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SOUHRN
Sledovali jsme vliv nedostatku železa na nástup jaterní regenerace a respiratorní vzplanutí polymorfonukleárů
(RB-PMN). Wistar potkani, samci (M), samice (F) měli jeden krevní odběr v 9. týdnu, skupina samců (M-w) a skupina
samic (F-w) měly devět krevních odběrů (jednou týdně). Potkani byli usmrceni v 10. týdnu 18 hodin po částečné
hepatektomii (PH), 1 hodinu po aplikaci 3H-thymidinu i. v. V krvi jsme stanovili krevní obraz a respiratorní vzplanutí,
v séru hepcidin, estradiol, železo, vazebnou kapacitu pro železo, obsah železa v játrech. Syntéza jaterních DNA byla
vyšší u skupin M-w a F-w vs skupiny M a F (p = 0,05). Hepcidin po PH klesá u samců i samic (p = 0,001) a u skupiny
F-w (p = 0,05), ale ne u skupiny M-w. Vlivem krevních odběrů bylo zvýšeno spontánní RB (p < 0,05), stimulované
RB pouze u samic (p < 0,01).
Stimulované RB bylo nižší u samců M-w než u M (p < 0,01). Sérové železo bylo nižší u samců než u samic. Potkani
s krevními odběry měli vyšší železo a jeho saturaci než potkani bez odběrů. TIBC klesla po PH (p < 0,001), méně
u skupiny M-w (p < 0,05). Jaterní zásoby železa klesly u samců, méně u samic. Samice měly větší jaterní zásoby
a snáze je mobilizovaly. Hepcidin nebyl významný při tomto procesu. Předpokládáme, že hepcidin chrání aktivitu PMN
u potkanů skupiny M-w.
Klíčová slova: jaterní regenerace, železo, respiratorní vzplanutí, hepcidin, potkan, pohlaví, částečná hepatektomie.

SUMMARY
Živná H., Živný P., Vokurková D., Palička V.: The reactivity changes in male and female rats upon repeated blood losses
We studied the influence of iron deficiency on initiation of liver regeneration and respiratory burst of PMN (RB). Wistar
rats, control males (M) and females (F) had blood withdrawal in 9th week, experimental males (M-w) and females (F-w)
had nine blood withdrawals. Rats were sacrificed in 10th week 18 h after 67% hepatectomy (PH), one h after 3H-thymidin
application. We determined erythrocyte and leukocyte count, RB, serum hepcidin, estradiol, iron, iron binding capacity
(TIBC) and liver iron stores. Liver DNA synthesis in M-w and F-w increased versus M and F (p = 0.05). Hepcidin after PH
decreased in M, F (p = 0.001) and F-w (p = 0.05), but not in M-w. Blood withdrawals increased spontaneous RB
(p < 0.05), stimulated RB only at females (p < 0.01). Stimulated RB was lower in M-w then in M (p < 0.01). Serum iron was
lower in males than in females. Rats with withdrawals had higher iron and iron protein saturation then rats without
withdrawals. TIBC decreased after PH (p < 0.001), less at M-w (p < 0.05). Iron stores in liver decreased in M, less in F.
Females had higher and easier mobilized liver iron store. Hepcidin was not important at this point. We assumed that
hepcidin protects PMN activity at M-w.
Key words: liver regeneration; iron; respiratory burst; hepcidin; rat; sex; partial hepatectomy.

Úvod

Význam vhodného množství železa v potravě a jeho
metabolický obrat v organismu není zatím dostatečně
zodpovězen, zvláště za podmínek opakovaných krev-
ních ztrát (darování krve). Na poruchách nespecifické-
ho imunitního systému se podílí i železo, ať již při jeho
nadbytku nebo nedostatku. Na základě subjektivních
údajů dárců krve se zdá, že opakované krevní odběry
mohou ovlivňovat zdravotní stav organismu, zvláště
snižovat počet infekčních onemocnění (subjektivní údaje
dárců krve – osobní zjištění).

Vstřebávání a ukládání železa v organismu je kom-
plexní a přesně regulovaný proces, na kterém se též
účastní hepcidin. Hepcidin koreluje s sérovým feritinem
[1], inhibuje vstřebávání železa v enterocytu [2], v pla-
centě [3], brání uvolnění železa z makrofágů [4], snižu-

je dodávku železa dozrávajícím erytrocytům. Exprese
hepcidinu je tlumena během stimulované erytropoézy,
i když jsou zvýšené zásoby železa [1]. Játra zajišťují
syntézu hepcidinu, jsou i zásobárnou železa, a mají
tedy významnou roli v metabolismu železa [5]. Hepci-
din může být exprimován zánětlivými buňkami in situ
a ovlivňovat produkci IL-6 a IL-1 [4].

Železo je mocný iniciátor lipoperoxidace [6], účastní se
vzniku reaktivních forem kyslíku při respiratorním vzplanu-
tí prostřednictvím enzymu NADPH oxidázy [7, 8]. Estroge-
ny jsou známy inhibicí oxidativních procesů v krvi [9], před-
pokládáme i jejich zásah do metabolismu železa.

Cílem našeho experimentu bylo studovat u potkanů
vliv opakovaných krevních ztrát na metabolismus že-
leza, na respiratorní vzplanutí polymorfonukleárů
a zvládnutí stresové zátěže navozené operací, částeč-
nou hepatektomií.
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Materiál a metody

Po schválení protokolu pokusů Odbornou komisi
LFUK-HK byly pokusy provedeny na potkanech.
Všechny operační výkony byly provedeny v éterové
narkóze. Dospělí potkani kmene Wistar (Biotest,
s. r. o., Konárovice) byli umístěni do plastových klecí
a chováni za standardních podmínek. Potkani byli roz-
děleni do 4 skupin po 6 potkanech s tělesnou hmot-
ností: samci 315 ± 7 g, samice 211 ± 3 g. Byli
10 týdnů krmeni dietou ST-1 (VELAS, a. s., Lysá nad
Labem, 27 mg elementárního železa/kg diety) a pit-
nou vodou ad libitum. Opakovanými krevními odběry
z retroorbitrálních sinusů (0,5 ml/100 g tělesné hmot-
nosti) jsme simulovali situaci u dárců krve. První sku-
pina: samci (M), krevní odběr proveden jednou
v 9. týdnu. Druhá skupina: samice (F), krevní odběr
proveden jednou v 9. týdnu. Třetí skupina: samci
(M-w), krevní odběr proveden jednou týdně, 9krát. Čtvr-
tá skupina: samice (F-w), krevní odběr proveden jed-
nou týdně, 9krát. Částečná hepatektomie (PH) byla
provedena u všech potkanů v 10. týdnu. Potkanům byl
podán 3H-thymidin (740 kBq/100 g, Lacomed Ltd.) i. v.
Sedmnáct hodin po PH a jednu hodinu před usmrce-
ním odběrem krve z břišní aorty.

V séru jsme stanovili koncentrace železa (µmol/l),
jeho vazebnou kapacitu (TIBC), kalkulovanou saturaci
železem, koncentrace hepcidinu (pmol/l, Hepcidin pro-
hormone EIA-4015, DRG, Germany) a 17-beta-estra-
diolu (pmol/l, Immulite analyser).

Koncentrace železa v játrech (mg/g suché tkáně)
byla stanovena atomovou absorpční spektrofotometrií
(Unicam, Solaar 959, UK) po vysušení (Milestone MLS
1200 MEGA, Italy).

Jaterní DNA syntéza byla stanovena 3H-thymidinem
[10] na detektoru scintilací Beckman LS 6000 LL (Beck-
man Coulter, Fullerton, CA, USA). Obsah jaterní DNA
byl stanoven difenylaminovým činidlem [11].

V heparinizované krvi byl stanoven krevní obraz (Ab-
bott CELL-DYN 3200 SL, Abbott, IL, USA) a respiratorní
vzplanutí polymorfonukleárů (RB-PMN) na Cytomics
FC500 flow cytometer (488 nm, Beckman Coulter, Ful-
lerton, CA, USA) dihydrorhodaminem 123 (DHR, Sigma,
Praha, CZ) a stimulací phorbol myristat acetátem (PMA,

Sigma, Praha, CZ). Pozitivita (%) byla vyhodnocena na
fluorescenčním kanále (575 nm). Data byla analyzována
s CXP Analysis software [12].

Jaterní tkáň pro histologické vyšetření ze stejného
místa byla fixována v 10% formalinu. Preparáty byly
obarveny na železo ferokyanidem draselným (PENTA,
Hradec Králové, CZ). Obsah železa v játrech byl kal-
kulován podle skóre 0-1-2-3.

Statistické analýzy byly provedeny software SigmaStat
3.1 Jandel Scientific��(San Rafael, CA, USA). Jeden sym-
bol značí p < 0,05, dva symboly jsou p < 0,01 a tři sym-
boly jsou p < 0,001. Identické symboly značí statistickou
významnost mezi skupinami. Výsledky jsou vyjádřeny
jako průměr ± SEM, pouze hepcidin a respiratorní vzpla-
nutí jsou vyjádřeny jako medián a 25. a 75. percentil.

Výsledky

Samice měly vyšší obsah železa v játrech než sam-
ci. Pokles zásob železa byl výraznější u skupiny F-w.
Potkani s krevními odběry, zvláště samice, měli vyšší
obsah jaterních DNA ve srovnání se skupinami bez krev-
ních odběrů (tab. 1).

Table 1. Liver iron score, total liver iron content, and specific acti-

vity of liver DNA

M: male, one blood withdrawal before PH; F: female, one blood

withdrawal before PH; M-w: male, nine blood withdrawals before

PH; F-w: female, nine blood withdrawals before PH. The identical

symbols indicate compared couples. One symbol represents sta-

tistical significance p < 0.05, two symbols are p < 0.01.

erocsnorireviL
)3-0(

tnetnocnorirevillatoT
)revilyrdg/gu(

AND.a.s
)ANDgm/qBk(

erofeb
HP

retfa
HP HPerofeb HPretfa HPretfa

M 3.0 0 787 261± 595 361± 94.0±12.1

F 2 1 7751 551± 6731 661± 54.0 31.0±
++*

w-M 0 0 155 021± 835 321± 35.1 62.0±
++

w-F 1 0 98±349 318 401± 19.1 54.0±
*

Table 2. Basic hematological values and serum 17 -estradiol

)l/g(nibolgomeH )l/901x(NMPforebmunetulosbA )l/lomp(loidartseß-71

HPerofeb HPretfa HPerofeb HPretfa HPerofeb HPretfa

M 2±851
**

4±341
** 53.0±00.1 56.0±51.1

** 4.37< 6.3±9.58

F 2±251 3±541 92.0±23.1
+

52.0±56.0
***

8.21±5.041
xx 2.72±4.691

w-M 3±351 7±161 91.0±28.0 26.0±09.3
** 8.37< 1.61±8.101

w-F 1±551 8±551 61.0±64.0
+

34.0±71.3
***

4.33±1.713
)410.0=p(xx 3.61±1.821

M: male, one blood withdrawal before PH; F: female, one blood withdrawal before PH; M-w: male, nine blood withdrawals before PH; F-w:

female, nine blood withdrawals before PH. The identical symbols indicate compared couples. One symbol represents statistical signifi-

cance p < 0.05, two symbols are p < 0.01 and three symbols represent p < 0.001.
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Koncentrace hemoglobinu po PH neklesaly u sku-
pin potkanů M-w a F-w tak výrazně, jako u potkanů
skupin M a F. Potkani M-w a F-w měli vyšší absolutní
počty PMN po PH v porovnání s potkany M a F. Opa-
kované odběry vedly ke zvýšení koncentrací estradio-
lu v séru, zvýšení bylo u všech potkanů po PH, kromě
skupiny F-w (tab. 2).

Koncentrace železa v séru byly nižší u všech sam-
ců ve srovnání se samicemi. Koncentrace železa
a saturace proteinu železem byly vyšší u potkanů M-w
a F-w ve srovnání s potkany M a F. Pokles byl sledo-
ván u všech po PH (p < 0,001), nejméně vyjádřen byl
u skupiny M-w (p < 0,01). U všech potkanů poklesla
vazebná kapacita pro železo po PH (p < 0,001), nejmé-
ně u skupiny M-w (p < 0,05) – tabulka 3.

Sérové koncentrace hepcidinu po PH klesaly u sku-
piny M (p = 0,001), F, a F-w (p = 0,05), naopak u skupi-
ny M-w se nevýznamně zvýšily (graf 1).

Graph 1. Serum hepcidin concentration

M: male, one blood withdrawal before PH; F: female, one blood

withdrawal before PH; M-w: male, nine blood withdrawals before

PH; F-w: female, nine blood withdrawals before PH. The identical

symbols indicate compared couples. One symbol represents sta-

tistical significance p < 0.05, two symbols are p < 0.01 and three

symbols represent p < 0.001.

Byl zaznamenán rozdíl mezi pohlavími v hodnotách
RB-PMN. U skupiny M byly vyšší hodnoty RB-PMN
před hepatektomií i po ní než u samců M-w (p < 0,01)

a než u samic F. Opakované odběry navodily u samců
M-w zvýšení spontánního RB-PMN (p < 0,05), u samic
F-w zvýšení jak spontánního (p < 0,05), tak i stimulo-
vaného RB-PMN (p < 0,01) – graf 2.

Graph 2. Spontaneous and stimulated respiratory burst of blood PMN

M: male, one blood withdrawal before PH; F: female, one blood

withdrawal before PH; M-w: male, nine blood withdrawals before

PH; F-w: female, nine blood withdrawals before PH. The identical

symbols indicate compared couples. One symbol represents sta-

tistical significance p < 0.05, two symbols are p < 0.01.

Diskuse

Tělesná hmotnost se zvyšovala u všech potkanů
během 10. týdnů probíhajícího pokusu a nebyly rozdíly
v nárůstu hmotnosti ani ve spotřebě diety mezi skupi-
nami M vs M-w a skupinami F vs F-w.

Koncentrace železa a saturace proteinů železem
v séru byly vyšší u skupin s opakovanými odběry, pří-
činou může být zvýšený obrat železa v séru. Zdá se,
že regulační mechanismy mohou zvýšit transport že-
leza v séru i jeho mobilizaci zvláště u samic, které
jsou fyziologicky připraveny vstřebat více železa (lak-
tace, březosti). Tato reaktivita je důležitá, neboť hypo-
chromní anémie v těhotenství je rizikovým faktorem
mortality a morbidity plodu [13]. Obsah železa v játrech
vypovídající o aktuálních zásobách železa v organismu
[14] byl signifikantně vyšší u samic než u samců, za

Table 3. Iron concentration, total iron binding capacity and protein saturation by iron in serum

M: male, one blood withdrawal before PH; F: female, one blood withdrawal before PH; M-w: male, nine blood withdrawals before PH; F-w:

female, nine blood withdrawals before PH. The identical symbols indicate compared couples. One symbol represents statistical signifi-

cance p < 0.05, two symbols are p < 0.01 and three symbols represent p < 0.001.

(noitartnecnocnorimureS µµµµµ )l/lom yticapacgnidnibnorimureS noitarutasnorimureS

HPerofeb HPretfa HPerofeb HPretfa HPerofeb HPretfa

M 37.1±27.63
** 38.0±65.31 47.2±76.301

*** 04.2±04.37 20.0±53.0 10.0±81.0

F 55.7±85.46
x** 99.0±26.71 01.2±82.39

+ 50.1±81.56 60.0±96.0 10.0±72.0

w-M 87.9±50.05 62.6±76.32 20.2±35.77
*** 92.2±02.07 70.0±84.0 01.0±53.0

w-F x35.5±36.68 08.3±09.22 81.2±55.101
+ 96.1±34.86 50.0±58.0 40.0±33.0
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což jsou nejspíš zodpovědné estrogeny [14]. Ačkoliv
samicím skupiny F-w byly prováděny opakovaně od-
běry krve, měly více železa v játrech než samci bez
krevních odběrů. Na doplňování železa u samic se též
účastnil pokles syntézy hepcidinu. Samci skupiny
M-w nereagovali dostatečně rychle na ztráty železa,
odčerpali ho z jater i ze séra, ale paradoxně nesnížili
syntézu hepcidinu po hepatektomii. Domníváme se,
že přetrvávání vyšších koncentrací hepcidinu u sku-
piny M-w „neinformuje“ dostatečně organismu o sní-
žených zásobách železa v organismu a má tedy i ji-
nou informační hodnotu.

Potkani s odběry (M-w, F-w) měli časnější nástup
jaterní syntézy DNA ve srovnání s potkany bez odbě-
rů. Vliv estrogenů je zde nekonstantní, neboť samice F
měly nejnižší syntézu DNA ze všech skupin, naopak
samice F-w měly syntézu DNA nejvyšší. Je pravděpo-
dobné, že se projevily různé koncentrace estrogenů.
Chiu [15] hodnotí estrogeny jako promotor jaterní rege-
nerace po hepatektomii, Shimizu I. [16] popisuje pozi-
tivní antioxidační efekt estradiolu při jaterním poškoze-
ní. Opakované krevní odběry působily jako pre-
conditioning, po hepatektomii neklesly koncentrace he-
moglobinu, vzrostly absolutní počty PMN, byl časnější
nástup jaterní regenerace. Pozitivní efekt „preconditio-
ningu“ před hepatektomií prokázali u laparotomie [17],
u periodická ischemizace a jaterní reperfuze [18]
a u hyperbarické oxygenace [19]. Opakovanými odbě-
ry se zvýšily koncentrace železa v séru a napodobily
podmínky in vitro, kdy vyšší syntéza DNA hepatocytů
byla v médiu obohaceném o železo [20].

Pokles hepcidinu po hepatektomii nastal u všech
skupin kromě M-w, kde došlo k jeho zvýšení. Toto zvý-
šení koresponduje s expresí genu pro hepcidin v játrech
16 hodin po hepatektomii [21] a po poškození jater al-
koholem [22]. Domníváme se, že u skupiny M-w byly
vyšší koncentrace hepcidinu především pro zachování
funkčnosti imunitního systému i přes omezení resorp-
ce železa ze střeva a omezení erytropoézy. Ganz po-
pisuje u chronických zánětů zvýšení hepcidinu, jehož
důsledkem je anémie [23]. Tuto hypotézu podporují
i výsledky RB-PMN u samců M-w.

V pokuse jsme zjistili rozdíly v RB-PMN mezi po-
hlavími. PMN samců reagovaly před hepatektomií i po
ní výrazněji než PMN samic. Důvodem může být es-
tradiolem utlumení lipoperoxidací [24, 25], respiratorní-
ho vzplanutí PMN [27] i peroxidací PMN [28], a naopak
akcelerace lipoperoxidací a aktivace PMN testostero-
nem [26, 29]. U samců s odběry (M-w) byly aktivity
RB-PMN nižší než u samců bez odběrů, což jsme ne-
předpokládali. Domníváme se, že se jednalo
o důsledek snížení zásob železa samců opakovanými
odběry. Samice s krevními odběry F-w pod vlivem ge-
netických a hormonálních faktorů (estrogenů) všechny
zásahy snášely lépe, měly lepší obrat železa, reaktivi-
ta PMN byla adekvátní, snáze zvládaly operační stres
(časnějším nástupem jaterní regenerace).

Omezení studie: Je obtížné přenést závěry do kli-
nické medicíny, neboť samice potkanů neztrácejí krev
menstruací. Pravděpodobně však v přírodě mají větší
výdej železa než ženy. Jedna samice potkana (vážící

350 g) může za rok porodit až 80 mláďat (po 7,5 g) a
současně je odkojit. Samice tedy ukládá železo do fétů,
do placenty a souběžně do mléka během kojení přede-
šlého vrhu.
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