeho utilizaci pak zlepsuje casné poddavini
EPO a snizZeni zdnétu v organismu.
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