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SOUHRN

Sledovali jsme vliv nedostatku Zeleza na nastup jaterni regenerace a respiratorni vzplanuti polymorfonukleard
(RB-PMN). Wistar potkani, samci (M), samice (F) méli jeden krevni odbér v 9. tydnu, skupina samcl (M-w) a skupina
samic (F-w) mély devét krevnich odbérd (jednou tydné). Potkani byli usmrceni v 10. tydnu 18 hodin po ¢astecné
hepatektomii (PH), 1 hodinu po aplikaci ®H-thymidinu i. v. V krvi jsme stanovili krevni obraz a respiratorni vzplanuti,
v séru hepcidin, estradiol, Zelezo, vazebnou kapacitu pro Zelezo, obsah Zeleza v jatrech. Syntéza jaternich DNA byla
vy$8i u skupin M-w a F-w vs skupiny M a F (p = 0,05). Hepcidin po PH klesa u samct i samic (p = 0,001) a u skupiny
F-w (p = 0,05), ale ne u skupiny M-w. Vlivem krevnich odbér( bylo zvySeno spontanni RB (p < 0,05), stimulované
RB pouze u samic (p < 0,01).

Stimulované RB bylo niz§i u samcd M-w nez u M (p < 0,01). Sérové Zelezo bylo nizsi u samcl nez u samic. Potkani
s krevnimi odbéry méli vy$Si Zelezo a jeho saturaci nez potkani bez odbérl. TIBC klesla po PH (p < 0,001), méné
u skupiny M-w (p < 0,05). Jaterni zasoby Zeleza klesly u samcli, méné u samic. Samice mely vétsi jaterni zasoby
a snaze je mobilizovaly. Hepcidin nebyl vyznamny pfi tomto procesu. Pfedpokladame, ze hepcidin chrani aktivitu PMN
u potkand skupiny M-w.
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SUMMARY

Zivna H., Zivny P., Vokurkova D., Pali¢ka 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 9" week, experimental males (M-w) and females (F-w)
had nine blood withdrawals. Rats were sacrificed in 10" week 18 h after 67% hepatectomy (PH), one h after *H-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.
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Uvod

Vyznam vhodného mnozstvi Zeleza v potravé a jeho
metabolicky obrat v organismu neni zatim dostate¢né
zodpovézen, zvlasté za podminek opakovanych krev-
nich ztrat (darovani krve). Na poruchéch nespecifické-
ho imunitniho systému se podili i Zzelezo, at jiz pfi jeho
nadbytku nebo nedostatku. Na zakladé subjektivnich
Udaj darct krve se zda, ze opakované krevni odbéry
mohou ovliviiovat zdravotni stav organismu, zvlasté
snizovat pocet infekénich onemocnéni (subjektivni Udaje
darcl krve — osobni zjisténi).

Vstfebavani a ukladani zeleza v organismu je kom-
plexni a pfesné regulovany proces, na kterém se téz
ucastni hepcidin. Hepcidin koreluje s sérovym feritinem
[1], inhibuje vstfebavani zeleza v enterocytu [2], v pla-
centé [3], brani uvolnéni zeleza z makrofagt [4], snizu-

je dodavku Zeleza dozravajicim erytrocytim. Exprese
hepcidinu je tlumena béhem stimulované erytropoézy,
i kdyz jsou zvySené zasoby zeleza [1]. Jatra zajistuji
syntézu hepcidinu, jsou i zasobarnou zeleza, a maji
tedy vyznamnou roli v metabolismu zeleza [5]. Hepci-
din mdze byt exprimovan zanétlivymi bunkami in situ
a ovliviiovat produkci IL-6 a IL-1 [4].

Zelezo je mocny iniciator lipoperoxidace [6], U¢astni se
vzniku reaktivnich forem kysliku pfi respiratornim vzplanu-
ti prostrednictvim enzymu NADPH oxidazy [7, 8]. Estroge-
ny jsou znamy inhibici oxidativnich procest v krvi [9], pred-
pokladame i jejich zasah do metabolismu Zeleza.

Cilem naseho experimentu bylo studovat u potkan(
vliv opakovanych krevnich ztrat na metabolismus Ze-
leza, na respiratorni vzplanuti polymorfonukleart
a zvladnuti stresové zatéze navozené operaci, ¢astec-
nou hepatektomii.



Material a metody

Po schvaleni protokolu pokust Odbornou komisi
LFUK-HK byly pokusy provedeny na potkanech.
V8echny operacni vykony byly provedeny v éterové
narkéze. Dospéli potkani kmene Wistar (Biotest,
s. r. 0., Konarovice) byli umisténi do plastovych kleci
a chovani za standardnich podminek. Potkani byli roz-
déleni do 4 skupin po 6 potkanech s télesnou hmot-
nosti: samci 315 + 7 g, samice 211 + 3 g. Byli
10 tydn( krmeni dietou ST-1 (VELAS, a. s., Lysa nad
Labem, 27 mg elementarniho zeleza/kg diety) a pit-
nou vodou ad libitum. Opakovanymi krevnimi odbéry
z retroorbitralnich sinust (0,5 ml/100 g télesné hmot-
nosti) jsme simulovali situaci u darcu krve. Prvni sku-
pina: samci (M), krevni odbér proveden jednou
v 9. tydnu. Druha skupina: samice (F), krevni odbér
proveden jednou v 9. tydnu. Treti skupina: samci
(M-w), krevni odb&r proveden jednou tydné&, 9krat. Ctvr-
ta skupina: samice (F-w), krevni odbér proveden jed-
nou tydné&, 9krat. Castedna hepatektomie (PH) byla
provedena u vSech potkanl v 10. tydnu. Potkan(im byl
podan 3H-thymidin (740 kBg/100 g, Lacomed Ltd.) i. v.
Sedmnact hodin po PH a jednu hodinu pfed usmrce-
nim odbérem krve z bfidni aorty.

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

Koncentrace Zeleza v jatrech (mg/g suché tkané)
byla stanovena atomovou absorp&ni spektrofotometrii
(Unicam, Solaar 959, UK) po vysuSeni (Milestone MLS
1200 MEGA, ltaly).

Jaterni DNA syntéza byla stanovena *H-thymidinem
[10] na detektoru scintilaci Beckman LS 6000 LL (Beck-
man Coulter, Fullerton, CA, USA). Obsah jaterni DNA
byl stanoven difenylaminovym &inidlem [11].

V heparinizované krvi byl stanoven krevni obraz (Ab-
bott CELL-DYN 3200 SL, Abbott, IL, USA) a respiratorni
vzplanuti polymorfonukleart (RB-PMN) na Cytomics
FC500 flow cytometer (488 nm, Beckman Coulter, Ful-
lerton, CA, USA) dihydrorhodaminem 123 (DHR, Sigma,
Praha, CZ) a stimulaci phorbol myristat acetatem (PMA,

Table 2. Basic hematological values and serum 17 -estradiol

Sigma, Praha, CZ). Pozitivita (%) byla vyhodnocena na
fluorescenénim kanale (575 nm). Data byla analyzovana
s CXP Analysis software [12].

Jaterni tkan pro histologické vySetreni ze stejného
mista byla fixovana v 10% formalinu. Preparaty byly
obarveny na zelezo ferokyanidem draselnym (PENTA,
Hradec Kralové, CZ). Obsah Zeleza v jatrech byl kal-
kulovan podle skore 0-1-2-3.

Statistické analyzy byly provedeny software SigmaStat
3.1 Jandel Scientific® (San Rafael, CA, USA). Jeden sym-
bol znadi p < 0,05, dva symboly jsou p < 0,01 a tfi sym-
boly jsou p < 0,001. Identické symboly znadi statistickou
vyznamnost mezi skupinami. Vysledky jsou vyjadieny
jako prdmér + SEM, pouze hepcidin a respiratorni vzpla-
nuti jsou vyjadfeny jako median a 25. a 75. percentil.

Vysledky

Samice mély vy$Si obsah zeleza v jatrech nez sam-
ci. Pokles zasob zeleza byl vyraznéjSi u skupiny F-w.
Potkani s krevnimi odbeéry, zvlasté samice, méli vyssi
obsah jaternich DNA ve srovnani se skupinami bez krev-
nich odbéru (tab. 1).

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

Liver iron score | Total liver iron content s.a. DNA
(0-3) (ug/g dry liver) (kBg/mg DNA)
before | after

PH PH before PH | after PH after PH
M 0.3 0 787 + 162 | 595 + 163 1.21 £ 0.49
Fl 2 1 |1577 £ 155 1376 = 165 045 019
Mw| 0 0 |551x120 5382123 | 193020
Fw 1 0 | 943:89 | 813+104 | 1912045

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.

Hemoglobin (g/l) Absolute number of PMN (x 109/1) 17-B estradiol (pmol/l)
before PH after PH before PH after PH before PH after PH
M 158 =2 143 =4 1.00 + 0.35 1.5+ 0.65 <734 85.9 3.6
- 15020 1453 132 029 0.65 +0.25 1405 =128 1964 + 272
M-w 153+ 3 161 %7 0.82+0.19 8.90 = 0.62 <738 101.8 + 16.1
F-w 155 + 1 155+ 8 046016 317£043 X3X1(7p'1:%%31'3) 1281 = 16.3

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

Serum iron concentration (umol/l) Serum iron binding capacity Serum iron saturation
before PH after PH before PH after PH before PH after PH
M 86.72+1.73 13.56 = 0.83 103.67 = 2.74 73.40 + 2.40 0.35 + 0.02 0.18 £ 0.01
F 64.58 = 7.55 17.62 + 0.99 93.28 = 210 65.18 = 1.05 0.69 = 0.06 0.27 + 0.01
M-w 50.05 = 9.78 23.67 + 6.26 77.53 £ 2.02 70.20 + 2.29 0.48 + 0.07 0.350.10
F-w 86.63 = 5.53x 22,90 + 3.80 10155 =218 68.43 = 1.69 0.85 = 0.05 0.33 = 0.04

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.

Koncentrace hemoglobinu po PH neklesaly u sku-
pin potkant M-w a F-w tak vyrazné, jako u potkan
skupin M a F. Potkani M-w a F-w méli vy$Si absolutni
pocty PMN po PH v porovnani s potkany M a F. Opa-
kované odbéry vedly ke zvySeni koncentraci estradio-
lu v séru, zvySeni bylo u vSech potkanl po PH, kromé
skupiny F-w (tab. 2).

Koncentrace Zeleza v séru byly nizsi u vSech sam-
cU ve srovnani se samicemi. Koncentrace zeleza
a saturace proteinu zelezem byly vyS$Si u potkant M-w
a F-w ve srovnani s potkany M a F. Pokles byl sledo-
van u vSech po PH (p < 0,001), nejméné vyjadren byl
u skupiny M-w (p < 0,01). U vSech potkan( poklesla
vazebna kapacita pro zelezo po PH (p < 0,001), nejmé-
né 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 nevyznamné zvysSily (graf 1).
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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 zaznamenan rozdil mezi pohlavimi v hodnotach
RB-PMN. U skupiny M byly vy$si hodnoty RB-PMN
pred hepatektomii i po ni nez u samci M-w (p < 0,01)

a nez u samic F. Opakované odbéry navodily u samcl
M-w zvy8eni spontdnniho RB-PMN (p < 0,05), u samic
F-w zvySeni jak spontanniho (p < 0,05), tak i stimulo-
vaného RB-PMN (p < 0,01) — graf 2.

7+
45
a0
35
a0
25
20
16
10

before PH before PH

stimulated

spontaneous

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

Télesna hmotnost se zvySovala u vSech potkan(
béhem 10. tydn( probihajiciho pokusu a nebyly rozdily
v narGstu hmotnosti ani ve spotfebé diety mezi skupi-
nami M vs M-w a skupinami F vs F-w.

Koncentrace Zeleza a saturace proteind Zelezem
v séru byly vyS&i u skupin s opakovanymi odbéry, pfi-
¢inou mize byt zvySeny obrat Zeleza v séru. Zda se,
Ze regulaéni mechanismy mohou zvysit transport Ze-
leza v séru i jeho mobilizaci zvladté u samic, které
jsou fyziologicky pfipraveny vstfebat vice zeleza (lak-
tace, brezosti). Tato reaktivita je dulezita, nebot hypo-
chromni anémie v téhotenstvi je rizikovym faktorem
mortality a morbidity plodu [13]. Obsah Zeleza v jatrech
vypovidajici o aktudlnich zasobach Zeleza v organismu
[14] byl signifikantné vy$Si u samic nez u samcq, za
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coz jsou nejspis zodpovédné estrogeny [14]. Ackoliv
samicim skupiny F-w byly provadény opakované od-
béry krve, mély vice zeleza v jatrech nez samci bez
krevnich odbérd. Na doplfiovani zeleza u samic se téz
ucastnil pokles syntézy hepcidinu. Samci skupiny
M-w nereagovali dostatecné rychle na ztraty zeleza,
odcerpali ho z jater i ze séra, ale paradoxné nesnizili
syntézu hepcidinu po hepatektomii. Domnivame se,
ze pretrvavani vysSich koncentraci hepcidinu u sku-
piny M-w ,neinformuje” dostate¢né organismu o sni-
zenych zasobéach zeleza v organismu a ma tedy i ji-
nou informacni hodnotu.

Potkani s odbéry (M-w, F-w) méli asnéjsi nastup
jaterni syntézy DNA ve srovnani s potkany bez odbé-
rU. Vliv estrogent je zde nekonstantni, nebot samice F
samice F-w mély syntézu DNA nejvysSi. Je pravdépo-
dobné, Ze se projevily rizné koncentrace estrogent.
Chiu [15] hodnoti estrogeny jako promotor jaterni rege-
nerace po hepatektomii, Shimizu I. [16] popisuje pozi-
tivni antioxidacni efekt estradiolu pfi jaternim poskoze-
ni. Opakované krevni odbéry pusobily jako pre-
conditioning, po hepatektomii neklesly koncentrace he-
moglobinu, vzrostly absolutni pocty PMN, byl €asnéjsi
nastup jaterni regenerace. Pozitivni efekt ,preconditio-
ningu“ pred hepatektomii prokazali u laparotomie [17],
u periodicka ischemizace a jaterni reperfuze [18]
a u hyperbarické oxygenace [19]. Opakovanymi odbé-
ry se zvysily koncentrace zeleza v séru a napodobily
podminky in vitro, kdy vySSi syntéza DNA hepatocytl
byla v médiu obohaceném o Zelezo [20].

Pokles hepcidinu po hepatektomii nastal u vSech
skupin kromé M-w, kde doslo k jeho zvySeni. Toto zvy-
Seni koresponduje s expresi genu pro hepcidin v jatrech
16 hodin po hepatektomii [21] a po poSkozeni jater al-
koholem [22]. Domnivame se, ze u skupiny M-w byly
vy$Si koncentrace hepcidinu prfedevsim pro zachovani
funkénosti imunitniho systému i pfes omezeni resorp-
ce zeleza ze stfeva a omezeni erytropoézy. Ganz po-
pisuje u chronickych zanét zvySeni hepcidinu, jehoz
dusledkem je anémie [23]. Tuto hypotézu podporuji
i vysledky RB-PMN u samcl M-w.

V pokuse jsme zjistili rozdily v RB-PMN mezi po-
hlavimi. PMN samct reagovaly pfed hepatektomii i po
ni vyraznéji nez PMN samic. Divodem mUze byt es-
tradiolem utlumeni lipoperoxidaci [24, 25], respiratorni-
ho vzplanuti PMN [27] i peroxidaci PMN [28], a naopak
akcelerace lipoperoxidaci a aktivace PMN testostero-
nem [26, 29]. U samcl s odbéry (M-w) byly aktivity
RB-PMN nizsi nez u samcl bez odbér(, coz jsme ne-
pfedpokladali. Domnivame se, ze se jednalo
o dusledek snizeni zasob zeleza samcll opakovanymi
odbéry. Samice s krevnimi odbéry F-w pod vlivem ge-
netickych a hormonalnich faktor(i (estrogenu) véechny
zasahy snasely I1épe, mély lepSi obrat Zeleza, reaktivi-
ta PMN byla adekvatni, snaze zvladaly operaéni stres
(Casnéjsim nastupem jaterni regenerace).

Omezeni studie: Je obtizné prenést zavéry do kli-
nické mediciny, nebot samice potkand neztraceji krev
menstruaci. Pravdépodobné v8ak v pfirodé maji vétsi
vydej zeleza nez zeny. Jedna samice potkana (vazici

350 g) muze za rok porodit az 80 mladat (po 7,5 g) a
soucasné je odkojit. Samice tedy uklada zelezo do fétd,
do placenty a soubézné do mléka béhem kojeni prede-
Slého vrhu.
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