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Abstract
Background. Hepcidin requlates intestinal iron absorption and affects the release of iron from hepatic stores
and macrophages. As a result, the increased production of hepcidin may cause the sideropenia development.
The aim of the study was evaluation of prohepcidin serum level in the elderly patients with microcytic or normo-
cytic anemia.
Material and methods. The study group consisted of 58 elderly patients (24 male, 34 female) with recognized
de novo microcytic or normocytic anemia (based on WHO criteria), between 65 to 91 years of age (a mean age
of 78.92 + 8.32). A control group constituted 26 healthy volunteers matched correctly according to sex and
age. In the examined subjects were assessed. complete blood count and prohepcidin, sTfR, ferritin, EPO, trans-
ferrin, iron, TIBC concentration in the blood serum.
Results. Serum prohepcidin, iron and TIBC were significantly lower in the elderly patients with anemia over
controls. Mean serum erythropoietin level were significantly higher in patients with anemia in comparison to the
non-anemic subjects. However, sTfR, ferritin and transferrin serum concentration were similar in both study
groups.
Conclusions. The prohepcidin serum concentration in the elderly patients with anemia was significantly lower
than in the non-anemic subjects. Reduced prohepcidin levels in anemic patients may be the effect of requlating
mechanisms initiated in order to increase the iron level in the functional pool.
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Wstep
Niedokrwistos¢ u oséb w podesztym wieku stanowi
istotny problem opieki zdrowotnej. Czestos¢ wyste-
powania niedokrwistosci w populacji 0s6b powyzej
60. roku zycia waha sie w szerokim zakresie (3—61%)
i dotyczy szczegdlinie pacjentéw hospitalizowanych
oraz podopiecznych domdw opieki spotecznej [1-
—3]. Niedokrwistos¢ u starszych oséb znaczaco wpty-
wa na pogorszenie jakosci zycia i dodatkowo stano-
wi niezalezny czynnik ryzyka zwiekszonej Smiertel-
nosci, zaburzen naczyniowo-mdzgowych oraz
sercowo-naczyniowych [3-5]. W badaniu Third Na-
tional Health and Nutrition Examination Study (NHA-
NES Ill) wykazano 3 gtéwne przyczyny wystepowa-
nia anemii w populacji geriatrycznej [6] obserwowa-
ne w prawie jednakowym odsetku:
— utrata krwi i/lub niedobory pokarmowe obejmu-
jace zelazo, kobalamine, kwas foliowy (ok. 34%);
— przewlekly proces zapalny (ok. 32%) towarzyszacy
wielu jednostkom klinicznym, w tym chorobom
nerek, reumatycznym oraz nowotworowym,;
— tfo niewyjasnione (ok. 34%) [6].
W dotychczasowych badaniach biologicznych oraz
nielicznych doniesieniach klinicznych wskazuje sie na
istotng role hepcydyny w patomechanizmie niedo-
krwistosci wtérnych. Hepcydyna jest krétkim, boga-
tym w cysteine peptydem o masie czasteczkowe;
okoto 3 kDa, wyizolowanym po raz pierwszy w 2000
roku przez 2 niezalezne zespoty. Krause i wsp. [7]
wyizolowali peptyd z ultrafiltratu krwi, nazywajac go
LEAP-1 (liver-expressed antimicrobial peptide) ze
wzgledu na zaobserwowane w trakcie badan wia-
sciwosci antybakteryjne i przeciwgrzybicze oraz naj-
silniej wyrazong ekspresje genu dla LEAP-1 w watro-
bie. Park i wsp. [8] udato sie wyizolowac opisywany
hormon z ludzkiego moczu. W tym przypadku dla
nowo odkrytego hormonu zaproponowano okresle-
nie hepcydyna, wywodzace sie od hepatocyte (czyli
gtéwnego miejsca syntezy), bactericidal (czyli dziata-
nia bakteriobojczego) oraz budowy chemicznej, czy-
li protein [8]. W najnowszych badaniach wykazano,
ze synteza hepcydyny zachodzi takze w aktywowa-
nych bakteriami granulocytach obojetnochfonnych
oraz makrofagach [9]. Oprécz watroby ekspresje genu
dla hepcydyny obserwuje sie takze w sercu, mdzgu,
ptucach, migdatkach, tchawicy, sliniankach, prosta-
cie, tarczycy, pecherzu moczowym, zotadku oraz
nerkach, jednak w tych narzadach, w warunkach fi-
zjologicznych jest ona nieporéwnywalnie nizsza [7,
10, 11]. Hepcydyna syntetyzowana jest pierwotnie
jako prepropeptyd o dtugosci 84 aminokwasow,
w ktoérego strukturze wyrdznia sie: ztozong z 24 reszt

aminokwasowych sekwencje sygnatowa (N-koniec),
35-aminokwasowy proregion oraz w czesci C-kon-
cowej, obejmujgcy 25 reszt aminokwasowych, pep-
tyd wiasciwy [7, 8, 12, 13].

Zaangazowanie hepcydyny w ogdlnoustrojowg ho-
meostaze zelaza obejmuje hamowanie absorpdji zelaza
pokarmowego ze $wiatta enterocytéw absorpcyjnych
oraz hamowanie uwalniania zelaza zapasowego
z komorek uktadu siateczkowo-sréodbtonkowego.
Hepcydyna wptywa na gospodarke zelazowa poprzez
oddziatywanie z ferroportyng (Fpn) [14]. Ferroporty-
na jest przezbtonowym biatkiem wystepujacym na
powierzchni komdrek uwalniajgcych zelazo do puli
krazacej, czyli enterocytow absorpcyjnych, makrofa-
gow, hepatocytéw, a takze na powierzchni komorek
tozyska [14]. Biologiczng funkcjg Fpn jest transport
zelaza z wnetrza komérki do Swiatta naczyn krwio-
nosnych [14]. Hepcydyna bezposrednio wigze sie
z czasteczka Fpn, a powstate w ten sposéb potaczenie
hepcydyna—Fpn podlega nastepnie internalizacji.
Wewnatrz powstatego endosomu ferroportyna ule-
ga lizosomalnej degradacji. Ubytek ferroportyny
powierzchni bfony komdrkowe] wtérnie ogranicza
proces uwalniania zelaza z wnetrza komérki [14, 15].
Interakcja hepcydyny z ferroportyng blokuje jedyna
poznana dotychczas Sciezke transportu zelaza z wne-
trza komérek jelitowych do krwioobiegu [16-19].
Celem podjetych badan byta ocena stezenia prohep-
cydyny na tle wybranych parametréw metabolizmu
zelaza u os6b w podesztym wieku z rozpoznang de
novo niedokrwistoscig mikro- lub normocytowa.

Materiat i metody

Badania zrealizowano w latach 2005-2007 wsréd
84 0s6b w wieku 75,69 = 9,38 roku. Badang grupe
stanowifo 58 pacjentdéw zakwalifikowanych do le-
czenia w Katedrze i Klinice Geriatrii Szpitala Uniwer-
syteckiego im. dr. Antoniego Jurasza w Bydgoszczy,
Collegium Medicum Uniwersytetu Mikotaja Koperni-
ka w Toruniu. Wiek badanych oséb to 65-91 lat ($red-
nio 78,92 + 8,32). Mezczyzni stanowili 41,4% (n =
24) ogétu badanej populagji, kobiety — 58,6% (n =
34). Do badania kwalifikowano wytacznie osoby,
u ktérych rozpoznano de novo niedokrwistos¢ mikro-
badZ normocytowa. U mezczyzn, zgodnie z obowia-
zujacymi kryteriami Swiatowej Organizacji Zdrowia
(WHO, World Health Organization) [20], niedokrwi-
stos¢ rozpoznawano przy stezeniu hemoglobiny po-
nizej 13 g/dl, u kobiet ponizej 12 g/dl.

Grupe kontrolng stanowito 26 0séb w wieku 65-88
lat (Srednio 68,46 = 7,47), zgtaszajacych sie do po-
radni przyklinicznej w celu kompleksowej oceny ge-
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Tabela 1. Podstawowe parametry morfologii krwi u pacjentéw z niedokrwistoscig oraz oséb

w grupie kontrolnej

Table 1. Hematological indices in patients with anemia and in the control group

Grupa badana (n = 58)

Grupa kontrolna (n = 26)

Me lub Q1; Q3 lub
Parametr srednia = SD min.-maks.
HGB [g/dl] 10,90 9,10; 11,90
HCT (%) 33,25 + 5,10  20,90-41,70
MCV [fl] 90,95 84,60; 93,70
RBC 106/l 3,78 = 0,62 1,97-5,21

Me lub Q1; Q3 lub

Srednia = SD min.—-maks. p
13,95 13,00; 15,40 < 0,0001
42,00 = 3,73 36,10-50,70 < 0,0001
92,80 89,20; 95,50 NS

4,55 + 0,50 3,78-5,63 < 0,0001

HCT (hematocrit) — hematokryt; HGB (hemoglobin) — hemoglobina; MCV (mean corpuscular volume) — $rednia objetos¢ krwinki czerwonej; RBC (erythrocyte count)
— liczba krwinek czerwonych; SD (standard deviation) — odchylenie standardowe; Me (median) — mediana; Q1 and Q2 (25th and 75th percentiles) — 25.175.
percentyl; p — poziom istotnosci statystycznej; NS (differences not significant statistically) — réznica nieistotna statystycznie

riatrycznej. Mezczyzni stanowili 42,3% (n = 11) ogdl-
nej populacji kontrolnej, kobiety — 57,7% (n = 15).
U wszystkich oséb zakwalifikowanych do grupy kon-
trolnej na podstawie wywiadu i badan dodatkowych
wykluczono czynniki lub procesy chorobowe, ktére
mogtyby wptywa¢ na hematopoeze i/lub gospodar-
ke zelaza (np. infekcje, niedozywienie, choroby no-
wotworowe, reumatyczne, stany zapalne jelit, en-
dokrynopatie).

Z badania wykluczono pacjentdw, ktérzy podczas prze-
siewowej oceny stanu odzywienia deklarowali przyjmo-
wanie suplementdw witamin i sktadnikéw mineralnych.
Materiat do badan laboratoryjnych stanowita krew
obwodowa pobierana rano z zyty odtokciowej, przy
minimalnym zastoju zylnym. W grupie badanej krew
do analizy pobierano po ustaleniu rozpoznania, ale
przed rozpoczeciem wiasciwego postepowania te-
rapeutycznego. Na przeprowadzenie badan uzyska-
no zgode Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Mikotaja
Kopernika w Toruniu przy Collegium Medicum im.
Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy. Wszystkie osoby
uczestniczace w projekcie zapoznano z procedura
badawcza oraz poinformowano o celu badan i wy-
razity one na nie $wiadoma pisemng zgode.

U wszystkich oséb objetych badaniem wykonano
morfologie krwi obwodowej oraz oznaczono steze-
nie: prohormonu hepcydyny (prohepcydyny), rozpusz-
czalnego receptora transferyny (sTfR, soluble trans-
ferrin receptor), ferrytyny, erytropoetyny (EPO), trans-
feryny, zelaza, catkowitg zdolnos$¢ wigzania zelaza
(TIBC, total iron-binding capacity). Stezenia prohep-
cydyny, sTfR, ferrytyny, EPO oznaczono metoda
immunoenzymatyczng (ELISA, enzyme-linked immu-
nosorbent assay) z uzyciem odczynnikéw, odpowied-
nio: Hepcidin Prohormone ELISA (DRG Instruments
GmbH, Niemcy), Human sTfR ELISA [BioVendor, DRG
Ferritin (EIA-1872), firmy DRG International, Inc., Sta-

ny Zjednoczone], EPO ELISA (Roche Diagnostics
GmbH, Niemcy). Stezenie zelaza w surowicy krwi oraz
TIBC wyznaczano metoda spektrofotometryczng za
pomoca automatycznego analizatora biochemiczne-
go ARCHITECT ¢8000 System (Abbott Diagnostics).
Stezenie transferyny mierzono metodg immunoche-
miczng przy uzyciu analizatora BNTMII Systems (Dade
Behring). Badanie morfologii krwi obwodowej wy-
konywano za pomocg wieloparametrowego anali-
zatora hematologicznego Sysmex XE-2100 z wyko-
rzystaniem odczynnikéw (Roche).

Whnioskowanie statystyczne przeprowadzono przy
uzyciu programu komputerowego STATISTICA v. 6,0
(StatSoft), przy poziomie istotnosci p < 0,05. Zgod-
nos¢ rozktadéw poszczegdlnych cech z rozktadem
normalnym ustalono za pomocy testu Shapiro-Wilka.
Wartosci parametrow, ktérych rozktad réznit sie zna-
miennie od rozktadu normalnego (p < 0,05), przedsta-
wiono za pomocg mediany (Me) oraz dolnego (Q1)
i gérnego (Q3) kwartyla. Wartosci parametréw zgod-
nych z rozktadem normalnym (p > 0,05) opisywano na
podstawie $redniej arytmetycznej, odchylenia standar-
dowego (SD) oraz wartosci minimalnej i maksymalne;.
Do analizy réznic pomiedzy badanymi parametrami
w poszczegdlnych grupach zastosowano: test nie-
parametryczny U Manna-Whitneya dla parametréw,
ktérych rozktad réznit sie od normalnego. Dla para-
metréw o rozktadzie zgodnym z normalnym zasto-
sowano test t-Studenta.

Wyniki

W analizie poréwnawczej podstawowych parame-
tréw hematologicznych wykazano, zgodnie z ocze-
kiwaniami, istotnie statystycznie nizsze wartosci he-
moglobiny, hematokrytu oraz liczby krwinek czer-
wonych w grupie pacjentéw z niedokrwistoscig
w poréwnaniu do grupy kontrolnej (tab. 1). Srednia
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Tabela 2. Wartosci stezen analizowanych parametréw gospodarki zelazowej u pacjentéw z niedokrwisto-

$cig oraz 0s6b w grupie kontrolnej

Table 2. Serum concentrations of iron metabolism parameters in patients with anemia and in the control

group
Grupa badana (n = 58)

Parametr Me Q1; Q3
Prohepcydyna [ng/ml] 205,21 169,4; 238,1
Zelazo [ug/dl] 31,65 20,00; 58,20
STR [ug/ml] 1,93 0,52; 3,18
Transferyna [g/I] 2,03 1,61; 2,33
TIBC [ug/dl] 227,20 178,9; 274,0
Ferrytyna [ng/ml] 67,26 21,03; 142,21
EPO [U/I] 9,08 5,62; 16,70

Grupa kontrolna (n = 26)

Me Q1; Q3 p
292,18 257,8; 335,8 < 0,0001
81,60 70,00; 92,00 < 0,0001
1,56 1,11; 2,03 NS

2,14 2,07; 2,32 NS
257,00 229,0; 337,8 0,0024
42,62 31,66; 75,50 NS

4,91 3,76; 8,64 0,0031

EPO (erythropoietin) — erytropoetyna; sTfR (soluble transferrin receptor) — rozpuszczalny receptor dla transferyny; TIBC (total iron-binding capacity) — catkowita
zdolno$¢ wigzania zelaza; N (sample size) — liczebno$¢ grupy; Me (median) — mediana; Q1 and Q2 (25th and 75th percentiles) — 25. i 75. percentyl; p (significance
level) — poziom istotnosci statystycznej; NS (differences not significant statistically) — rdznica nieistotna statystycznie

objetos¢ krwinki czerwonej w obu objetych badania-
mi grupach byta poréwnywalna (p = 0,0896) (tab. 1).
W surowicy krwi oséb chorych na niedokrwistos¢
stwierdzono istotnie statystycznie (p < 0,0001) niz-
sze stezenie prohepcydyny (205,21 ng/ml) w poréw-
naniu do grupy kontrolnej (292,18 ng/ml) (tab. 2).
Z badan wiasnych wynika réwniez, ze znamiennie
nizsze byto stezenie zelaza oraz TIBC u pacjentéw
z niedokrwistoscig w poréwnaniu z grupg kontrolng
(tab. 2). Na podstawie analizy statystycznej stwier-
dzono ponadto istotnie wyzsze stezenie erytropoetyny
(EPO) w grupie chorych z niedokrwistoscig (9,08 U/l)
w stosunku do grupy kontrolnej (4,91 U/l). Wykaza-
no takze nieco wyzsze wartosci stezen sTfR (1,93 mg/
/ml) oraz ferrytyny (67,26 ng/ml) w grupie chorych,
w poréwnaniu do grupy kontrolnej (odpowiednio
1,56 mg/ml i 42,62 ng/ml), wskazane réznice nie
byly jednak istotne statystycznie (tab. 2). Stezenie
transferyny w surowicy krwi w obu badanych gru-
pach byto podobne (2,03 g/l v. 2,14 g/l) i miescito
sie w zakresie wartosci fizjologicznych.

Dyskusja

Badania nad hepcydyng trwaja zaledwie od 9 lat,
dlatego wiele kwestii dotyczacych biologii omawia-
nego hormonu jak dotad pozostaje nieznanych.
W aktualnym pismiennictwie nie ma badan epide-
miologicznych wyznaczajgcych zakres wartosci refe-
rencyjnych dla prohepcydyny i hepcydyny. Zaden
z badaczy nie podjat takze analizy wptywu wieku na
stezenie hepcydyny w surowicy krwi. Wiekszos¢ do-
tychczas opublikowanych badan, poswieconych
fizjologicznej aktywnosci hepcydyny, stanowig ekspe-
rymenty na zwierzetach i do$wiadczenia prowadzo-

ne w warunkach pozaustrojowych, na hodowlach
komdrkowych. W nielicznych dostepnych pracach kli-
nicznych analizowano stezenia hepcydyny i prohep-
cydyny w surowicy krwi i/lub moczu noworodkéw,
niemowlat, kobiet w cigzy, zdrowych oséb dorostych
oraz 0s6b dorostych w réznych stanach klinicznych
(gtéwnie w hemochromatozie, przewlektej chorobie
nerek, chorobach watroby, niedokrwistosci) [21-25].
Badania wfasne nalezg do pierwszych, w ktérych
podjeto prébe wyznaczenia stezenia prohepcydyny
w populacji oséb powyzej 60. roku zycia, w tym
u pacjentéw z rozpoznang niedokrwistoscia.
Wyniki prezentowanych badan dostarczyty intere-
sujgcych obserwacji, ktére wydaja sie potwierdzac
udziat hepcydyny w patofizjologii niedokrwistosci.
Wykazano mianowicie, ze stezenie analizowane-
go pro-hormonu byto istotnie statystycznie nizsze
w surowicy chorych na niedokrwisto$¢ w poréow-
naniu z grupa kontrolng. Obnizenie stezenia kra-
zacej prohepcydyny w niedokrwistosci uznaje sie
za fizjologiczny mechanizm regulacyjny w home-
ostazie zelaza majgcy na celu zwiekszenie biodo-
stepnosci tego pierwiastka dla procesu erytropo-
ezy [26, 27].

Wyniki badan wiasnych korespondujg z obserwacjami
z badan biologicznych, w ktérych anemie induko-
wano w sposéb eksperymentalny poprzez fleboto-
mie lub iniekcje fenylohydrazyny (PHZ, phenylhydra-
zine) [27, 28]. Wyniki tych prac bezsprzecznie wska-
zuja, ze niedokrwistosci towarzyszy spadek ekspresji
genu dla hepcydyny [27-29]. Obnizong ekspresje
genu dla hepcydyny obserwowano takze w doswiad-
czeniu na szczurach pozostajgcych na diecie z obni-
zong zawartoscia zelaza [30]. Spadek stezenia hep-
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cydyny odnotowano réwniez u zdrowych oséb,
u ktérych indukowano stan hipoksji [31]. Analogiczng
zaleznos¢ wykazali takze Matyszko i wsp. [32] w ba-
daniach przeprowadzonych wsréd pacjentéw dtugo-
trwale dializowanych. Na podstawie stezenia hemo-
globiny autorzy podzielili pacjentéw na 2 grupy:
z niedokrwistoscig (Hb < 11 g/dl) oraz bez niedo-
krwistosci (Hb = 11 g/dl) [32]. W grupie dfugotrwa-
le dializowanych chorych z niedokrwistoscig uzyska-
no znamiennie nizsze stezenie surowiczej prohepcy-
dyny w poréwnaniu z pacjentami przewlekle dializo-
wanymi bez niedokrwistosci [32]. Réwniez Kulaksiz
i wsp. [22] zaobserwowali, ze wérdd osdb chorych na
przewlekta niewydolno$¢ nerek znaczaco nizsze war-
tosci krazacej prohepcydyny czesciej wystepowaty
U pacjentow ze wspdtistniejacg niedokrwistoscia.

Nizsze wartosci krazacej prohepcydyny, obserwowane
w przypadku niedokrwistosci, mozna wyttumaczy¢
opierajac sie na znajomosci mechanizméw zaanga-
zowanych w proces regulacji ekspresji genu dla hep-
cydyny. W niedokrwistosci na skutek niedotlenienia
dochodzi do wzrostu wydzielania erytropoetyny przez
komérki srodmigzszowe nerek. Tymczasem erytro-
poetyne przedstawia sie jako czynnik o najsilniejszej
aktywnosci supresyjnej wobec syntezy hepcydyny [27,

Streszczenie

33]. Nicolas i wsp. [27] w badaniach na modelu
mysim dostrzegli znaczne obnizenie w watrobie
ekspresji genu dla hepcydyny po iniekgji erytropo-
etyny. Uwaza sie, ze obnizenie produkcji hepcydy-
ny w przebiegu anemii moze takze wynikac ze
zmniejszonego stezenia zelaza w surowicy krwi oraz
tkankach [27]. Dla pacjentéw z niedokrwistoscig,
badanych w ramach niniejszego projektu, znamien-
ne byto zaréwno znaczgco wyzsze stezenie endo-
gennej erytropoetyny, jak réwniez ponad 2-krotnie
nizsze stezenie zelaza w poréwnaniu z grupa kon-
trolna. Zdaniem Hadley i wsp. [34] ekspresja hepcy-
dyny wydaje sie w wiekszym stopniu zalezna od
zmian w erytropoezie oraz zmian w wielkosci spo-
zycia zelaza niz od wahan stezenia zelaza zapaso-
wego.

Whioski

Wyniki badan wtasnych oraz dane z pismiennic-
twa nasuwajq stwierdzenie, ze obnizone wartosci
prohepcydyny w przebiegu jawnej niedokrwistosci
sg prawdopodobnie skutkiem uruchomienia we-
wnatrzustrojowych mechanizméw regulacyjnych
majacych na celu zwiekszenie stezenia zelaza w puli
CZynnosciowe).

Wstep. Hepcydyna requluje wchtanianie zelaza ze swiatfa enterocytow absorpcyjnych oraz hamuje uwalnianie
zelaza zapasowego z hepatocytéw oraz makrofagéw. W rezultacie wzrost syntezy hepcydyny moze przyczyniac
sie do rozwoju niedoboru zelaza. Celem pracy byfa ocena stezenia prohepcydyny u oséb w podesztym wieku
7 rozpoznang de novo niedokrwistoscig mikro- lub normocytowa.
Materiat i metody. Badania zrealizowano wsréd 58 pacjentow (24 mezczyzn, 34 kobiety) w wieku 65-91 lat
Z rozpoznang na podstawie obowigzujacych kryteriow Swiatowej Organizacji Zdrowia niedokrwistoscig de novo
mikro- badZ normocytows. Grupe kontrolng stanowito 26 0séb odpowiednio dobranych pod wzgledem pfci
i wieku. U wszystkich 0séb objetych badaniem wykonano morfologie krwi obwodowej oraz oznaczono stezenia:
prohepcydyny, rozpuszczalnego receptora dla transferyny (sTfR), ferrytyny, erytropoetyny, transferyny, zelaza
oraz catkowitej zdolnosci wigzania zelaza (TIBC).
Wyniki. W surowicy krwi pacjentéw geriatrycznych z rozpoznang niedokrwistoscig stwierdzono znamiennie
nizsze stezenia prohepcydyny, TIBC oraz zelaza w pordwnaniu do grupy kontrolnej. Stezenie erytropoetyny we
krwi chorych na niedokrwistosc byfo znamiennie wyzsze niz w grupie kontrolnej. Natomiast stezenie sTfR, ferry-
tyny oraz transferyny w obu badanych grupach byto porownywalne.
Whioski. Stezenie prohepcydyny w surowicy krwi pacjentow geriatrycznych z rozpoznang niedokrwistoscig byfo
znamiennie statystycznie nizsze niz w grupie kontrolnej, co wskazuje na uruchomienie mechanizmow regulacyj-
nych zwiekszajacych dostepnosc zelaza czynnosciowego.

Gerontol. Pol. 2010, 18, 1: 23-28
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