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POVZETEK

Zelezo ima pomembno vlogo v celi¢ni presnovi. Za ustrezno preskrbo organizma z njim je
odgovornih ve¢ mehanizmov, Ki uravnavajo njegovo absorpcijo, transport, skladiscenje in
krozenje. Porusena presnova zeleza vodi do razlicnih bolezenskih stanj. Zvecana
absorpcija Zeleza zaradi mutacij v genu HFE je vzrok za hereditarno hemokromatozo.
Najpogostejsi vzrok so mutacije C282Y, H63D in S65C. Bolezen se deduje avtosomno
recesivno in zanjo je znacilno pocasno in progresivno kopicenje zeleza v razli¢nih organih
zaradi povelane absorpcije. Zelezo ima negativen udinek na kostno presnovo, in sicer
zavira aktivnost osteoblastov in sintezo kostnine, kar vodi v osteopenijo in osteoporozo.

Zaplet hereditarne hemokromatoze je tudi osteoartroza.

V nasi raziskavi smo Zeleli oceniti vpliv preskrbe z Zelezom na kostno presnovo pri
bolnikih z osteoporozo (N = 83) in osteoartrozo (N = 13), ki jim je bila odvzeta kri in
izmerjena mineralna kostna gostota (MKG). V serumu smo dolo¢ili koncentracije Zeleza,
TIBC (angl, total iron binding capacity), feritina in izraunali nasi¢enost transferina (TfS).
Iz polne krvi smo izolirali genomsko DNA, ki smo jo nato uporabili za genotipizacijo
mutacij C282Y, H63D in S65C v genu HFE s hidrolizirajo¢imi sondami ter ugotavljali

pogostnost mutacij in vpliv genotipov na MKG in preskrbo z Zelezom.

V primerjavi s preiskovanci z osteoartrozo (68,9 + 9,5 let) so bili preiskovanci z
osteoporozo starejsi (79,5 £ 7,4 let), imeli so vi§je koncentracije zeleza, feritina in TfS ter
nizje vrednosti MKG na treh mestih meritve. V skupini preiskovancev z osteoporozo smo
dokazali pozitivno korelacijo med starostjo in zelezom (r = 0,308, p = 0,005) ter TfS (r =
0,321, p = 0,003) in negativno korelacijo med starostjo in MKG-FN (r =-0,401, p = 0,002)
ter MKG-TOT (r = -0,411, p = 0,002). Dokazali smo tudi pozitivno korelacijo med TIBC
in MKG na treh mestih meritve. V skupini preiskovancev z osteoartrozo smo dolocili
negativno povezavo med zelezom in MKG-FN (r = - 0,540, p = 0,011) ter MKG-TOT (r =
-0,494, p
0,458, p
mutiranega alela: 3,4 % za mutacijo C282Y, 27,9 % za mutacijo H63D in 1,0 % za

0,023). Dokazali smo tudi negativno povezavo med TfS in MKG-FN (r = -

0,037). V celotni skupini preiskovancev smo dolo¢ili naslednje frekvence
mutacijo S65C. Razlike v porazdelitvi genotipov med skupinama preiskovancev nismo
dolo¢ili. V skupini preiskovancev z osteoartrozo smo dolocili vpliv genotipa C282Y na

TIBC (p = 0,005), MKG-FN (p = 0,038) in MKG-TOT (p = 0,049).
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Nasi rezultati kaZejo na prisotnost razlik v preskrbi z Zelezom med bolniki z osteoporozo in
osteoartrozo, ki lahko vplivajo na MKG. Pri bolnikih z osteoartrozo je prisotnost mutacije
C282Y povezana z nizjo MKG. Zaradi majhnega Stevila preiskovancev bi bilo potrebno v

prihodnje Studijo razsiriti na veéje Stevilo preiskovancev.
ABSTRACT

Iron plays a significant role in cellular metabolism. Therefore several mechanisms that
regulate its absorption, transport, storage as well as cycling have evolved. Defects in iron
metabolism lead to various health conditions. Mutations in HFE gene are responsible for
hereditary hemochromatosis which results in iron accumulation. C282Y, H63D and S65C
are the most frequently found mutations. The disease is inherited in autosomal recessive
pattern. Slow and progressive iron accumulation in various organs is specific for this type
of pattern due to increased iron absorption. Iron can have a negative effect on bone
metabolism, it inhibits the activity of osteoblasts and bone formation, causing osteopenia
and osteoporosis. Osteoarthrosis, a type of complication for hereditary hemochromatosis,

is also often present in patients.

The aim of this study, was to evaluate the impact of iron status on bone metabolism in
patients with osteoporosis (N = 83) and osteoarthrosis (N = 13). Blood samples were taken
from patients for iron, TIBC, ferritin and transferrin saturation (TfS) serum determination.
Bone mineral density (BMD) was also measured. DNA was isolated from whole blood
samples and then used for C282Y, H63D and S65C mutations genotyping in HFE gene by
using hydrolysis probes. The genotype frequencies were determined and genotype

influence on BMD as well as iron status was assesed.

Patients with osteoporosis were older (79,5 £+ 7,4 yrs) than those with osteoarthrosis (68,9
+ 9,5 yrs). They also had higher serum concentrations of iron, ferritin, and TfS, while the
values of BMD in three places of measurement were lower. Positive correlation was
observed between age and iron concentration (r = 0,308, p = 0,005) and TfS (r =0,321, p =
0,003) in the osteoporosis population. Negative correlation was also found in the
osteoporotic patients between age and BMD-FN (r = - 0,401, p = 0,002) and BMD-TOT (r
=- 0,411, p = 0,002). Furthermore, the positive correlation was determined for TIBC and
BMD in three places of measurement. In osteoarthrotic group the negative correlation was
determined for iron concentration and BMD-FN (r = - 0,540, p = 0,011) and BMD-TOT (r
\Y/



= - 0,494, p = 0,023) as well as negative correlation between TfS and BMD-FN (r = -
0,458, p = 0,037). In the whole group of patients the following minor allele frequencies
were determined: 3,4 % for C282Y mutation, 27,9 % for H63D mutation and 1,0 % for
S65C mutation. The difference in genotype distribution between the two groups was not
found. In the osteoarthrotic patients the effect of C282Y genotype on TIBC (p = 0,005) and
BMD-FN (p = 0,038) as well as BMD-TOT (p = 0,049) was determined.

Our study indicates that there are in fact differences in iron status between patients with
osteoporosis and those with osteoarthrosis. The differences may have a significant impact
on BMD. Furthermore, the presence of C282Y mutation in osteoarthrotic patients is
associated with lower BMD values. Due to the small number of enrolled patients in our
study further studies including larger number of patients should performed.
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1. UVOD

Zelezo se v Zivih organizmih nahaja v sledovih, kljub temu pa igra zelo pomembno vlogo v
celi¢ni presnovi. Je sestavni del hemoglobina, mioglobina, citokromov in Stevilnih drugih
encimov ter sodeluje pri prenosu kisika in v celi¢nih reakcijah. Zelezo se nahaja tudi v
ribonukleotid reduktazi, ki je nujno potrebna za sintezo DNA. Ker pri reakcijah z Zelezom
lahko nastanejo tudi skodljivi kisikovi radikali, ki povzrocajo poskodbe celic in organov,
so morali organizmi razviti mehanizme, ki skrbijo za privzem, prenos in skladis¢enje

zeleza v neskodljivi obliki (1).

Zelezo se v organizmu nahaja v treh oblikah, in sicer kot skladis¢no, funkcionalno in
transportno. SkladiS¢no Zelezo je v obliki feritina v jetrih, vranici in kostnem mozgu.
Porazdelitev Zeleza je razlicna pri moskih in Zzenskah, ki imajo manjSe zaloge in nizje
koncentracije hemoglobina. Odrasli moski imajo V telesu priblizno 4 g Zeleza, medtem ko
Zenske Cetrtino manj. Funkcionalno Zelezo je vezano v hemoglobinu (65 - 70 %), 4 % v
mioglobinu in manj kot 1 % zeleza je vezanega v razliénih encimih. Transportno Zelezo je
vezano v transferinu in predstavlja 4 mg. Dnevne potrebe po zelezu se razlikujejo tudi
glede na spol, starost in fizioloSko stanje osebe. Pri Zenskah so v rodni dobi potrebe vecje
koli¢ine zaradi izgub (1,5 - 2 mg), odrasli moski in Zenske v menopavzi pa potrebujejo 1

mg zeleza dnevno. Nosec¢nice in dojece matere potrebujejo 3 mg zeleza dnevno (1, 2).

1.1. PRESNOVA ZELEZA

1.1.1. ABSORPCIJA ZELEZA

Vnos zeleza je odvisen od prehranjevalnih navad. Povprec¢na koli¢ina Zeleza, Ki ga dnevno
zauzijemo s hrano je 10 - 20 mg. Absorpcija poteka v dvanajstniku in v zgornjem delu
tankega crevesa. Obicajno se absorbira le 10 % vsega vneSenega zeleza (2). Vilusni
enterociti proksimalnega dvanajstnika imajo na svoji povrSini vezane Stevilne prenasalne
beljakovine in vsebujejo encime, ki so potrebni za transport zeleza iz ¢revesnega lumna do
Krvi. V hrani se zelezo nahaja v nehemski in hemski obliki. Slednji se lazje absorbira kot
nehemsko Zelezo. Hem nastane kot produkt proteoliticne razgradnje hemoglobina in
mioglobina v gastrointestinalnem traktu (GIT). Hem vstopi v enterocite s pomocjo

1



vezikularnega transporta po vezavi na ustrezni receptor. V enterocitu hem oksigenaza cepi

porfirinski obrog, sprosti se hemsko Fe®* (3). Nehemsko Fe®* se mora reducirati preden

vstopi v enterocite. Redukcija do Fe?* poteka s ferireduktazami (citokrom b), ki se nahajajo

na krtaCastem robu enterocitov. Na membrani enterocitov se nahajajo transportne

beljakovine (divalentni metalni transporter 1 ( DMT 1)), ki veZejo Fe®* in ga z aktivnim

transportom prenesejo v notranjost celic. V citosolu enterocitov se Fe?*, ki nastane iz

hemske in nehemske oblike, oksidira v Fe**, ki se potem veze na transportne beljakovine in
se izlo¢i v kri (slika 1) (4).

Na absorpcijo zeleza vplivajo Stevilni dejavniki:

1.

3.

Fizioloski dejavniki: Absorpcija Zeleza je odvisna od stanja in koli¢ine zalog v
telesu. Glede na potrebo po Zelezu se na povrsini enterocitov izrazajo transportne
beljakovine, ki vezejo zelezo. Ob pomanjkanju Zeleza se njihovo izrazanje poveca,
v primeru zadostne koliine Zeleza se izrazanje zmanj$a in se absorbira manj
Zeleza. Med fizioloskimi dejavniki ima pomembno viogo tudi obseg eritropoeze.
Ce je eritropoeza pospesena, se poveda tudi absorpcija, Seprav je v telesu zadostna

koli¢ina zeleza (npr. pri talasemiji) (5).

Lokalni dejavniki v GIT: Ob nezadostni kislosti zelod¢nega soka se absorpcija
zeleza zmanjSa. Na hitrost absorpcije vpliva tudi tvorba kompleksov z Zelezom.
Fe>* tvori netopne komplekse s snovmi, ki so prisotne v hrani in tankem &revesju
(fitati, tanini, oksalati, bikarbonati, fosfati,...), kar omeji absorpcijo. Tvorba topnih
kompleksov z askorbinsko in citronsko kislino, sladkorji in aminokislinami pa

absorpcijo poveca. Askorbinska kislina povzrodi tudi redukcijo Fe** v Fe?* (5).

.....

zelezo v obliki feritina in hemosiderina. Sintetizirajo transferin in hepcidin. Ob
visoki koncentraciji zeleza, se sinteza feritina poveca in obratno (3). Hepcidin je
negativni regulator absorpcije Zeleza. Po svoji sestavi je peptidni hormon, Ki
uravnava absorpcijo zeleza v enterocitih in sproscanje zeleza iz makrofagov preko
feroportina (FPN). Feroportin se nahaja na povrSini enterocitov, makrofagov in
hepatocitov ter iz njih izloca zelezo. Mehanizem, ki uravnava izrazanje hepcidina
Se ni popolnoma raziskan, znano pa je, da se njegovo izrazanje poveca 0b
kopicenju Zeleza in vnetjih, zniza pa ob anemijah in hipoksiji (6).
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Slika 1: Shematski prikaz presnove zeleza.

Zelezo po vstopu v enterocite s pomo&jo DMT 1 veZe na transportno beljakovino
transferin (Tf) in se izlo¢i v kri. Pri izloanju Zeleza iz enterocita sodelujeta
feroportin in hefestin, ki ima ferooksidazno aktivnost. Po krvi potuje do jeter in
kostnega mozga. V jetra vstopi preko transferinskega receptorja (TfR) 2 Kjer se
oznacena z modro barvo. V kostni mozeg kjer poteka eritropoeza zelezo vstopi preko
TfR 1 in se vgradi v hemoglobin v eritroblaste, ki nato dozorijo v eritrocite. Ostareli
eritrociti se razgradijo v makrofagih ter se zelezo ponovno veze na transferin in se
prenasa po krvi. Zelezo se iz enterocita izloéi s pomo&jo feroportina in
ceruloplazmina, ki Fe®* oksidira v Fe**. Eritroidna pot je oznadena z rdeto barvo.
(DMT 1 = divalentni metalni transporter 1, TfR 1= transferinski receptor 1, Fe-Tf =
Zelezo vezano na transferin, TfR 2 = transferinski receptor 2, FPN = feroportin; CP =

ceruloplazmin, HEPH = hefestin)

1.1.2. TRANSPORT ZELEZA

Absorbirano Zelezo in Zelezo, ki nastane pri katabolizmu hemoglobina (Hb) se v krvi veze

na beta globulin - apotransferin, ki se sintetizira v jetrih. Kompleks med apotransferinom
3



in Zelezovim ionom (Fe®*) imenujemo transferin (Tf). Na apotransferinsko molekulo se
reverzibilno veZeta dva iona Fe®" in na ta nadin se Zelezo prenasa do organov kjer se
shranjuje (jetra in retikuloendotelijski sistem (RES)) in tkiv, kjer poteka sinteza
komponent, ki vsebujejo Zelezo (npr. eritropoeti¢no tkivo v kostnem mozgu). Na celi¢ni
povrsini tarénih tkiv so specifi¢ni transferinski receptorji, kamor se vezejo kompleksi
zeleza s transferinom. Nastali kompleks TfR-Tf-Fe se v notranjost celice prenese z
endocitozo. Zaradi nizje pH vrednosti v endosomih se Zelezo sprosti iz kompleksa in TfR-
Tf se izlo¢i iz celice. Apotransferin se odcepi iz transferinskega receptorja in je ponovno
sposoben vezati nove ione Zeleza. Izrazanje TfR je uravnavano z znotrajceli¢no

koncentracijo zelezovih ionov (2, 7).

1.1.3. SKLADISCENJE ZELEZA

Zelezo je uskladii&eno v obliki feritina in hemosiderina v jetrih, vranici in kostnem mozgu.
Feritin je molekula, ki je zgrajena iz apoferitinske ovojnice in kristalini¢nega jedra.
Omogoca skladiS¢enje zeleza v topni in netoksi¢ni obliki in hitro spros¢anje, ko se pojavijo
potrebe po Zelezu. Apoferitinska ovojnica je sestavljena iz 24 proteinskih podenot dveh
razli¢nih tipov: L in H. Z razli¢nimi kombinacijami podenot nastanejo izoferitini, ki so
specifi¢ni za razli¢na tkiva (srce, placenta, tumorske celice). V kristalini¢no jedro se lahko
veze do 4500 Fe*" ionov, obitajno pa je vezanih le okoli 2000 ionov ali manj. Zelezo se v
feritinu nahaja v Fe** obliki, medtem ko se Fe** ioni pred vstopom v jedro oksidirajo na
proteinski ovojnici. SproSc¢anje zeleza iz feritina poteka neencimatsko in ga pospesujejo
reducirajoée snovi (flavini in mocni kelatorji). Feritinske molekule se v celicah
razgrajujejo v lizosomih. Sprosceno Zelezo se nato vgradi v nove molekule feritina. Zaloge
Zeleza pri moskih in Zenskah v obliki feritina so razlicne in znasajo pri moskih priblizno

800 mg, pri zenskah pa le okoli 200 mg.

Manjse koli¢ine zeleza so shranjene v hemosiderinu, ki je netopna molekula. Nastane iz
deproteiniziranih in agregiranih molekul feritina. SproS€anje Zeleza iz hemosiderina je

slabse kot iz feritina. Nahaja se v jetrih, vranici in kostnem mozgu (2, 6, 8).



1.1.4. 1IZLOCANJE ZELEZA

Telo nima mehanizma, ki bi uravnavalo izlo¢anje Zeleza. Zelezo se iz telesa v normalnih
okolis¢inah izlo¢a z odlus€enimi celicami prebavil, koze, urinom in znojem. Pri izgubah
obstajajo razlike glede na starost in spol. Zenske tekom menstruacije izgubijo od 15 do 20
mg Zeleza. Z nosecnostjo in porodom zenska izgubi 500 mg zeleza. V primeru krvavitev

pride do ve¢jih izgub kar ima za posledico tudi pomanjkanje zeleza (3, 5).

1.1.5. KROZENJE ZELEZA

Presnova Zeleza poteka skoraj v zaprtem krogu. Dnevno se v organizmu porabi 20 — 25 mg
zeleza. Od tega najve¢ za sintezo hemoglobina v kostnem mozgu. S hrano pridobimo
dnevno 1 mg Zeleza, kolikor se ga tudi izloCi. Preostanek pa telo pridobi iz odmrlih
eritrocitov, ki jih makrofagi fagocitirajo v RES. Zelezo se nato vezano na transferin vrne v

krvni obtok ali se uskladis¢i. Glavno vlogo pri krozenju ima transferin.

1.2. MOTNJE V PRESNOVI ZELEZA

1.2.1. POMANJKANJE ZELEZA

Do pomanjkanja Zeleza v telesu lahko privedejo nekatera fizioloSka stanja zaradi
povecanih potreb po Zelezu in/ali pove€anih izgub (puberteta, nosecnost in porod pri
zenskah, krvodajalstvo) (2). Pomanjkanje zeleza pa je pogosto tudi posledica bolezenskih
stanj, ki prizadenejo absorpcijo Zeleza (kroni¢na driska in malabsorpcijski sindrom) in
izgube krvi v GIT (tumorji, razjede, hemeroidi) in urogenitalnem traktu (ledvi¢ni kamni,
tumorji) ter nezadostnega vnosa s hrano. Najprej se izpraznijo zaloge Zeleza, nato se
zmanjSa transport z Zelezom in na koncu je prizadeta eritropoeza z zmanjSano sintezo
hemoglobina. V kon¢ni fazi se zaradi pomanjkanja zeleza razvije anemija, ki je mikrocitna

hipokromna in je ena najpogostejsih anemij (9).

1.2.2. MOTNJE V PORAZDELITVI IN IZKORISCANJU ZELEZA
Do motenj v porazdelitvi Zeleza pride navadno zaradi kroni¢nih bolezni (maligni tumorji,

kroni¢na vnetja), ki imajo za posledico relativnho kopicenje skladiS¢enega Zeleza ter
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pomanjkanje transportnega in funkcionalnega zeleza. V vec€ini primerov je zmanj$ana
eritropoetska aktivnost. Izrazanje TfR je normalno ali zmanjSano, v primeru hitro rastocih

tumorjev pa lahko tudi povecano.

Ob normalnih zalogah in normalni porazdelitvi Zeleza se lahko pojavijo motnje v
izkoris¢anju Zeleza in vodijo v nastanek mikrocitne ali normocitne anemije. Do teh motenj

lahko pride pri bolnikih s kroni¢no ledvi¢no boleznijo in pomanjkanjem eritropoetina (1).

1.2.3. KOPICENJE ZELEZA

Kopicenje zeleza povzrocajo razli¢na stanja zaradi povecane absorpcije zeleza kar ima za
posledico povecanje zalog skladiS¢nega zeleza ali pogoste transfuzije in neustrezna terapija
z 7elezom. Bolezen imenujemo hemokromatoza, ki je lahko prirojena (primarna) ali
pridobljena (sekundarna). Zanjo je znacilno kopic¢enje Zeleza in posledi¢no pride do
poskodb dolocenih organov (jeter, srca, trebusne slinavke). Vzrok poskodb so prosti
zelezovi ioni, Ki SO sposobni tvoriti toksi¢ne kisikove radikale (10, 11). Zaradi fagocitoze
in oksidativnega stresa so lahko prizadeti tudi granulociti in monociti. Kopi¢enje Zeleza

lahko povzroca tudi aterosklerozo zaradi povecane oksidacije lipoproteinov (2).

1.2.3.1.  Prirojene ali primarne hemokromatoze
Primarne hemokromatoze so posledica genskih mutacij, ki vplivajo na delovanje razli¢nih

beljakovin, ki sodelujejo v homeostazi Zeleza. Najpogostejse in najbolj raziskane mutacije
so v genu HFE, ki prizadene vezavo kompleksa Fe - transferin na transferinski receptor in
tako povzro€i v hepatocitth, RES in v kriptnih celicah lazno stanje sideropenije. To
povzro¢i povecano absorpcijo zeleza v Crevesu in sprosc¢anje zeleza iz RES - a. Bolezen
imenujemo hereditarna hemokromatoza ali HFE hemokromatoza, ki je podrobneje opisana
v poglavju 1.4.. Mutacije v genih za druge beljakovine, ki sodelujejo pri uravnavanju

koli¢ine zeleza v telesu, so redke in povzrocajo ne — HFE hemokromatoze (3).



Preglednica I: Klasifikacija primarnih hemokromatoz (povzeto po Kklasifikaciji OMIM)

(12) (HJV = hemojuvelin, HAMP = hepcidin, TfR 2= transferinski receptor 2, Fe = Zelezo,

TfR 1 = transferinski receptor 1, RES = retikuloendotelijski sistem).

Klasifikacija HFE ne - HFE ne - HFE ne - HFE ne - HFE
Tip 1l Tip 2a Tip 2b Tip 3 Tip 4
Protein HFE hemojuvelin hepcidin TfR 2 feroportin
Genin HFE, 6p21.3 | HJV, 1021 HAMP, TfR 2, 7922 | SLC40AL,
lokacija 19g13.1 2032
Funkcija Interakcija s Ni jasna, Zmanjsuje Privzem Fe | Sproscanje
proteina Tfrl uravnavanje | sprosc¢anje | V hepatocite Fe iz
izraZanje Feiz enterocitov,
hepcidina enterocitov makrofagov,
hepatocitov
Dedovanje | Avtosomno | Avtosomno | Avtosomno | Avtosomno | Avtosomno
recesivno recesivno recesivno recesivno dominantno
Klini¢ni
pojav : . :
(desetletje)
Poskodbe Jetra, srce, Jetra, srce, Jetra, srce, Jetra, srce, | Jetra, vranica
organov endokrini endokrini endokrini endokrini
zaradi organi organi organi organi
kopicenja
zeleza
Celice v Parenhimske | Parenhimske | Parenhimske | Parenhimske RES
katerih se celice celice celice celice

kopici zelezo

1.2.3.2.

Pridobljena ali sekundarna hemokromatoza

Pri sekundarni hemokromatozi gre za skupino bolezni, katerim je skupno kopicenje Zeleza

v RES in kasneje v parenhimskem tkivu. Zaradi neucinkovite eritropoeze ali hemolize se

razvije kroni¢na anemija, ki se zdravi s Stevilnimi transfuzijami in Zelezovimi pripravki,

kar lahko privede do kopicenja Zzeleza, ki je hitro in predvidljivo. Stanje imenujemo

hemosideroza in do poskodb tkiv pride le, ¢e preobremenitev z Zelezom traja dlje Casa (3).




1.3. KLINICNI POMEN IN VREDNOTENJE PRESKRBE Z
ZELEZOM \ TELESU

1.3.1. DOLOCANJE KONCENTRACIJE ZELEZA

Dolocanje koncentracije Zeleza v serumu se nanasa na Fe**, ki je vezano na transferin.
Koncentracija zeleza v serumu se spreminja tekom dneva in iz dneva v dan. Jutranje
koncentracije Zeleza so lahko do 70 % visje kot zvecer (13). Spremembe iz dneva v dan so
trikratne glede na normalno vrednost zeleza in so posledica presnovnih procesov v telesu.
Poleg tega obstajajo fizioloske razlike v koncentraciji zeleza glede na starost, spol,
fiziolosko stanje preiskovanca, jemanje zdravil. Moski imajo vi§je koncentracije Zeleza kot
zenske verjetno zaradi hormonskih razlik. Androgeni zvisajo nivo Zeleza v plazmi, medtem
ko ga estrogeni znizajo. Znizanje zeleza tekom menstruacije je posledica izgub s krvjo, ne
pa zaradi hormonskega vpliva. Jemanje kontracepcijskih tablet zvisa koncentracije zeleza v
krvi. Nivo zeleza se pri Zenskah izenaci z moskimi v menopavzi. Fiziolo§ko imajo nizje
koncentracije zeleza starejSe osebe in Zenske. Spremembe v nivoju Zeleza lahko povzro¢ijo

fizi¢ni in psihicni stresi (5).

Fiziolosko znizano koncentracijo Zeleza pogosto dolo¢imo zaradi nezadostnega vnosa s
hrano (malnutricija), izgube Zeleza (menstrualni ciklus, krvavitve v GIT, bolezni ledvic) ali
zmanjSanega sproS¢anja iz skladiS¢ (akutne in kroni¢ne okuzbe, avtoimunske bolezni,

revmatoidni artritis).

Zvisane koncentracije Zeleza so posledica hematoloSkih bolezni, kot so neucinkovita
eritropoeza (povecan razpad eritrocitov v kostnem mozgu), poveCana razgradnja
hemoglobina (hemoliticne anemije) in zmanjSana eritropoeza (zaradi zastrupitve s svincem
ali zaradi pomanjkanja piridoksina, vitamina B, ali folne kisline). Izplavljanje Zeleza iz
skladis¢ v hepatocitih zaradi jetrne bolezni (ciroza) vodi do zvisanih vrednosti. Pogoste
transfuzije in jemanje Zelezovih pripravkov prav tako zvisa nivo Zeleza v serumu. Pri
hemokromatozi, ki je genetska motnja in je zanjo znaéilno povecana absorpcija zeleza in
so presezene fizioloSke sposobnosti skladis¢enja in porabe Zeleza, dolo¢imo zviSane

koncentracije v serumu (1, 8, 5).

Zaradi sprememb v koncentraciji zeleza v telesu, ki so posledica dnevnih, fizioloskih ali

patoloskih dejavnikov moramo biti pazljivi pri interpretaciji rezultatov. Dolocanje



koncentracije zeleza v serumu kot samostojna preiskava nima klini¢ne vrednosti, zato je

potrebno opraviti $e ostale preiskave, ki pripomorejo k oceni preskrbe z Zelezom Vv telesu.
Referencne vrednosti:

Referencne vrednosti se razlikujejo glede na uporabljeno metodo in reagente. Dolocene
komercialno dostopne metode podcenjujejo ali precenijo vrednosti zeleza v serumu. Zato
se priporo¢a, da laboratorij postavi svoje referenéne vrednosti (8). V Sloveniji se
uporabljajo referen¢ne vrednosti, ki jih navaja Klini¢ni inStitut za klinicno kemijo in

biokemijo Univerzitetnega klinicnega centra Ljubljana (14).
Referencna vrednost: 10,7 - 28,6 umol/L

V nekaterih strokovnih literaturah podajajo referen¢ne vrednosti za razlicne starostne

skupine in glede na razli¢no fiziolosko stanje, kar je prikazano v spodnji Preglednici Il (1).

Preglednica II: Referen¢ne vrednosti za zelezo po starosti.

Starost Referen¢no obmocje | Enota
2 tedna 11 - 36 umol/L
Otroci 6 mesecev 5-24 umol/L
12 mesecev 6-28 umol/L
2-12 let 4 -24 umol/L
25 let 6,6 - 29,5 umol/L
Zenske 40 let 41-24,0 umol/L
60 let 7,0-26,7 umol/L
12 teden 7,6-31,6 umol/L
Nosecnice 9 mesecev 45-24,0 umol/L
6 mesecev po porodu 2,9-26,9 umol/L
25 let 7,2-21,7 umol/L
Moski 40 let 6,3 - 30,1 umol/L
60 let 72-215 umol/L
1.3.2. DOLOCANJE KONCENTRACIJE CELOTNE VEZALNE

SPOSOBNOSTI ZA ZELEZO (TIBC, angl. total iron binding
capacity)
Z dolocanjem TIBC pridobimo podatek o koli¢ini zeleza, ki se lahko veze na transferin in

predstavlja indirektni na¢in za dolocanje transferina. Normalno je zasedenih le 30 %

vezalnih mest na transferinu in tako ima serum vedno rezervno kapaciteto za vezavo (8).



Znizane vrednosti TIBC izmerimo kadar je zmanjSana koncentracija transferina (jetrna
ciroza, hemokromatoza) in pri bolezni ledvic, ko pride do povecanih izgub transferina.
Kroni¢na vnetja in nekatera maligna obolenja, ki jih ne spremlja pomanjkanje Zeleza lahko

znizajo vrednosti TIBC v serumu.

Zvisane vrednosti po navadi izmerimo kadar je pospeSena sinteza transferina zaradi
pomanjkanja zeleza. Gre za kompenzacijo, da telo zagotovi zadostno koli¢ino vezavnih
mest za Zelezo in se uporabi vso zelezo, ki je telesu na razpolago. Nekatera zdravila (oralni
kontraceptivi), ki vplivajo na presnovo v jetrih lahko zvi$ajo vrednosti TIBC. ZviSana

koncentracija je tudi na zacetku nosec¢nosti (15).

Referen¢na vrednost: 49,2 - 75,2 umol/L (14)

1.3.3. DOLOCANJE KONCENTRACIJE TRANSFERINA

Transferin je glavna prenaSalna beljakovina Zelezovih ionov v telesu. Sintetizira se v jetrih
in po elektroforezni lo¢itvi beljakovin v serumu se nahaja v podro¢ju ;1 — globulinov.
Transferin je skupina razli¢nih izotransferinov. Vse oblike imajo sposobnost vezave
zelezovih ionov in imajo podobne imunoloske znacilnosti (2). Kapaciteta prenosa zeleza
po krvi je odvisna od koli¢ine transferina v telesu. Koncentracija transferina se spreminja

glede na koncentracijo Zeleza (15).

Transferin je negativni reaktant akutne faze. ZniZane koncentracije v serumu zaznamo ob
prisotnosti vnetnih in malignih obolenj. Njegova sinteza je zmanjSana pri kronic¢ni jetrni
bolezni in malnutriciji, do povecanih izgub pa pride pri nefrotskem sindromu in
enteropatijan. Zelo nizke koncentracije transferina dolo¢imo pri  kongenitalni
atransferinemiji, za katero je znacilna mikrocitna hipokromna anemija in hemosideroza v

srcu in jetrih (12).

Dolocanje koncentracije transferina je uporabno pri diferencialni diagnostiki anemij in za
spremljanje zdravljenja. Pri pomanjkanju Zeleza je koncentracija transferina zviSana,
ampak je manj nasi¢en z Zelezom. Ce se anemija razvije zaradi motenj v vgrajevanju
zeleza v eritrocite, je nivo transferina normalen ali zniZan, ¢eprav je popolnoma nasicen.
Pri prekomerni koli¢ini Zeleza je koncentracija transferina normalna, ¢eprav je lahko

nasic¢en od 55 do 90 %. Zvisane koncentracije transferina se pojavijo tudi v nosecnosti in
10



pri jemanju estrogenov. Transferin se v laboratorijih lahko dolofa z imunokemi¢nimi

metodami ali se indirektno izra¢una iz vrednostih za Zelezo in TIBC:
Transferin (mg/L) = 0,70 x TIBC (pg/L) (enacba 1)
TIBC (nug/L) = 1,43 x transferin (enacba 2)

S tem izracunom se koncentracija transferina preceni za 16 — 20 %, ker se predpostavlja,
da je vso zelezo v plazmi vezano na transferin. Ko nasicenost transferina presega 50 % (v

primeru hereditarne hemokromatoze) se nekaj Zeleza veze na ostale proteine (albumin) (5,

8).
Referen¢ne vrednosti: 2,0 - 3,8 g/L (14)

>60 let: 1,6 - 3,4 g/L (8)

1.3.4. IZRACUN NASICENOSTI (SATURACIJE) TRANSFERINA (TfS)

Z izraGunom nasicenosti transferina (TfS) dolo¢imo Zelezo, ki je vezano na transferin, ne
pa tudi nespecificno vezano Zelezo na druge beljakovine. Vsaka transferinska molekula
lahko veZe najve¢ dva Fe** iona, kar ustreza 1,4 mg Zeleza na 1g transferina (2). Normalno
je priblizno ena tretjina transferina v serumu nasicena z Zelezom. Koncentracija transferina
v plazmi je uravnavana glede na vsebnost zeleza v tkivih (hepatociti). Na ta nacin se
uravnava tudi TfS. Ko pride do pomanjkanja zalog zeleza in tkiva ne dobijo potrebnega
zeleza, se kompenzatorno poveca sinteza transferina. To ima za posledico zmanjsano TfS,

ki je pokazatelj za pomanjkanje transportnega zeleza.

Najvec Zeleza (80 %) se porabi za eritropoezo, zato je ob pomanjkanju prizadeta njena
aktivnost. Znizanje TfS povzrocajo Se jetrne bolezni (hepatitis, alkoholizem), kongenitalna
atransferinemija, pove¢ano jemanje Zelezovih pripravkov in transfuzija krvi. Ce je
pomanjkanje funkcionalnega Zeleza posledica kroni¢ne bolezni (kroni¢na vnetja ali
maligni tumorji) se zmanjSa sinteza transferina in Zelezo se ne sprosca iz zalog. V tem
primeru je TfS normalna. Zvisano TfS (> 50 %) povzroca kopicenje zeleza

(hemokromatoza) (1, 8).

11



Za izratun TfS potrebujemo koncentracijo zeleza in TIBC izmerjeno v istem serumu.

Enacba za izraun nasic¢enosti transferina (2, 9, 15):

wmol
koncentracijo Fe v serumu fu}x 100

TFS (%) = L (enacba 3)

koncentracijo TIBC v serumu IT}

Za izraCun TfS lahko uporabimo koncentracijo transferina in Zeleza izmerjeno v istem

serumu (1, 2, 9):

koncentracija Fe v serumu {%}x 3,58

TFS (%) =

(enacba 4)

koncentracije Tf v serumu (%}

Referenc¢na vrednost: 15 - 45 %

1.3.5. DOLOCANJE KONCENTRACIJE FERITINA

Feritin vsebuje 15 - 20 % zeleza in je pomembna beljakovina pri njegovem skladiséenju.
Nahaja se v skoraj vseh organih, najve¢ ga je v jetrih, vranici in kostnem mozgu. Majhne
koli¢ine feritina, Ki preidejo v kri so sorazmerne s koli¢inami v tkivih. Serumski feritin je
glikoziliran in vsebuje majhne koli¢ine zeleza. Koncentracija feritina v serumu daje boljsi
vpogled na stanje Zeleza v telesu, kot pa sama koncentracija Zeleza. Dolocanje
koncentracije feritina v serumu je zamenjava za invazivne metode, kot so biopsija kostnega

mozga in jeter za ugotavljanje zalog zeleza (2).

Serumske koncentracije feritina pri odraslih od 20. do 50. leta starosti so v obmocju 20 -
300 pg/L. Od pubertete do srednjih let (< 50 let) imajo moski visje koncentracije feritina
kot zenske iste starosti. Vrednosti feritina se izenacijo v pomenopavzi in referencni interval

je §irsi. Otroci imajo nizje koncentracije feritina kot odrasli (1).

Pri pomanjkanju Zeleza koncentracija feritina pade zelo hitro (< 15 pg/L), veliko pred
spremembami v koncentraciji hemoglobina in Zeleza. Merjenje serumske koncentracije

feritina zelo pripomore k zgodnjemu odkrivanju pomanjkanja Zeleza (15).

Zvisane koncentracije feritina v serumu kazejo na kopicenje zeleza ali so posledica drugih
bolezni. Sem spadajo kroni¢ne bolezni: jetrne bolezni, revmatoidni artritis, sréne bolezni,

Stevilna maligna obolenja (limfomi, levkemije, rak dojk, nevroblastom). Pri kopicenju
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zeleza je koncentracija feritina > 400 ug/L. Zvisane koncentracije feritina lahko povzroci
nekroza tkiv, in sicer zaradi sprostitve zeleza iz poskodovanih celic. Zato je potrebno

rezultate interpretirati glede na celotno klini¢no sliko (1, 8).
Referen¢ne vrednosti: moski: 15 - 200 pg/L, Zenske : 12 - 150 pg/L  (14)

Preglednica Ill: Referen¢ne vrednosti za feritin po starosti (1):

Starost Referen¢no obmocje | Enota
Otroci | 6 mesecev do 15 let 7-142 ug/L
20 - 65 let Moski: 34 - 310 ug/L

Zenske: 22 - 112

Odrasli 65 - 90 zenske 13-651 ug/L

65 - 87 moski 4 - 665 ng/L

1.4. HEREDITARNA HEMOKROMATOZA (HH)

Prvi primer bolnika s hereditarno hemokromatozo, ki je imel jetrno cirozo, sladkorno
bolezen in pigmentacijo koze je leta 1865 opisal Trousseau. Leta 1889 je hemokromatozo
definiral Recklinghausen in bolezen oznacil kot prekomerno kopicenje Zeleza. Sheldon je
leta 1935 pojasnil, da gre za avtosomno recesivno dedno bolezen. Potek in dedovanje je
leta 1976 odkril Simon s sod.. Poro¢al je o povezavi med c¢loveskim levkocitnim
antigenom (HLA) - A3 in HLA - B14 antigeni z idiopatsko hemokromatozo, kar kaze, da
se gen za HH nahaja blizu poglavitnega histokompatibilnostnega kompleksa (MHC) na
kromosomu 6 p. Leta 1996 je Feder s sod. kloniral gen, ki je odgovoren za vecino

primerov hemokromatoz in ga poimenoval HFE (8, 16, 17).

1.4.1. GEN ZA HFE

Gen HFE kodira transmembranski protein HFE, ki je strukturno podoben molekulam MHC
razreda |. Nahaja se v jetrih in ¢revesu, Kjer poteka glavna presnova Zeleza in v manjsi
meri v mozganih (8). HFE se veze z 3, - mikroglobulinom, nastane kompleks, ki tekmuje

za vezavo na transferinski receptor 1 (TfR 1) s transferinom (slika 2).

13



TfR1 je izrazen na povrsini celic in uravnava privzem zeleza v notranjost celice. Molekula
HFE se veze tudi na TfR 2, ki se izraza na povrsini hepatocitov, vendar na drugo vezavno
mesto kot transferin. HFE in transferin neodvisno povecata izrazanje TfR 2 in HFE poveca
afiniteto za vezavo transferina na TfR 2 in tako poveca privzem Zeleza v notranjost celice.
Znano je, da kopicenje zeleza v hepatocitih ne zmanjSuje izrazanja TfR 2 na povrsini celic
(12, 13, 16, 18, 19, 20) .

Crypt-Programming Model
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Slika 2: Prikaz normalne absorpcije Zeleza (A) in absorpcije Zeleza pri HFE odvisni

hemokromatozi (mutacija C282Y) (B) (13).

Normalne kriptne celice niso v stiku s svetlino ¢revesa, zato sprejemajo informacije
pretezno preko krvi in uravnavajo absorpcijo Zeleza glede na potrebe v telesu. Zelezovi
ioni vezani na transferin se vezejo na TfR 1, ki stopi v interakcijo z molekulo HFE.
Zelezovi ioni se tako prenesejo v notranjost enterocita in tako kriptne celice uravnavajo
izrazanje prenaSalnih beljakovin (DMT 1) zrelega absorptivnega enterocita (A). Ob
prisotnosti mutacije C282Y v genu HFE ne pride do interakcije med HFE in TfR 1, kar
ima za posledico, da se zelezovi ioni, vezani na transferin, ne vstopijo v notranjost
enterocita. Zaradi tega se na zrelem absorptivnem enterocitu poveca absorpcija zeleza iz
svetline ¢revesa (B). (Fe = Zelezo, DMT 1 = divalentni metalni transporter 1, TfR 1 =

transferinski receptor 1)




1.4.2. MUTACIJE V GENU HFE IN PREVALENCA HH

Hereditarna hemokromatoza je dedna presnovna motnja, ki je posledica mutacije v genu
HFE. Najpogostejsa mutacija v genu HFE je C282Y, ki povzro¢i zamenjavo tirozina s
cisteinom na mestu 282 v proteinu ter poskoduje disulfidno povezavo, ki je potrebna za
normalno interakcijo z B, - mikroglobulinom na povrsini celic. Alelna frekvenca mutacije
je 0,05 pri Kavkazijcih, 0,01 pri Hispancih in manj kot 0,0067 pri Afroameri¢anih (8, 10,
11). Homozigote C282Y so odkrili pri ve¢ kot 90 % obolelih s primarno hemokromatozo v
Severni Evropi in pri ve¢ kot 80 % obolelih iz Severne Amerike. Prevalenca mutacije
C282Y pri HH pada iz severa proti jugu Evrope (21). Najvisja prevalenca je v Veliki
Britaniji (96 %) in najmanjsa v Italiji (64 %) in Gr¢iji (39 %).

Druga najpogostejsa mutacija je H63D na mestu 63, ki povzro¢i zamenjavo histidina z
aspartatom. Mutacija vpliva na interakcijo med HFE in transferinskim receptorjem, kar
ima za posledico prekomerno kopicenje Zeleza v celici. Pogostost mutacije pri Kavkazijcih
je Se enkrat bolj pogosta kot pojavnost mutacije C282Y. Mutacija H63D poveca tveganje
za razvoj lazje oblike hemokromatoze in bolezen se redko razvije tudi Ce gre za

homozigotno obliko (8, 10).

Manj pogosta mutacija v genu HFE povzro¢i zamenjavo Serina s cisteinom na mestu 65
(S65C), ki povzroéa lazjo obliko hemokromatoze. Studije o prevalenci mutacije S65C so

pokazale alelno pogostost v razponu 1,6 - 5,5 % pri Kavkazijcih (16).

Za HH zbolijo homozigoti C282Y/C282Y in heterozigoti C282Y/H63D in C282Y/S65C.
Ostale redke mutacije v genu HFE so: V53M, V59M, H63H, Q127H, Q283P, P168X,
E168Q, E168X IN W169X. Posledice teh redkih mutacij Se niso raziskane, prav tako ni

znana njihova prevalenca.

Prevalenca mutacij v Sloveniji

V studiji, ki je bila opravljena na zdravi slovenski populaciji so ugotovili naslednjo alelno
frekvenco: 3,6 % C282Y, 12,8 % H63D in 1,8 % S65C. Homozigotna oblika mutacije
C282Y je bila ugotovljena v 0,16 %, sestavljenih heterozigotov C282Y/H63D je bilo 0,5
%. Priblizno 1 % slovenske populacije je C282Y homozigotov ali sestavljenih
heterozigotov C282Y/H63D in C282Y/S65C, ki imajo zvefano tveganje za razvoj HH.
Pogostost mutacij C282Y, H63D in S65C, ki so jo opazili pri Slovencih je primerljiva s

pogostostjo, ki so jo opazili drugod po Evropi (22).
15



1.4.3. KLINICNA SLIKA HEREDITARNE HEMOKROMATOZE

Za hereditarno hemokromatozo je znacilno pocasno, progresivno kopiCenje zeleza v
razli¢nih organih. Klini¢ni znaki Se pri moskih izrazijo obi¢ajno med 55. in 60. letom
starosti, pri zenskah pa 10 let kasneje zaradi fizioloSkih procesov (redne menstruacije,
nosecnost, dojenje) in v lazji obliki. Zgodnji znaki bolezni so nespecificni (kronic¢na
utrujenost, slabost, bole¢ine v trebuhu in sklepih), zato se bolezen ne odkrije na zacetku
(3). Vsi klini¢ni zapleti so posledica povecane absorpcije zeleza in posledi¢no kopi¢enja v
razli¢nih organih (jetra, srce, trebusna slinavka in koza). Do poSkodbe tkiv pride zaradi
reaktivnih kisikov spojin (ROS) in peroksidacije lipidnih membran, ki jo katalizirajo
zelezovi ioni. Najbolj pogosto so prizadeta jetra, hepatomegalija je prisotna pri ve¢ kot 95
% simptomatskih bolnikih (16). Fibroza jeter se zaradi kopicenja Zeleza razvije v cirozo,
kar predstavlja tveganje za razvoj jetrnoceli¢nega raka. Alkoholizem, virusni hepatitis C in
steatoza zaradi debelosti $e dodatno povecajo razvoj ciroze. Oksidativni stres v hepatocitih
lahko zmanjsa aktivnost uroporfirinogen dekarboksilaze in vodi v razvoj porfirije cutanea
tarda (23, 24). Nalaganje zeleza v srcu povzro¢i kongestivno sr¢no odpoved, Ki se pojavi
po 40. letu starosti. Pogoste so tudi aritmije. Prizadetost trebuSne slinavke se kaze kot
sladkorna bolezen tipa 2 zaradi fibroze pankreasa in propadanja celic B. Vecina bolnikov
ima dele koZe obarvano temneje (bronasti diabetes) ali sivo. Vzrok za obarvanje je zvisanje
melanina v koZi, nalaganja hemosiderina in povecano S$tevilo melanocitov ob stanjSanju
epidermisa. Hemokromatozo spremlja Se primarni hipotiroidizem zaradi kopicenja zeleza v
S¢itnici, kar spremljata fibroza in limfocitna infiltracija. Pri obolelih pride Se do impotence,
izgube libida ter pri Zenskah do zmanj$ane rodnosti in amenoreje (3, 16, 19). Osteoartritis
ali osteoartroza je pogost kliniéni znak pri HH, ki pomaga pri odkrivanju pacientov.
Klini¢ni potek artritisa ni jasen pri HH, vendar naj bi kopiCenje Zeleza prispevalo k

povecanemu tveganju za bolecine v sklepih (25).

1.4.4. DIAGNOSTIKA HEREDITARNE HEMOKROMATOZE

Danes z uporabo biokemic¢nih testov in z genskim testiranjem lahko odkrijemo HH celo
preden se pojavijo klini¢ni znaki. Na prvem nivoju testiranja se v sklopu biokemi¢nih
parametrov dolocata serumska koncentracija feritina in TfS. Zvisana TfS (> 45 %) kaze na

zvisano koli¢ino Zeleza v plazmi in je zgodnji oznalevalec za odkrivanje HH.
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Koncentracija feritina v serumu odraza patolosko kopicenje Zeleza v organih. Vrednosti
nad 200 pg/L pri zenskah in nad 370 pg/L pri moskih govorijo za HH (3). Koncentracija
feritina ima tudi napovedno vrednost za poskodbo jeter. Ko je vrednost nad 1000 pg/L je
najverjetneje prisotna fibroza (12, 13, 19). Ob vrednotenju rezultatov je potrebno pomisliti
Se na druga stanja pri katerih lahko dolo¢imo zvisano TfS in zviSane vrednosti feritina v
serumu (glej poglavje 1.3.). Ostale bolezni lo¢imo od hemokromatoze z ustreznimi

laboratorijskimi preiskavami.

Drugi nivo testiranja za diagnostiko HH se izvede v primeru zvisane TfS in serumske
koncentracije feritina ter vkljucuje gensko analizo s katerimi ugotavljamo mutacije v genu
HFE in ostalih genih (TfR 2, HJV, HAMP, SLC40A1) (16). Najprej ugotavljamo prisotnost
mutacije C282Y in nato $e mutaciji H63D in S65C. Diagnozo za HH lahko potrdimo, ¢e
dolo¢imo homozigote C282Y/C282Y in sestavljene heterozigote z bialelno mutacijo
C282Y/H63D ali C282Y/S65C. Ob potrditvi HH pri posamezniku je potrebno opraviti
gensko testiranje $e pri ozjih druzinskih ¢lanih. Najprej pregledamo sestre in brate. Pri
homozigotih in heterozigotih testiramo tudi partnerje. Ce je partner tudi homozigot ali
heterozigot se testira tudi otroke. Otroke testiramo po 10. letu starosti in ob pozitivnem
rezultatu pri¢nemo tudi zdraviti. Ce z genskimi testi ne odkrijemo od HFE odvisne
hemokromatoze, posameznika testiramo na prisotnost mutacij se v ostalih genih, ki

povzrocajo ne - HFE hemokromatoze (12, 19).

Pred genotipizacijo HFE mutacij se je za potrditev HH uporabljala jetrna biopsija. Z jetrno
biopsijo ugotavljamo stopnjo jetrne bolezni, ¢e je vrednost feritina > 1000 pg/L. Biopsija
jeter ni indicirana pri C282Y homozigotih, ki so mlajsi od 40 let z normalnimi jetrnimi
testi in je serumska koncentracija feritina < 1000 pg/L (3). Nedavno sprejeti diagnosticni
kriteriji za HH pri jetrni biopsiji vkljucujejo pozitivno obarvanje Zeleza v hepatocitih,
koncentracija zeleza v hepatocitih (HIC) > 80 pmol/g suhe teze in indeks Zeleza v
hepatocitih (HII) > 1,9 (normalno < 1,0), ki se izra¢una iz HIC (umol/L) / starost (leta). HII

dobro korelira z genskimi analizami, vendar je manj obcutljiv (8, 12).
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Slika 3: Shematski prikaz diagnostike hereditarne hemokromatoze (20).

Zadnja leta se za oceno poSkodb jeter uporabljajo manj invazivne tehnike. Prisotnost in
stopnjo nakopicenega zeleza lahko dolo¢imo z magnetno resonanco (MR). Za oceno HIC z
magnetno resonanco so ugotovili dobro specificnost in obcutljivost (19). V uporabo
prihajajo tudi oznacevalci jetrne fibroze (y - glutamil transferaza, a - 2-makroglobulin,
haptoglobin, apolipoprotein A1, celotni bilirubin, hialuronska kislina, aminoterminalni

propeptid kolagen tip 111, tkivni inhibitor metaloproteinaze (TIMP - 1) (12).

1.45. ZDRAVLJIENJE HEREDITARNE HEMOKROMATOZE

Cilj zdravljenja HH je odstraniti odvecno Zelezo iz telesa in vzdrZevati njegove normalne
vrednosti. Venepunkcija (flebotomija) je varna, uc¢inkovita in poceni oblika zdravljenja. Z
venepunkcijo 1 enote krvi (500 mL) odstranimo priblizno 200 do 250 mg zeleza. Bolniki s
HH imajo 25 do 50 g odvecnega zeleza in zato potrebujejo veliko Stevilo venepunkcij
dokler koncentracija feritina ne pade pod 50 pg/L (< 10 pg/L (3)). Takrat preidemo na
vzdrzevalne venepunkcije. Zdravljenje traja dosmrtno (19). Klini¢ni znaki kot so slabost,
utrujenost, pigmentacija koze, bolecine v trebuhu in sladkorna bolezen se izboljSajo ob
venepunkcijah. Do izboljsanj ne pride pri hipogonadizmu, bolec¢inah v sklepih in cirozi
jeter. Hipogonadizem in sladkorno bolezen je potrebno posebej zdraviti (12). Bolnikom se
18



svetuje dietna prehrana, ki naj bo uravnotezena in z manj Zeleza. Odsvetuje se pitje
alkohola, ki poveca absorpcijo Zeleza v ¢revesu. Priporoca se pitje ruskega ¢aja, ki kelira
zelezo v prebavilih. Ko se pri bolniku razvije anemija, se venepunkcije ne morejo veé
izvajati in takrat pricnemo z zdravljenjem s kelirajo¢imi agensi, ki imajo visoko afiniteto
za Zelezo. Zelezo odstranjujejo iz celiGnega hemosiderina in feritina ter ga izplavljajo iz
telesa preko urina. Kelatorji imajo neugodno farmakokinetiko zato se jih aplicira

parenteralno (3, 12).

1.5. OSTEOPOROZA IN OSTEOARTROZA

Osteoporoza je sistemska skeletna bolezen, ki jo oznacujeta zmanjSana koli¢ina kostne
mase in porusena mikroarhitektura kostnega tkiva. Oboje vodi do povecane lomljivosti
kosti. Tipi¢ni osteoporoti¢ni zlomi so zlom zapestja, vretenc in kolka. Zlomi zapestja so
pogosti med 50. in 60. letom, zlomi vretenc med 60. in 70. letom, zlomi kolka, Ki
predstavljajo najhujsi zaplet osteoporoze, pa po 70. letu starosti. Zlomi kosti so posledica
koli¢inskega zmanjSanja kostnine in strukturnih sprememb kosti: trabekule se tanjSajo,
fenestrirajo in nato izginejo, prostori med trabekulami pa se vecajo. Mikrofrakture se
zaradi upocasnjenih remodelacijskih procesov v starosti ne popravljajo ve¢ pravo€asno in
popolno. Zato pride do zloma Ze ob majhnem padcu ali neprimerni obremenitvi. Svetovna
zdravstvena organizacija (SZO) je definirala osteoporozo na osnovi zmanj$anja mineralne
kostne gostote (MKG) za 2,5 ali veC standardne deviacije (SD) od najvecje kostne gostote
v zgodnji odrasli dobi, upostevajo¢ spol in raso (Preglednica IV) (3).

Preglednica IV: Definicija osteoporoze na osnhovi meritev mineralne kostne gostote
(MKG).

T - VREDNOST DEFINICIJA

<-2,5+zlomi | huda oz. napredovala osteoporoza

<-25 osteoporoza
od-25do-1 osteopenija
>-1 normalna MKG
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Za merjenje MKG se najpogosteje uporablja dvoenergijska rentgenska absorpciometrija
(DEXA, angl. Dual - energy X - ray absorptiometry). Pri tej metodi se uporablja snop
zarkov dveh energij, ki ga usmerimo skozi preiskovani del telesa. Merimo lahko maso in
gostoto celotnega sklepa, v praksi pa najveckrat merimo maso in gostoto ledvenih vretenc
(MKG-LS), kolka (MKG-TOT) in vratu stegnenice (MKG-FN). Kostno maso izrazimo kot
mineralno kostno gostoto (MKG) v g/lcm? ali kg/m? saj s povrsinsko gostoto deloma

zmanjsamo vpliv velikosti kosti. Izmerjeno vrednost MKG izrazimo tudi kot T - vrednost

(3).

Osteoartroza je raznolika sklepna bolezen, ki se razvije zaradi razli¢nih vzrokov ter
prizadene enega ali ve¢ sinovijskih sklepov okoncin, hrbtenico ali oboje. Bolezen se kaze s
spremembami na hrustancu, subhondralni kosti, sinoviji, ligamentarnem in nevromisi¢nem
aparatu. Zozenje sklepnega prostora, tvorbo kostnih izrastkov, subhondralno sklerozo in
kostne ciste vidimo z rentgenskim slikanjem. Poanatomsko in biokemi¢no dokazemo
subhondralne mikrofrakture, motnje presnove in delovanja hondrocitov, spremembe in
izgubo osnovnih sestavin hrustanca. Pri osteoartrozi se pojavljajo nespecificni znaki:
bolecina, okorelost, zadebeljen in/ali razoblikovan sklep, omejena gibljivost in krepitacije.
Osteoartoza lahko prizadene vse sklepe, vendar so nekateri bolj pogosto prizadeti kot
drugi. Najpogosteje so prizadeti sklepi v roki, kolenu, kolku, hrbtenici in stopalu. Pri kolku
je lahko prizadet zgornji in medialni del sklepa ali zelo redko celoten sklep (3, 26).
Lo¢imo primarno ali idiopatsko obliko in sekundarno osteoartrozo. Primarno obliko
povzro¢ajo dedni dejavniki, spol, starost, hormonsko stanje, debelost, klimatske
spremembe in prehrana. Sekundarna oblika se razvije zaradi prirojenih ali razvojnih
nepravilnosti, po poskodbah in vnetjih sklepov, endokrinoloskih in presnovnih boleznih ali

pri prekomernih fiziénih obremenitvah (27).

1.5.1. POVEZAVA MED KOPICENJEM ZELEZA IN KOSTNO
PRESNOVO

Kopicenje Zeleza, ki se pojavi pri hemokromatozi povzro¢a poSkodbe tkiv in organov.

Presezek Zeleza, ki se ne more uskladisc¢iti in se nalaga v razli¢nih tkivih ima toksicen

ucinek. Toksi¢nost zeleza temelji na Fenton in Haber - Weissovi reakciji, kjer je zelezo

sposobno tvoriti reaktivne kisikove spojine (ROS), ki povzroc¢ajo poskodbe DNA, lipidno
20



peroksidacijo, spremembe proteinov. ROS lahko povzro¢i oksidativni stres, kar povzroca
kroni¢na vnetja, ishemijo organov in nevrodegenerativne motnje (28, 29). Podroben opis 0
oksidativnem stresu in o vplivu na kosti je opisan v diplomski nalogi Petrovic Maje,

poglavje 1.3. (30).

Eksperimenti in vivo na Zzivalskih modelih so pokazali, da kopi¢enje Zeleza zmanjSuje
MKG. Zavira aktivnost osteoblastov in sintezo kostnine in ne deluje zaviralno na
resorpcijo kosti. Resorpcija poraste v prisotnosti hipogonadizma (31). Zanj je znacilno
pomanjkanje androgenov in estrogenov v plazmi, kar povzro¢i motnje v presnovi kosti.
Zaradi hitrejSe resorpcije in zmanjSane tvorbe kostnine pride do izgube kostne mase (1).
Razvoj in zorenje osteoblastov je pod vplivom CBF - al, ki inducira izrazanje specifi¢nih
genov za osteoblaste. Zaviranje aktivnosti osteoblastov vodi v zmanjSano mineralizacijo
kosti, osteoporozo in osteopenijo. Zarjou in sodelavci so s pomocjo in vitro raziskav
ugotovili, da je priSlo do inhibicije aktivnosti osteoblastov ob dodatku Zeleza, ki je
ve¢inoma vplival na indukcijo H podenote feritina in na ferooksidazno aktivnost (32).
Yamasaki in Hagiwara sta prav tako na kultiviranih celicah podgan in vitro ugotovila, da
kopicenje Zzeleza povzroca osteoporozo z inhibicijo proliferacije in diferenciacije

osteoblastov (33).

V nekaterih raziskavah so osteopenijo in osteoporozo opazili pri 25 - 50 % bolnikih s
hemokromatozo in tveganje za zlome ocenili na ve¢ kot 20 %. V $tudiji kjer so ocenjevali
MKG in spremembo kosti pri moskih s HH so opazili zmanjsanje MKG, ki je bilo bolj
izrazito pri MKG-FN kakor pri MKG-LS, kar kaze na ve¢ji vpliv kopi¢enja zeleza na
kortikalne kosti (34). V nasprotju s temi ugotovitvami so Valenti in sod. (31) opazili vecje
znizanje MKG-LS v primerjavi z MKG-FN, kjer so imeli vkljuene tudi Zenske
preiskovanke. Obe Studiji potrjujeta, da kopiCenje Zeleza samo po sebi vpliva na

patogenezo in na razvoj osteoporoze.

Znano je, da je hipogonadizem pogost zaplet pri HH. Pri hipogonadizmu je pospeSena
kostna aktivnost in resorpcija kar vodi v zmanjSanje kortikalne in trabekularne kostnine in
poslabsa potek osteoporoze, vendar je malo verjetno, da povzroa zmanjSanje MKG pri
HH. Pri HH so pogosto prizadeta jetra, kar vodi v cirozo. Vpliv ciroze na kosti je tezko
oceniti zaradi prisotnosti Stevilnih dejavnikov. Pri preiskovani skupini, ki je vkljuc¢evala 38
moskih preiskovancev, Guggenbuhl in sod. niso odkrili nobene povezave med MKG in

cirozo jeter. Visje vrednosti feritina so imeli pacienti s cirozo in hipogonadizmom. Za
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koncentracijo zeleza v hepatocitih (HIC), ki je dober pokazatelj za kopiCenje zeleza so
nasli negativno korelacijo z MKG (34). Povezavo med zvisano koncentracijo celokupne
alkalne fosfataze (ALP) in znizano MKG ter povezavo med koncentracijo feritina in
celokupno ALP so odkrili tudi Valenti in sod. (31). V teh primerih so odkrili porast
izoencima kostno specificne ALP in ne jetrno specificne ALP. Povisane koncentracije

kostno specificne ALP so v povezavi s pospeseno izgubo kostne mase (31).

Za osteoartrozo, ki se razvije zaradi hemokromatoze, je znalilna hondrokalcinoza
(nalaganje kristalov kalcijevega pirofosfata v tkivu) in nalaganje hemosiderina v sinoviju.
Najbolj so prizadeti sklepi rok. Progresivni poliartritis lahko prizadene kolena, zapestje in
kolke (13). Za HH znacilna osteoartroza, ki se kaze z bolecino v metakarpofalangealnem
sklepu (sklep med dlanjo in prstom) in povezava s serumskim feritinom ni bila najdena pri
homozigotni mutaciji C282Y (35).
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2. NAMEN DELA

Zelezo ima pomembno vlogo v celiéni presnovi. Za ustrezno preskrbo organizma z
zelezom je odgovornih ve¢ mehanizmov, Ki uravnavajo njegovo absorpcijo, transport,
skladis¢enje in krozenje. Ob poruseni presnovi zeleza se lahko pojavijo razli¢na
bolezenska stanja zaradi motenj v porazdelitvi in izkori$¢anju, pomanjkanja ali kopicenja

zeleza.

Kopicenje Zeleza, ki je posledica hereditarne hemokromatoze nastane zaradi mutacij v
genu HFE. Najpogostejsi vzrok so mutacije: C282Y, H63D in S65C. Bolezen se deduje
avtosomno recesivno in zanjo je znacilno pocasno in progresivno kopicenje zeleza v
razli¢nih organih zaradi povecane absorpcije. Bolezen se najprej kaze z nespecificnimi
znaki, kasneje pa so prizadeta jetra, srce, trebusna slinavka in koza. Zelezo ima negativen
uc¢inek na kostno presnovo, in sicer zavira aktivnost osteoblastov in sintezo kostnine, kar

vodi v osteopenijo in osteoporozo. Zaplet hereditarne hemokromatoze je tudi osteoartroza.

Namen magistrske naloge bo oceniti vpliv preskrbe z Zelezom na kostno presnovo pri

bolnikih z osteoporozo in osteoartrozo. V ta namen bomo:

- Pri 116 preiskovancih z osteoporozo in osteoartrozo izmerili biokemi¢ne kazalce
preskrbe z zelezom (Zelezo, TIBC, feritin in nasiCenost transferina) s

spektrofotometricnimi in imunokemi¢nimi metodami.

- Preiskovancem bomo iz polne krvi izolirali genomsko DNA in s hidrolizirajo¢imi
sondami ter reakcijo PCR v realnem Casu genotipizirali mutacije C282Y, H63D in
S65C v genu HFE.

- Z ustreznimi statisticnimi metodami bomo primerjali preskrbo z Zelezom in
porazdelitev genotipov pri obeh skupinah preiskovancev. Ugotavljali bomo tudi

vpliv genotipov na preskrbo z zelezom in MKG.
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3. MATERIALI IN METODE

3.1. PREISKOVANCI

V raziskavo smo vkljucili 116 preiskovancev, ki so bili napoteni na Oddelek za
travmatologijo SploSne bolniSnice Celje za zamenjavo kol¢nega sklepa zaradi
osteoporoznega zloma vratu stegnenice (N = 83) ali osteoartroze (N = 33). Za
preiskovance, ki so bili vklju¢eni v raziskavo nismo imeli podatka ali imajo hereditarno

hemokromatozo.

3.2. MERJENJE MINERALNE KOSTNE GOSTOTE

Preiskovancem je bila diagnoza postavljena na podlagi merjenja MKG z dvoenergijsko
rentgensko absorpciometrijo (DEXA; angl. Dual - energy X - ray absorptiometry) in
kliniénim ter radiografskim pregledom kolka v Splosni bolni$nici Celje. Preiskovancem so
izmerili MKG kolka (MK-TOT), vratu stegnenice (MKG-FN) in podro¢ja ledvene
hrbtenice (MKG-LS).

3.3. DOLOCANJE SERUMSKIH PARAMETROV

Vsem preiskovancem je bila odvzeta kri v Splos$ni bolni$nici Celje in serum je bil do
uporabe hranjen pri — 80 °C. V diagnosti¢nem laboratoriju Zdravstvenega doma Ljubljana (
enota Center) smo izmerili koncentracije naslednjih parametrov: zelezo, TIBC, feritin in
izraunali TfS. Merjenje smo izvedli na avtomatiziranem biokemi¢nem analizatorju
Dimension RxL Max, proizvajalca Siemens. Princip metode za merjenje koncentracije
zeleza in TIBC je spektrofotometrija, za merjenje koncentracije feritina pa imunokemijska
metoda (»sendvic« test). Pred merjenjem biokemi¢nih parametrov je bila izmerjena interna
notranja kontrola za normalne in zviSane vrednosti s kontrolnim materialom proizvajalca.

Vsaka metoda je bila kalibrirana po navodilih z ustreznim kalibratorjem.
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3.3.1. PRINCIP METODE ZA MERJENJE ZELEZA V SERUMU

V kislem mediju sprostimo Fe** ione iz kompleksa s transferinom. V prisotnosti
reducirajo¢e snovi (npr. askorbinska kislina) Fe®* reduciramo v Fe?*. Fe?" tvori modro
obarvan kompleks s kromogenom (Ferene®- dinatrijeva sol 5, 5'(3-(2-piridil)-1,2,4triazin-
5,6-diil)-bis-2- furansulfonske kisline). Absorbanco kompleksa merimo bikromatsko (600,

700 nm) in je premosorazmerna s koncentracijo Zeleza v vzorcu (36).

3.3.2. PRINCIP METODE ZA MERJENJE TIBC V SERUMU

Serumu dodamo prebitek Fe** ionov, ki zasedejo prosta mesta na transferinu. Pri bazi¢nih
pogojih (pH 8,6) se lahko le nevezano Fe®" reducira do Fe?* v prisotnosti askorbinske
kisline in v nadaljevanju tvori obarvan kompleks s Ferene®. V kislem mediju (pH 4,5) se
zelezo, ki je vezano na transferin sprosti in se reducira do Fe?* ob prisotnosti askorbinske
kisline. Fe** tvori obarvan kompleks s Ferene®. Porast absorbance pri zniZanju pH iz 8,6
na pH 4,5 merimo bikromatsko (600, 700 nm) in je premosorazmerna koncentraciji zeleza,

Ki je vezano na transferin v serumu oziroma TIBC (37).

3.3.3. PRINCIP METODE ZA MERJENJE FERITINA V SERUMU

Serum inkubiramo z delci kromovega dioksida na katerega so vezana monoklonska
protitelesa, ki so specifina za feritin. Zmesi je dodan Se konjugat z monoklonskimi
protitelesi, ki so oznaCena z  — galaktozidazo in se specifitno veZze na feritin na drug
epitop. Nastane kompleks delci/feritin/konjugat. Nevezan konjugat odstranimo z magnetno
separacijo in spiranjem. Kompleks se veze s kromogenim substratom (CPRG-klorofenol
rdece-p-d-galaktopiranozid). Hidroliza CPRG povzro¢i nastanek kromofora CPR.
Koncentracija feritina v serumu je direktno proporcionalna stopnji spremembe barve zaradi
nastanka CPR, ki ga merimo pri 570/770 nm (38).
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3.3.4. IZRACUN NASICENOSTI TRANSFERINA (TfS)

TfS smo izracunali po enacbi potem, ko smo izmerili koncentraciji za zelezo in TIBC v

istem serumu.

koncentracijo Zeleza v serumu I:pnli}
TES (%) = 2y 100

konecentracije TIBC v serumu l:pT}

Reagenti in oprema
- analizator Dimension RxL Max, Siemens, Nemcija
- IRON Flex® reagent cartridge (LOT: GB2034), Siemens Dimension
- IBCT Flex® reagent cartridge (LOT: DA1328), Siemens Dimension
- FERR Flex® reagent cartridge (LOT: CA2133), Siemens Dimension
- kontrolni material: Monitrol 1 in 2 (lot: TLM: 1211-1 in TLM: 1211-2), Siemens
Dimension

- nastavki za majhne volumne SSC (Short sample cups), Siemens

3.4. 1ZOLACIJA GENOMSKE DNA

DNA smo izolirali iz levkocitov periferne venske krvi odvzete s K3;EDTA kot
antikoagulanta z reagen¢nim kompletom FlexiGene DNA kit. Najprej smo vse vzorce
razdelili glede na volumen polne krvi v epruveti. lzolacijo smo nato izvedli po
priporocenem postopku glede na volumen polne krvi (39). Pred zacetkom izolacije delovno
povrsino in pipete, ki smo jih uporabili oCistimo s 3 % hipokloritom. Pripravimo 70 %
etanol in oznacimo centrifugirke in plasticne epruvete s pokrovckom. Iz hladilnika
vzamemo vzorce in jih odtalimo v vodni kopeli pri 37 °C ter jih nato postavimo na led do

uporabe.

Princip metode: K polni krvi dodamo lizirni pufer FG 1, da celice liziramo. Zmes nato
centrifugiramo, odlijemo in dobimo peletko, ki vsebuje celi¢no jedro in mitohondrije.
Peletko nato raztopimo in inkubiramo v denaturacijskem pufru FG 2, ki vsebuje kaotropne
snovi in Qiagen proteazo. Tako odstranimo proteine. DNA nato oborimo z dodatkom 100
% izopropanola in ponovno centrifugiramo. Supernatant odlijemo in dodamo 70 % etanol,
da speremo izolat. Po centrifugiranju odlijemo supernatant in DNA posusimo ter jo
raztopimo v hidratacijskem pufru FG 3 (39).
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Posebnost: Za uspesno izolacijo smo priporoc¢eni postopek proizvajalca optimirali.
Postopek izolacije za vecje volumne je enak, kot pri majhnih volumnih. Potrebno je bilo

spremeniti centrifugalni pospesek in ¢as centrifugiranja.

Preglednica V: Priporoc¢eni volumni reagentov za izolacijo genomske DNA iz polne krvi.

Volumen polne krvi (mL)

Reagent 2 4 5 6 7 8

Pufer FG 1 (mL) 501(10,0|12,5|150|17,5| 20

Pufer FG 2 (mL) 101 20 | 25| 30 | 35 [4,0

Qiagen proteaza (uL) |10 | 20 | 25 | 30 | 35 | 40

100 % izopropanol (mL) (1,0 | 2,0 | 25 | 30 | 35 | 4,0

70 % etanol (mL) 10120 25|30 |35 (40

Pufer FG 3 (mL) 02, 04|05]|06|0,7/08

Postopek:

- v centrifugirke pipetiramo FG 1
- kri premeSamo z obra¢anjem in odpipetiramo v centrifugirko k FG 1
- centrifugirke zapremo in premeSamo z obrac¢anjem (5 x)
- centrifugiranje: 2 mL krvi: 5 minut pri 2000 x g pri 21 °C
4,5 mL krvi: 8 minut pri 2500 x g pri 21 °C
6, 7, 8 mL krvi: 12 minut pri 2700 x g pri 21 °C
- supernatant po centrifugiranju previdno odlijemo v posodo za odpadno kri in
centrifugirke obrnemo na ¢isto papirnato brisaco. Pri tem pazimo, da peletka ostane
v centrifugirki
- v vsako centrifugirko dodamo FG 2 in Qiagen proteazo. Centrifugirke zapremo in
mocno premeSamo na vrtinastem meSalu dokler peletka ni popolnoma
homogenizirana
- centrifugirke premeSamo z obraCanjem in jih postavimo v vodno kopel ter
inkubiramo 10 minut pri 65 °C
- dodamo 100 % izopropanol in meSamo toliko Casa dokler DNA precipitat ne
postane viden
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- centrifugiranje: 2 mL krvi: 5 minut pri 2000 x g pri 21 °C
4,5 mL krvi: 8 minut pri 2500 x g pri 21 °C
6, 7, 8 mL krvi: 12 minut pri 2700 x g pri 21 °C
- odlijemo supernatant v posodo za odpadno kri in centrifugirke obrnemo na ¢isto
papirnato brisaco. Pri tem pazimo, da peletka ostane v centrifugirki
- dodamo 70 % etanol in meSamo na vrtincastem mesalu 5 sekund
- centrifugiranje: 2 mL krvi: 5 minut pri 2000 x g pri 21 °C
4,5 mL krvi: 8 minut pri 2500 x g pri 21 °C
6, 7, 8 mL krvi: 12 minut pri 2700 x g pri 21 °C
- odlijemo supernatant v posodo za odpadno kri in centrifugirke obrnemo na cisto
papirnato brisaco ter pustimo 5 minut. Pazimo, da peletka ostane v centrifugirki
- DNA peletko susimo na zraku dokler vsa tekocina ne izgine. Steno centrifugirke
obriSemo s sterilno vatirano palcko
- dodamo FG 3 in premeSamo na vrtin¢astem meSalu pri nizki hitrosti in nato
inkubiramo v vodni kopeli 1 uro pri 65 °C
- po inkubaciji izolate prenesemo v oznacene plasti¢ne epruvete s pokrovcékom in jih

shranimo v hladilniku

Reagenti in oprema
Reagenti:

- reagen¢ni komplet Flexigene DNA kit (Qiagen), ki vsebuje:
- pufer FG 1 (Flexigene lysis pufer)
- pufer FG 2 (Flexigene denaturation pufer)
- Qiagen proteaza: liofilizirano Qiagen proteazo raztopimo v pufru FG 3 (1,4 mL)
- pufer FG 3 (Flexigene hydration pufer)
- 100 % izopropanol (Merck)
- 70 % etanol: pripravimo iz 100 % etanola in ultra iste vode

- 3 % hipoklorit
Aparature in pribor:

- polavtomatske pipete za razli¢ne volumne (Eppendorf, Hamburg, Nemcija)

- avtoklavirani nastavki za pipete (Sarstedt, Niimbrecht, Nemcija)
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- avtoklavirane plasti¢ne epruvete s pokrovckom, 1,5 mL (Sarstedt, Niimbrecht,
Nemcija)

- centrifugirke, 15 in 50 mL (Sarstedt, Nemcija)

- vodna kopel (Biosan Water Bath-termostat WB 4MS)

- centrifuga (Eppendorf — Centrifuge 5804 R)

- vrtinCasto mesalo — VVortex (Biosan BioVortex V1)

- sterilne vatirane palcke

- posoda za odpadno kri

3.5.  VREDNOTENJE IZOLIRANIH VZORCEV DNA

ELEKTROFOREZA

Elektroforeza je separacijska metoda, ki temelji na loCevanju nukleinskih Kislin v
elektricnem polju na ustreznem nosilcu. Nabiti delci potujejo v elektricnem polju glede na
naboj in velikost. Negativno nabita DNA potuje proti pozitivno nabiti elektrodi (anodi)
(40). Elektroforezo smo izvedli na 2 % agaroznem gelu, saj je agarozni gel porozen in
omogoca locevanje tudi velikih molekul DNA. Na gelu se bodo razli¢no veliki in razli¢no
nabiti delci med seboj locili v obliki lis. Za lazjo detekcijo DNA dodamo fluorescencno

barvilo SYBER® Safe.
PRIPRAVA 2 % AGAROZNEGA GELA

V erlenmajerico natehtamo 1,5 g agaroze in dodamo 75 mL 1xTAE pufra. Erlenmajerico
stariramo in jo pokrijemo z urnim steklom. PremeSamo s kroZenjem in v mikrovalovni
pecici segrevamo zmes dokler tekocina ni bistra in brez mehurckov. Erlenmajerico
postavimo nazaj na tehtnico in dodajamo destilirano vodo, da bi nadomestili izparelo
teko¢ino. V digestoriju dodamo 7,5 pL SYBER®™ Safe barvila ter preme§amo z vrtenjem.
Pripravimo nosilec za vlivanje gela z vstavljenim glavnickom (30 Zepkov) za tvorbo
zepkov v gelu. Raztopino nato vlijemo v kadicko ter pocakamo, da se gel strdi. Nato
odstranimo glavnic¢ek z nosilca, gel vzamemo ven in ga prenesemo v plasticno vrecko. Po

potrebi shranimo v hladilniku pri T =4 °C.
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IZVEDBA ELEKTROFOREZE

Vse vzorce na kratko preme$amo na vrtincastem mesalu in nato Se centrifugiramo, da se
vsa tekoCina zbere na dnu plastine epruvete. Pripravljen agarozni gel potopimo Vv
elektroforezno kadicko, da je povsem pokrit s pufrom 1 x TAE. Na parafilm s
polavtomatsko pipeto nanesemo 2 uL oznacevalca dolzin (marker I1l) in mu primeSamo 2
uL vzorca ter vse skupaj nanesemo v zepke v agaroznem gelu. V en Zepek na gelu
vnesemo samo marker Ill. Ko napolnimo vse zepke, pokrijemo kadicko in sistem
povezemo z elektriénim tokom. Elektroforeza traja 25 minut pri napetosti 90 V. Po

koncani elektroforezi izklopimo vir napetosti in gel vzamemo iz kadicke ter ga slikamo.
SLIKANJE ELEKTROFOREZNEGA GELA

Slikanje elektroforeznega gela izvedemo v komori G: BOX (SYNGENE). Gel polozimo na
plosco, da je ¢im bolj ravno. Na rac¢unalniku izberemo program Gene Snap from Syn Gene
in nastavimo nastavitve: osvetlitev (upper white), velikost slike (1,38 MPixel) in filter

(Short wave band pass). Slikanje gela:

- pri osvetlitvi izberemo » Transluminator«
- pri filtrih izberemo EtBr/UV
- nastavimo c¢as »series captures«, kjer nastavimo Zeleno Stevilo slik (10) in cas

osvetlitve (200 ms).

Izberemo najboljSo sliko gela ter podatke shranimo. Po kon¢anem delu gel vzamemo iz

komore in ga odvrZzemo v posebni odpad.
Reagenti in oprema
Reagenti:

- agaroza (Agarose for routine use, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Nemcija)

- 1 x TAE pufer: pripravimo z 1:50 red¢enjem 50 x TAE pufra (sestavine: 242,0 g
Tris baze, 57,1 g ocetne kisline, 100 mL 0,5M Na;EDTA in dopolnimo do 1000
mL z ultra ¢isto vodo)

- SYBER" Safe (Invitrogen)

- oznacevalec dolzin (marker III), Boehringer Mannheim GmbH
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- destilirana voda
Aparature in pribor:

- tehtnica Exacta 300 EB (Tehtnica, Zelezniki, Slovenija)

- erlenmajerica

- urno steklo

- merilni valj

- mikrovalovna pecica Optiquick Compact Y52, Moulinex

- polavtomatska pipeta (Eppendorf, Hamburg, Nem¢ija)

- avtoklavirani nastavki za pipeto (Sarstedt, Niimbrecht, Nemcija)
- nosilec za vlivanje gela

- glavnicek za tvorbo zepkov v gelu

- kadicka za elektroforezo Wide Mini Sub Cell GT (Biorad Laboratories, ZDA)
- usmernik TITAN Plus (Helena Laboratories Corp., ZDA)

- usmernik Power Pac 300 (Biorad Laboratories, ZDA)

- usmernik Power Pas Basic (Biorad Laboratories, ZDA)

- parafilm

- komora G: BOX (SYNGENE)

3.6. MERJENJE KONCENTRACIJE IN CISTOSTI IZOLIRANE
DNA

Koncentracijo in Cistost izolirane DNA smo izmerili s pomo¢jo UV/VIS spektrofotometrije
v vseh vzorcih. Izmerili smo absorbanco pri valovni dolZini 260 in 280 nm. Koncentracijo
izolirane DNA smo dolocili z merjenjem absorbance pri 260 nm, kjer absorbirajo
nukleinske kisline. Cistost DNA smo dolo¢ili iz razmerja Azeo/Azgo, Ki mora biti od 1,7 do
1,9.

Pred merjenjem vse vzorce premeSamo na vrtinastem mesalu in nato centrifugiramo, da
se vsa tekoCina zbere na dnu plastine epruvete. Merjenje koncentracije in Cistosti
izoliranih vzorcev DNA izvedemo po priporo¢enih postopkih na spektrofotometru
Nanodrop ND-1000 (41).
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PRIPRAVA VZORCNIH RAZTOPIN DNA

Raztopine z izolirano DNA smo glede na koncentracije nukleinskih kislin red¢ili s pufrom
FG 3 iz kompleta Flexigene DNA kit (Qiagen) do kon¢nega volumna 20 pL. Nato smo t.i.
delovnim raztopinam ponovno izmerili koncentracije s spektrofotometrom Nanodrop ND -
1000. Tako pripravljene delovne raztopine smo na osnovi izmerjenih koncentracij redcili
do kon¢ne koncentracije 10 ng/uL. Za red¢enje smo uporabili ultraisto vodo. Konéne

raztopine vzorénih DNA smo pripravili v mikrotitrskih plos¢icah z 96 vdolbinicami.
Reagenti in oprema
Reagenti:

- izolirani vzorci DNA
- pufer FG3 iz reagenénega kompleta Flexigene DNA kit (Qiagen), (Flexigene
hydration pufer)

- ultradista voda
Aparature in pribor:

- polavtomatska pipeta (Eppendorf, Hamburg, Nemcija)

- avtoklavirani nastavki za pipete (Sarstedt, Niimbrecht, Nemcija)

- avtoklavirane plasti¢ne epruvete s pokrovckom, 1,5 mL (Sarstedt, Niimbrecht,
Nemcija)

- vrtin¢asto mesalo — VVortex (Biosan BioVortex V1)

- spektrofotometer Nanodrop ND — 1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, ZDA)

- mikrotitrske plos¢ice z 96 vdolbinicami (Sarstedt, Niimbrecht, Nemcija)

3.7. GENOTIPIZACIJA S HIDROLIZIRAJOCIMI SONDAMI

PCR v realnem casu je kvantitativna metoda in je nadgradnja klasi¢nega PCR. Metoda
omogoca sofasno pomnozevanje in detekcijo. Detekcija produktov PCR temelji na
merjenju fluorescence, ki jo oddajajo s fluorofori oznaéeni oligonukleotidi (sonde). Za
genotipizacijo naSih vzorcev uporabimo hidrolizirajo¢e sonde kjer se izkoris¢a 5' —
eksonukleazna aktivnost Tag DNA polimeraze, ki med procesom PCR sondo razgradi. Za

detekcijo signala uporabljamo dva fluorofora (donorskega in akceptorskega), katerih
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ekscitacijski in emisijski spekter se prekrivata. Ce sta fluorofora dovolj blizu ekscitacija
donorskega barvila povzro¢i emisijo svetlobe, ki ekscitira akceptorsko barvilo, ki pa
emitira svetlobo drugacne valovne dolzine ali v novejsih izvedbah energijo odda v obliki
toplote. V reakcijsko zmes damo dve sondi, ki sta izbrani tako, da je vsaka
komplementarna enemu alelu. Ena sonda je oznaéena z barvilom VIC, druga z barvilom
FAM. Sonda, ki se ne prilega, se odlepi, odziv fluorescence dobimo od sonde, ki se

popolnoma prilega tarénemu odseku DNA (42, 43, 44).
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Slika 4: Princip detekcije produktov PCR s hidrolizirajo¢imi sondami.

3.7.1. PRIPRAVA REAKCIJSKE ZMESI

Priprava reakcijske zmesi mora potekati v Cistem okolju, da se izognemo kontaminaciji.
Zato smo reakcijsko zmes pripravili v delovni komori. Delovni pribor in komoro smo

najprej ocistili s 3 % hipokloritom in vse skupaj osvetljevali 30 minut z UV - svetlobo.

Vzoréne raztopine DNA smo do uporabe shranili v hladilniku pri T = 4 °C, reagenti so bili
shranjeni v zamrzovalniku pri T = - 20 °C. Pred uporabo smo reagente odmrznili in jih
premesali ter na kratko centrifugirali. Sonde smo zascitili pred svetlobo z aluminijasto

folijo. V delovni komori smo pripravili najprej reakcijsko zmes brez vzor¢nih raztopin
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DNA, jo premesali in nanesli na mikrotitrsko plos¢ico s 384 vdolbinicami. Nato smo na
ploscico nanesli Se vzoréno raztopino DNA in plos¢ico pokrili z opti¢no folijo ter jo

centrifugirali pri 2100 obratih/minuto 5 minut.

Preglednica VI: Priprava reakcijske zmesi za genotipizacijo.

Reagent Volumen (nL) za en vzorec
Ultradista voda 2,94
Solis 5x 1,0
Sonde 40x 0,0625
Vzorec DNA (C=10 ng/uL) 1,0
Konéni volumen 5

Ploi&ico smo nato prenesli v cikli¢ni pomnozevalnik Light Cycler” 480 real - time PCR
system, kjer se izvede pomnozevanje in detekcija produktov pri doloc¢enih pogojih, ki so

opisani v Preglednici VII.

Preglednica VII: Pogoji reakcije PCR v realnem casu.

Stopnja reakcije T(°C) | Cas (min) | Stevilo ciklov
Pre-inkubacija 95 15 1
Prileganje in podaljSevanje | 60 1 40
Ohlajanje 40 0,5 1

Reagenti in pribor
Reagenti:

- Vvzorc¢ne raztopine DNA

- Ultra ¢ista voda

- Solis 5x (master mix, Biodyne, g°PCR mix rox)

- Sonde TagMan® SNP Genotyping Assay Mix (Applied Biosystems), za HFE 63
(rs1799945), stevilka reagenta: C_ 1085600 10
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- Sonde TagMan® SNP Genotyping Assay Mix (Applied Biosystems), za HFE 65 (rs
1800730), stevilka reagenta: C_1085599 20

- Sonde TagMan® SNP Genotyping Assay Mix (Applied Biosystems), za HFE 282
(rs 1800562), stevilka reagenta: C_1085595 10

Aparature in pribor:

- polavtomatske pipete za razlicne volumne (Eppendorf, Hamburg, Nemcija)

- avtoklavirani nastavki za pipete (Sarstedt, Niimbrecht, Nemcija)

- avtoklavirane plasticne epruvete s pokrovékom, 0,5 in 1,5 mL (Sarstedt,
Niimbrecht, Nemcija)

- mikrotitrske plos¢ice s 384 vdolbinicami (Roche Applied Science, Penzberg,
Nemcija)

- opti¢na folija (Roche Applied Science, Penzberg, Nemcija)

- delovna komora z UV — lu¢ko (UV-CLEANER, Biosan)

- mini centrifuga, vrtin¢asto mesalo combiSpin FVL — 2400 N (Biosan)

- cikli¢ni pomnoZevalnik LightCycler”™ 480 real — time PCR systems (Roche Applied
Science, Penzberg, Nemcija)

- centrifuga Centric 322A (Tehtnica, Zelezniki, Slovenija)

3.8. STATISTICNE METODE

Statisticno analizo podatkov smo izvedli s pomocjo programa SPSS/PASW Statistics 17.0.
Preiskovance smo glede na diagnozo razdelili na dve skupini, in sicer skupini

preiskovancev z osteoporozo in osteoartrozo.

Normalnost porazdelitve spremenljivk smo na osnovnih podatkih oziroma njihovih
logaritmiranih vrednostih preverili s Kolmogorov — Smirnovim in v primeru manj kot 50

preiskovancev s Shapiro - Wilksovim testom.

Razlike v parametrih med skupinama smo preverili s t - testom in testom Mann —
Whitney. Razlike smo iskali v starosti, koncentraciji Zeleza, TIBC, feritinu, nasi¢enosti
transferina, indeksu telesne mase (ITM), MKG na treh mestih meritve in genotipu.
Skladnost skupin v frekvencah spola smo preverili s testom xz. Test XZ smo uporabili tudi

za ugotavljanje razlik v porazdelitvi genotipov med skupinama.
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S koeficientom korelacije po Pearsonu smo ugotavljali povezanost med dvema
spremenljivkama: med starostjo in zelezom, TIBC, feritinom, nasi¢enostjo transferina ter
MKG na treh mestih meritve. Nadaljnje nas je zanimala Se povezanost med Zelezom,

TIBC, feritinom in nasi¢enostjo transferina z MK G na treh mestih meritve posamezno.

Za stopnjo tveganja smo postavili a = 0,05. V primeru p > 0,05 smo sprejeli ni¢elno
hipotezo. Ce je bila vrednost p manj$a od stopnje tveganja smo sprejeli alternativno

hipotezo.
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1. OPIS PREISKOVANIH SKUPIN

V raziskavo smo vkljucili 116 preiskovancev, ki so bili sprejeti na Oddelek za
travmatologijo v Splosni bolniSnici Celje za zamenjavo kol¢nega sklepa zaradi zloma vratu
stegnenice ali osteoartroze. V skupini preiskovancev (N = 116) je bilo 31 moskih in 85
zensk, ki so bili stari od 49 do 93 let. Preiskovance smo na podlagi klini¢nih podatkov
razdelili v dve skupini: preiskovanci z osteoporozo (N = 83) in preiskovanci z osteoartrozo
(N = 33). St - testom in testom Mann - Whitney v primeru, da porazdelitev ni bila
normalna, smo skupini med seboj primerjali glede na starost, zelezo, TIBC, feritin, TfS,
ITM, MKG. S testom > pa smo ugotavljali razliko v frekvencah spola. V Preglednici VI1II
so prikazani povpre¢ne vrednosti meritev in rezultati statistiCne analize (p). Vsi izmerjeni

podatki so podani v Prilogi 4 do 7 po skupinah preiskovancev.

Preglednica VIII: Opis preiskovanih skupin (ITM = indeks telesne mase, MKG-TOT =
mineralna kostna gostota kolka, MKG-FN = mineralna kostna gostota vratu stegnenice,
MKG-LS = mineralna kostna gostota predela ledvenih vretenc, TIBC = angl. total iron

binding capacity, N = Stevilo preiskovancev).

OSTEOPOROZA | OSTEOARTROZA p
Starost (leta) 79,5+ 7,4 68,9 +9,5 < 0,0001***
(N =83) (N=33)
Spol (moski/Zenske) 15/68 16/17 < 0,0001**
(N =83) (N =33)
Zelezo (umol/L) 9,0+5,1 49+2,0 < 0,0001*
(N =81) (N =26)
TIBC (umol/L) 372+8,5 43,0 £ 6,6 0,002*
(N = 81) (N = 26)
Feritin (ug/L) 291,8 +264,8 212,7+138,2 0,137*
(N = 81) (N = 26)
Nasicenost transferina (%) 25,7+ 16,2 11,6 £4.8 <0,001*
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(N =81) (N = 26)

ITM (kg/m®) 26,8 = 4,6 292 +4,9 0,005***
(N =73) (N =33)

MKG-FN (kg/m?) 0,605 + 0,107 0,811 0,174 < 0,0001*
(N =56) (N = 28)

MKG-LS (kg/m?) 0,886 + 0,185 1,009 + 0,219 0,001*

(N = 60) (N = 33)

MKG-TOT (kg/m?) 0,676 + 0,137 0,928 + 0,202 < 0,0001*
(N = 56) (N = 28)

*t — test, ** test y°, *** test Mann — Whitney

Rezultati primerjav so pokazali, da se skupini statisticno razlikujeta po vseh parametrih,
razen pri koncentraciji feritina. Skupini sta se razlikovali po starosti, ITM in MKG na vseh
tren mestih meritve. Rezultati so bili pri¢akovani, saj se osteoporozni zlomi vratu
stegnenice pogosteje pojavljajo pri starejSih. Osteoartroza kol¢nega sklepa zaradi Cesar je
potrebna zamenjava sklepa se pojavlja prej. Skupini sta se statisti¢no razlikovali tudi po
frekvenci spola. Stevilo osteoporotiénih zlomov je v vseh starostnih obdobjih vsaj enkrat
vecje pri Zenskah kakor pri moskih kar vidimo iz podatka, da je v skupini osteoporoznih
preiskovancev ve¢ Zensk. V skupini osteoartroznih preiskovancev je Stevilo Zensk in
moSkih izenaceno. Osteoartroza prizadene oba spola, vendar naj bi se pogosteje pojavljala
pri moskih v S$irokem starostnem obdobju. Povpreéna vrednost ITM je bila pri
osteoporoznih preiskovancih niZja, saj so posamezniki z osteoporozo lazji od
osteoartroticnih posameznikov. Telesna teza je tudi eden izmed dejavnikov tveganja za
razvoj osteoartroze. MKG na vseh treh mestih merjenja je bila vi§ja pri skupini

osteoartroznih preiskovancev (3).

Statisti¢ni rezultati so pokazali razliko med skupinama v koncentraciji Zeleza, TIBC in
TfS. Koncentracija zeleza je bila v skupini preiskovancev z osteoatrozo nizja. V telesu se
Zelezo zniza ob prisotnosti akutnih in kroni¢nih vnetnih procesih. Pri osteoartrozi je
prisotno vnetje sinovije zaradi razgradnje hrustanca, kar lahko poveZzemo z naSimi
rezultati. Prisotnost vnetnega procesa bi lahko preverili z doloCanjem sedimentacije
eritrocitov (SR) in C - reaktivnim proteinom (CRP), vendar parametra nismo vkljuili v
naso raziskavo. Stevilne $tudije so dokazale povezanost med nastankom in prisotnostjo
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osteoartroze z zvisano koncentracijo CRP (27). Vi§je vrednosti TIBC pri osteoartroznih
preiskovancih so verjetno posledica nizjih vrednosti zeleza. Gre za kompenzacijo, da telo
zagotovi zadostno koli¢ino vezavnih mest za zelezo in se uporabi vso Zelezo, ki je telesu na
razpolago. Preiskovanci z osteoporozo imajo nizje vrednosti TIBC. Pri obeh skupinah pa
so povprecne vrednosti za zelezo (10,7 - 28,6 umol/L) in TIBC pod referenénim obmoc¢jem
(49,2 — 75,2 umol/L). Povprecna vrednost za TfS je visja pri skupini z osteoporozo (je pa v
okviru referen¢ne vrednosti), saj imajo tudi viSje vrednosti zeleza. Pri skupini z
osteoartrozo je povpre¢na vrednost za TfS pod referen¢nim obmoc¢jem (15 - 45 %).
Znizana T1S je posledica pomanjkanja zalog zeleza in ker tkiva ne dobijo potrebno Zelezo
se kompenzatorno poveca sinteza transferina. Znizane vrednosti TfS kaZejo na

pomanjkanje transportnega Zeleza v telesu.

4.2. PRIMERJAVA BIOKEMICNIH PARAMETROV MED
SKUPINAMA PREISKOVANCEV GLEDE NA SPOL

Rezultati statisti¢ne analize so nam pokazali, da skupini nista uravnotezeni po spolu. Zato
smo med seboj primerjali biokemi¢ne parametre glede na spol in skupino preiskovancev. V
Preglednici IX so podane povpreéne vrednosti meritev za posamezen parameter in
statisti¢ni rezultati (p). Za primerjavo biokemi¢nih parametrov glede na spol v posamezni
skupini smo uporabili t - test za parametre, ki so se normalno porazdeljevali in test Mann -

Whitney za nenormalno porazdelitev.

Preglednica IX: Povpre¢ne vrednosti biokemi¢nih parametrov glede na spol in skupino

preiskovancev (Z = zenske, M = moski, TIBC = angl. total iron binding capacity).

Spol | OSTEOPOROZA | OSTEOARTROZA p
Starost M 76,1 +£8.8 68,1 + 8.4 0,020*
(leta) 7z 79,9+ 7,2 69,71 + 10,5 <0,0001**
Zelezo M 10,3 £82 4,7+1,7 0,016*
(umol/L) Z 8,8+ 4.4 52423 0,004**
TIBC M 36,7 + 8,0 43,7+6,0 0,012*
(umol/L) Z 373+8,7 42,4+72 0,060*
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Feritin M 404,6 + 334,1 188,5 + 85,9 0,031*
(ug/L) z 270,2 + 246,6 236,9 + 176,4 0,539*
Nasi¢enost M 27,9+ 16,2 10,8 £3,6 0,002*
transferina(%) | Z 25,3+ 15,0 12,4+5,8 0,001*

*t —test, ** test Mann — Whitney

Statisticno znacilne razlike smo zaznali pri vseh parametrih, razen pri feritinu med
preiskovankami. Moski so bili v obeh skupinah preiskovancev v povprec¢ju mlajsi od

zensk.

Povpre¢ne vrednosti za Zelezo so pri obeh skupinah preiskovancev pod referen¢nim
obmodjem (10,7 — 28,6 umol/L), ki velja za odraslo zdravo populacijo. Ce upostevamo
referen¢ne vrednosti za zenske in moske iz Preglednice II, ki so podane glede na starost, so
preiskovanci z osteoporozo (moski in zenske) v referencnem obmocju (zenske > 60 let: 7,0
- 26,7 pmol/L in moski > 60 let: 7,2 — 21,5 umol/L). Preiskovanci z osteoartrozo imajo
povprecne vrednosti za Zelezo pod referencnim obmocjem za starostno skupino nad 60 let.
Statisti¢na analiza podatkov je pokazala, da se moski preiskovanci med seboj razlikujejo v
koncentracijah feritina, medtem ko med preiskovankami ni razlik. Povpre¢ne vrednosti
feritina pri moskih in Zenskah v skupini z osteoporozo so nad referencnim obmocjem
(moski: 15 - 200 pg/L in Zenske: 12 - 150 pg/L), ki so podane za odraslo zdravo
populacijo. V skupini preiskovancev z osteoartrozo imajo samo preiskovanke povprecje
feritina zvisano. Ce pa upostevamo referenéno obmodje za feritin glede na starostno
obdobje (Preglednica IIT) so povpreéne vrednosti vseh preiskovancev v podanem obmocju
(zenske 65 - 90 let: 13 - 651 pg/L, moski 65 - 87 let: 4 - 665 pg/L). Koncentracija feritina v
krvi predstavlja koli¢ino zeleza v tkivih. ZviSane vrednosti v serumu so lahko posledica
kopiCenja Zeleza ali drugih bolezni (jetrne bolezni, revmatoidni artritis, sréne bolezni,
maligna obolenja). V starosti pride do kopicenja Zeleza, saj telo nima mehanizma, Ki bi
odstranjeval odvecno Zelezo. Znano je, da koncentracija serumskega feritina hitro naraste
pri Zenskah po menopavzi. Zenske po menopavzi tudi pogosto zbolijo za pomenopavzno
osteoporozo. Ob tem se postavlja hipoteza, da s starostjo povezano kopicenje Zeleza v
kostnem tkivu pri pomenopavznih zenskah lahko igra pomembno vlogo pri patogenezi
osteoporoze, kar je pa potrebno Se podrobno raziskati (45). Do zvisanih koncentracij
feritina in/ali TfS vodi tudi uzivanje alkohola, ki zmanjsa izrazanje hepcidina v jetrih in

poveca absorpcijo zeleza iz hrane (11).
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4.3. UGOTAVLJANJE POVEZANOSTI MED STAROSTJO IN
BIOKEMICNIMI ~ PARAMETRI TER  MINERALNO
KOSTNO GOSTOTO

S testom korelacije smo Zeleli ugotoviti mo¢ linearne povezave med dvema
spremenljivkama. Ker so se naSe spremenljivke normalno porazdeljevale, smo uporabili

test korelacije po Pearsonu (Preglednica X).

Preglednica X: Korelacija med starostjo in biokemi¢nimi parametri ter mineralno kostno
gostoto glede na skupino preiskovancev (MKG-TOT = mineralna kostna gostota kolka,
MKG-FN = mineralna kostna gostota vratu stegnenice, MKG-LS = mineralna kostna

gostota predela ledvenih vretenc, TIBC = angl. total iron binding capacity).

OSTEOPOROZA OSTEOARTROZA
Spremenljivkal | Spremenljivka 2 Pearsonov p Pearsonov p
koeficient (r) koeficient (r)
Zelezo (umol/L) 0,308 0,005 0,267 0,188
TIBC (umol/L) -0,077 0,495 -0,128 0,532
Feritin (ug/L) -0,016 0,884 -0,204 0,317
Starost (leta) Nasicenost 0,321 0,003 0,346 0,084
transferina (%)
MKG-FN (kg/m?) -0,401 0,002 -0,159 0,419
MKG-LS (kg/m?) -0,018 0,891 0,132 0,465
MKG-TOT (kg/m?) -0,411 0,002 -0,275 0,156

Statisticno znacilno povezavo med spremenljivkama smo zaznali le pri skupini
preiskovancev z osteoporozo, in sicer pozitivno korelacijo med starostjo in koncentracijo
zeleza (r = 0,308, p = 0,005) ter TfS (r = 0,321, p = 0,003). Negativna korelacija pa se je
pokazala med starostjo in mineralno kostno gostoto na dveh mestih meritve: MKG-FN (r =
-0,401, p = 0,002) in MKG-TOT (r =-0,411, p = 0,002). Rezultati niso presenetljivi, saj se
MKG znizuje s starostjo in preiskovanci z osteoporozo so prestali zamenjavo kolcnega
sklepa. Korelacije med starostjo in MKG pri skupini preiskovancev z osteoartrozo nismo

nasli, saj za to bolezen ni znacilno zmanjs$anje kostne mase.
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4.4. UGOTAVLJANJE POVEZANOSTI MED BIOKEMICNIMI
PARAMETRI IN MINERALNO KOSTNO GOSTOTO

V nadaljevanju nas je zanimalo, ¢e zelezo, TIBC, feritin in TfS korelirajo z mineralno
kostno gostoto kar je prikazano v Preglednici XI. V ta namen smo uporabili test korelacije
po Pearsonu.

Preglednica XI: Korelacija med zelezom, TIBC, feritinom, nasi¢enostjo transferina in
mineralno kostno gostoto (MKG-TOT = mineralna kostna gostota kolka, MKG-FN =
mineralna kostna gostota vratu stegnenice, MKG-LS = mineralna kostna gostota predela

ledvenih vretenc, TIBC = angl. total iron binding capacity).

OSTEOPOROZA OSTEOARTROZA
Spremenljivka | Spremenljivka 2 Pearsonov p Pearsonov p
1 koeficient(r) koeficient(r)
MKG-FN (kg/m?) 0,020 0,882 -0,540 0,011
Zelezo MKG-LS (kg/m?) 0,176 0,181 -0,351 0,079
(umol/L)

MKG-TOT (kg/m?) 0,007 0,958 -0,494 0,023
MKG-FN (kg/m?) 0,424 0,001 -0,189 0,413
TIBC MKG-LS (kg/m?) 0,278 0,033 -0,168 0,413
(umol/L) | MKG-TOT (kg/m%) 0,277 0,041 -0,149 0,519
MKG-FN (kg/m?) -0,243 0,074 0,127 0,536
Feritin MKG-LS (kg/m?) -0,144 0,278 -0,004 0,987
(ng/L) MKG-TOT (kg/m?®) -0,184 0,179 0,138 0,551
MKG-EN (kg/m?) -0,121 0,380 -0,458 0,037
Nasicenost MKG-LS (kg/m?) 0,700 0,600 -0,258 0,203
transferina (%) | MKG-TOT (kg/m°%) -0,086 0,532 -0,463 0,350

Korelacije med koncentracijo zeleza in MKG na treh mestih meritve pri skupini
preiskovancev z osteoporozo nismo ugotovili. Valenti in sodelavci so v raziskavi v katero
so vkljucili 87 pacientov s HH ugotovili povezavo med kopi¢enjem Zzeleza in znizanjem

MKG-LS. Za oceno zeleza v telesu so preiskovancem izmerili koncentracijo feritina v
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serumu, izracunali TfS ter opravili biopsijo jeter, vendar niso ugotovili povezave z Zelezom
(31). Zanimivi so rezultati statisticne analize pri skupini preiskovancev z osteoartrozo, in
sicer negativna korelacija med Zelezom in MKG. Statisticno znacilno povezavo smo
ugotovili med zelezom in MKG-FN (r = - 0,540, p = 0,011) in MKG-TOT (r =-0,494, p =
0,023). Skupina z osteoartrozo ima nizje vrednosti Zeleza in povezavo z MKG lahko
razlozimo, da tudi zmanjSane koli¢ine zeleza lahko vpliva na presnovo, saj zelezo sodeluje
kot kofaktor encimov, ki sodelujejo pri sintezi kosti, v 25 OH vitamin D hidroksilazi, pri
aktivaciji vitamina D in absorpciji kalcija (46). Pomanjkanje Zeleza iz hrane zmanjSuje
serumske koncentracije 1,25 dihidroksikalciferola, inzulinu podobnega rastnega dejavnika
(IGF) I in osteokalcina in izlo¢anje urinskega deoksipiridolina, kar so dokazali na zivalih

Katsumata in sodelavci (47).

Korelacija med TIBC in MKG na treh mestih meritve pri preiskovancih z osteoporozo je
pozitivna in statisti¢éno znacilna. V skupini z osteoporozo je bilo 68 pomenopavznih Zensk
in so bile stare od 57 do 93 let. Pomenopavzna osteoporoza je okarakterizirana z
porusenim ravnotezjem med kostno resorpcijo in tvorbo. Za pomenopavzo je znacilno
zmanjSanje spolnih hormonov. Yang in sodelavci so Vv in vitro raziskavi na kultiviranih
misjih celicah testirali hipotezo ali kopiCenje zeleza ob zmanj$anju estrogena povzroc¢a
pomenopavzno osteoporozo. Ugotovili so, da lahko anorgansko zelezo, proteina transferin
in feritin inhibirajo aktivnost ALP v osteoblastih in s tem zavirajo kostno tvorbo (48).
Povezavo med MKG in transferinom bi bilo potrebno podrobneje raziskati. Zanimiv je
obraten trend negativne korelacije med TIBC in MKG, ki se je pokazala pri preiskovancih

z osteoatrozo, vendar povezava ni bila statisticno znacilna.

Korelacija med feritinom in MKG na treh mestih meritve pri skupini preiskovancev z
osteoporozo je bila negativna, vendar ne statisticno znacilna. Prav tako pri skupini
preiskovancev z osteoartrozo ni korelacije med feritinom in MKG. Prav tako ni statisticno
znacilne korelacije med TfS in MKG-LS in MKG-TOT. Enako so ugotovili Guggenbuhl in
sodelavci v raziskavi, kjer so vkljucili samo moske preiskovance s HH, ki pa so bili mlajsi
(povprecna starost 47,2 = 9,4 let) (34). Statisti¢no znacilno korelacijo smo dolo¢ili med
TS in MKG-FN (r = -0,458, p = 0,037) pri preiskovancih z osteoatrozo.
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45. 1ZOLACIJA GENOMSKE DNA

Ker je bil eden nasih ciljev genotipizacija, smo izvedli izolacijo genomske DNA iz 102
vzorcev polne krvi veé¢jih volumnov z reagen¢nim kompletom Flexigene DNA Kkit.
Postopek izolacije smo izvajali po navodilih proizvajalca, vendar se po opisanem postopku
levkocitna peletka ni oblikovala. Obstajala je mozZnost, da postopek izolacije ne bo uspesen
in iz vzorcev ne bomo pridobili DNA, ki bi jo uporabili za genotipizacijo. Zato smo s
preizkusanjem vzorcev, ki jih nismo uporabili v nasi raziskavi, postopek optimirali. Kot
priporoca proizvajalec, smo v ta namen povecali centrifugalni pospesek in podaljsali ¢as
centrifugiranja za dolo¢en volumen polne krvi. Po optimiranju postopka je bila izolacija

uspesna pri vseh vzorcih.

Uspesnost izolacije DNA vseh vzorcev smo preverili z elektroforezo na 2 % agaroznem

gelu. Zanimala nas je fragmentiranost izolatov DNA, ki smo jih obarvali s fluorescen¢nim

barvilom SYBER® Safe in jih detektirali v obliki lis na gelu (Slika 5).
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Slika 5: Elektroforeza izoliranih vzorcev DNA na 2 % agaroznem gelu.

Pri vseh vzorcih so lise dobro vidne in zbite, kar kaze, da DNA ni fragmentirana in je bila

izolacija uspeSna. Intenziteta lise nam pove kolik$na je koli¢ina DNA.

Za genotipizacijo potrebujemo zadostno koli¢ino DNA, ki mora biti ustrezne kvalitete.
Koncentracijo in cistost izoliranih vzorcev smo dolocili s pomocjo spektrofotometra. Na
osnovi razmerja med absorbanco pri A = 260 in A = 280 nm smo ocenili Cistost izolata za
katero je priporo¢ljivo obmocje 1,7 - 1,9 (39). Rezultati izolacije so zbrani v Prilogi 1. Dva
vzorca (St. vzorca 187, 330) nista ustrezala priporocilom za Cistost izolata, vendar smo se

odlocili vse vzorce uporabiti za genotipizacijo.
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4.6. UGOTAVLJANJE POGOSTOSTI MUTACIJ V GENU HFE

Za ugotavljanje pogostosti mutacij v genu HFE smo uporabili vse vzorce (N = 102) iz
katerih smo uspesno izolirali genomsko DNA. Genotipizacijo smo izvedli s pomocjo
hidrolizirajo¢ih sond Tagman®. V genu HFE smo ugotavljali prisotnost treh mutacij, in
sicer C282Y, H63D in S65C.

Vse vzorce smo predhodno redcili na koncentracijo 10 ng/uL, ki je optimalna
koncentracija DNA za izvedbo genotipizacije. Sestava reakcijske zmesi za genotipizacijo
in pogoji za PCR v realnem c¢as so bili ze predhodno doloceni in jih ni bilo potrebno
optimirati. Pri treh vzorcih je bila reakcija PCR neuspesna. Po vsej verjetnosti je bila
koncentracija DNA v vzor¢ni raztopini nizka ali je priSlo do napake pri pipetiranju
vzorcev. Za te vzorce smo PCR ponovili pri spremenjenih pogojih, in sicer povecali smo

volumen dodane vzoréne raztopine z DNA. Po tem je bila reakcija PCR uspesna.

V celotni skupini preiskovancev smo za mutacijo C282Y dolo¢ili 95 (93,1 %) normalnih
homozigotov, 7 (6,7 %) heterozigotov in nobenega mutiranega homozigota. Za mutacijo
S65C smo dolo¢ili 100 (98,0 %) normalnih homozigotov in 2 (2 %) heterozigota ter
nobenega mutiranega homozigota. Pri mutaciji H63D smo dolo¢ili 72 (70,6 %) normalnih
homozigotov, 27 (26,5%) heterozigotov in 3 (2,9 %) mutiranih homozigotov. Preglednica

XI1 prikazuje frekvence genotipov v preiskovanih skupinah.

Preglednica XII: Frekvence (%) posameznih genotipov v genu HFE v preiskovanih

skupinah (N = §tevilo preiskovancev).

GENOTIP C282Y (%) | S65C (%) H63D (%)

Normalni homozigoti | 95,7 (N =66) | 97,1 (N =67) | 69,6 (N = 48)

Osteoporoza Heterozigoti 4,3(N=3) 29(N=2) [27,5(N=19)
(N =69) Mutirani homozigoti / / 29(N=2)

Normalni homozigoti | 87,9 (N=29) | 100 (N =33) | 72,7 (N = 24)

Osteoartroza Heterozigoti 12,1 (N =4) / 24,2 (N =8)
(N =33) Mutirani homozigoti / / 30(N=1)
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S testom x* nismo dokazali statistiéno znacilne razlike med opazovano genotipsko
frekvenco, ki smo jo dobili pri eksperimentalnem delu, in pricakovano gensko frekvenco,
ki smo jo izraCunali po Hardy — Weinbergovem nacelu. Nacelo pravi, da se pogostost
posameznih genotipov med generacijami ohranja. Nacelo velja za razmerje genotipov v
veliki populaciji, kjer se osebki naklju¢no razmnozujejo, ni selekcije vzorcev, dodatnih
mutacij in migracij (49). Pri mutaciji S65C v skupini preiskovancev z osteoartrozo
opazovane in pri¢akovane frekvence niso v skladu z Hardy — Weinbergovem nacelom, saj
smo dolocili le normalne homozigote. Za ostale preucevane mutacije lahko zaklju¢imo, da
se porazdeljujejo v skladu s Hardy - Weinbergovim ravnotezjem. Za celotno skupino
preiskovancev smo izracunali Se frekvenco mutiranega alela, ki je za mutacijo C282Y 3,4
%, za mutacijo H63D 27,9 % ter za mutacijo S65C 1,0 %. Stevilo alelov in alelne

frekvence za posamezne genotipe so prikazane v Preglednici XIII.

Preglednica XI11I: Stevilo alelov in alelne frekvence v preiskovanih skupinah.

C282Y OSTEOPOROZA OSTEOARTROZA

Alel | Stevilo alelov | Alelna frekvenca (%) | Stevilo alelov |  Alelna frekvenca

C 135 97,8 62 93,9
Y 3 2.2 4 6,1
skupaj 138 100 66 100

S65C | Stevilo alelov | Alelna frekvenca (%) | Stevilo alelov | Alelna frekvenca (%)

S 136 98,5 66 100
C 2 1,5 0 0
skupaj 138 100 66 100

H63D | Stevilo alelov | Alelna frekvenca (%) | Stevilo alelov | Alelna frekvenca (%)

H 115 83,3 56 84,8
D 23 16,7 10 15,2
skupaj 138 100 66 100

S testom % smo preverili ali je med skupinama preiskovancev razlika v alelnih frekvencah.
Rezultati statisticne analize so pokazali, da med skupinama preiskovancev ni razlik v

alelnih frekvencah.
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V raziskavi, ki so jo izvedli na slovenski populaciji so dolocili podobne frekvence
genotipov. V raziskavo so vkljucili 1282 zdravih, naklju¢no izbranih preiskovancev iz vseh
regij Slovenije. Vkljucili so tudi kontrolno pozitivno skupino z 21 preiskovanci, ki so imeli
potrjeno HH. V raziskavi je bilo 934 moskih (povpre¢na starost 40,4 + 10 let) in 384 Zzensk
(povprecna starost 39,7 = 9,6 let) (22). Za mutacijo C282Y so dolocili 92,9 % normalnih
homozigotov, 6,9 % heterozigotov in 0,16 % mutiranih homozigotov. Za mutacijo S65C so
dolocili 96,3 % normalnih homozigotov, 3,7 % heterozigotov in nobenega mutiranega
homozigota. Za mutacijo H63D so dolocili 76,8 % normalnih homozigotov, 20,9 %

heterizogotov in 2,3 % mutiranih homozigotov.

Za hereditarno hemokromatozo zbolevajo homozigoti C282Y/C282Y in sestavljeni
heterozigoti z bialelno mutacijo C282Y/H63D ali C282Y/S65C. V nasi skupini
preiskovancev smo dolocili enega preiskovanca (§t. vzorca 318) z bialelno mutacijo
C282Y/H63D iz skupine z osteoartrozo in nobenega primera s homozigotno mutacijo
C282Y/C282Y. Preiskovancu =z bialelno mutacijo C282Y/H63D smo dolocili
koncentracijo zeleza 4,10 umol/L in feritina 192 pg/L ter TfS 7,80 %. Glede na izmerjene
koncentracije ne moremo potrditi, da ima HH. Trem preiskovancem smo dolocili genotip
H63D/H63D (§t. vzorcev 107, 109 in 309) in tudi pri njih nismo dolo¢ili zvisanih
koncentracij zeleza, feritina in TfS. V raziskavi, ki so jo izvedli Sham in sodelavci (50) so
ugotavljali povezavo med genotipsko in fenotipsko izrazeno HH. V raziskavo so vkljucili
61 pacientov, ki so imeli diagnosticirano HH. Ugotovili so, da se lahko kopi¢enje Zeleza
pojavi tudi v odsotnosti homozigotne mutacije C282Y in je posledica mutacije v drugem
genu, ki sodeluje pri homeostazi Zeleza. Raziskava tudi dokazuje, da lahko pri
posameznikih obstajajo genotipske in fenotipske razlike. Fenotipsko izrazanje bolezni je
razli¢no in nekateri oboleli za HH nimajo genotipskih znacilnosti (50). Povezavo med
mutacijo v genu HFE in tveganjem za zamenjavo kolka ali kolena zaradi osteoartroze so
ugotavljali Yuanyuan in sodelavci. V raziskavi so med seboj primerjali skupino
preiskovancev z mutacijo C282Y in skupino preiskovancev brez mutacije. Ugotovili so, da
imajo posamezniki z mutacijo C282Y vecje tveganje za zamenjavo enega ali obeh kol¢nih
sklepov. Pri sestavljenih heterozigotih C282Y/H63D niso ugotovili pove¢anega tveganja

za zamenjavo kolka ali kolena (51).

47



4.6.1. UGOTAVLJANJE RAZLIK YV PORAZDELITVI GENOTIPOV
MED SKUPINAMA PREISKOVANCEV

Za ugotavljanje razlik v porazdelitvi genotipov med skupinama preiskovancev smo
uporabili test y°. Ugotovljene in pri¢akovane vrednosti ter rezultati statistiéne analize (p) SO

prikazane v Preglednici XIV.

Preglednica XIV: Ugotovljene in pricakovane vrednosti genotipov v preiskovanih

skupinah (1 = normalni homozigoti, 2 = heterozigoti, 3 = mutirani homozigoti).

Genotip C282Y 1 2 3 | N p

OSTEOPOROZA | ugotovljena vrednost | 66 3 / |69
pri¢akovana vrednost | 64,3 | 4,7 | / 0,301

OSTEOARTROZA | ugotovljena vrednost | 29 4 / |33

pricakovana vrednost | 30,7 | 2,3 /

Genotip S65C

OSTEOPOROZA | ugotovljena vrednost | 67 2 / |69
pri¢akovana vrednost | 67,6 | 1,4 | / 0,822

OSTEOARTROZA | ugotovljena vrednost | 33 0 / |33

pricakovana vrednost | 32,4 | 0,6 /

Genotip H63D

OSTEOPOROZA | ugotovljenavrednost | 48 | 19 | 2 |69
pri¢akovana vrednost | 48,7 | 18,3 | 2,0 0,940

OSTEOARTROZA | ugotovljena vrednost | 24 8 1|33

pricakovana vrednost | 23,3 | 8,7 | 1,0

Rezultati statisticne analize so pokazali, da med skupinama ni razlik v porazdelitvi

genotipov. Pri genotipu C282Y in S65C smo pri izraCunu upostevali Yatesovo korekcijo.
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4.7.

UGOTAVLJANJE
BIOKEMICNIMI PARAMETRI

POVEZANOSTI

GENOTIPOV

Za HH je znacilno kopiCenje zeleza v telesu, kar odkrijemo z dolo¢anjem koncentracije za

zelezo, TIBC, feritin in izraCunom TfS v serumu. Posamezniki, ki so mutirani homozigoti

ali heterozigoti naj bi imeli visje vrednosti izmerjenih parametrov zaradi mutacije v genu

HFE. Zato nas je zanimalo, ali obstaja med genotipskimi podskupinami statisticno znacilna

razlika v vrednostih za zelezo, TIBC, feritin in TfS. Na ta nacin in s statisti¢no analizo

najbolje ocenimo vpliv mutacije. Statistiéno analizo smo izvedli s t - testom v primeru

normalne porazdelitve parametrov in testom Mann - Whitney, ¢e se parameter ni

porazdeljeval normalno. Ker je frekvenca mutiranih homozigotov v primeru mutacije

H63D nizka, smo zdruzili podskupini heterozigotov in mutiranih homozigotov. V

Preglednicah XV do XVII so prikazane povpre¢ne vrednosti biokemi¢nih parametrov

glede na genotip in skupino preiskovancev ter rezultati statistiCne analize (p).

Preglednica XV: Povprecne vrednosti za Zelezo, TIBC (angl. total iron binding capacity),

feritin in nasi¢enost transferina za mutacijo C282Y (1 = normalni homozigoti, 2 =

heterozigoti, N = §tevilo preiskovancev).

Zelezo TIBC Feritin Nasicenost
Genotip | (umol/L) (umol/L) (ng/L) transferina (%)
1(N=63)|8,6+4,8 36,6 £ 8,8 303,2 +284,5 26,4+ 16,3
Osteoporoza | 2(N=3) [ 6,7+1,1 | 362+159 | 291,0+330,2 21,6 £10,9
p 0,722* 0,903* 0,513* 0,844*
1(N=29)|49+1,2 45,1 £5,7 216,8 = 143,1 11,7+ 49
Osteoartroza | 2(N=4) | 59+2,5 54,9+33 164,5 + 38,9 10,6 = 3.9
p 0,517* 0,005* 0,866* 0,756*
*t —test
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Preglednica XVI: Povprecne vrednosti za Zelezo, TIBC (angl. total iron binding capacity),

feritin in nasiCenost transferina za mutacijo H63D (1 =

heterozigot + mutiran homozigot, N = stevilo preiskovancev).

normalni homozigot, 2

Zelezo TIBC Feritin Nasicenost
Genotip | (umol/L) (umol/L) (ng/L) transferina (%)

1(N=48) | 8,147 36,1 £8,9 330,5 +331,1 23,9+ 15,6

Osteoporoza | 2 (N=21) | 9,8 +4,7 38,1+9,2 2494+ 151,4 27,6 £17,0
p 0,084** 0,393* 0,577* 0,372*

1(N=24)[49+22 | 428+6,7 |2396+149,1 | 11,6+4,6

Osteoartroza | 2(N=9) | 49+1,6 | 43,8+6,7 139,9 £ 66,3 11,7+ 5,6
p 0,911* 0,738* 0,117* 0,931*

*t — test, **Mann — Whitney test

Preglednica XVII: Povpre¢ne vrednosti za zelezo, TIBC (angl. total iron binding capacity),

feritin in nasi¢enost transferina za mutacijo S65C (1 =

heterozigot, N = stevilo preiskovancev).

normalni homozigot, 2

Zelezo TIBC Feritin Nasi¢enost
Genotip | (umol/L) (umol/L) (ug/L) transferina (%)
1(N=67)|87+438 36,9+9,1 305,7 +£287,5 25,3+ 16,2
Osteoporoza | 2(N=2) | 6,8+29 31,9+ 3,8 204,0 + 84,9 21,9+ 11,7
P 0,702* 0,432* 0,777* 0,933*
*1 - test

Pri mutaciji S65C v skupini preiskovancev z osteoatrozo smo dolocili le normalne

homozigote, zato smo skupino izlocili iz statisti€ne analize. Statisticno znacilno razliko

med normalnimi homozigoti in heterozigoti smo dolocili le v primeru genotipa C282Y

(obraten vpliv, kot smo ga pri¢akovali) pri TIBC v skupini preiskovancev z osteoartrozo. V

tem primeru smo izdelali razsevni diagram, ki prikazuje porazdelitev rezultatov med

normalnimi homozigoti in heterozigoti (Slika 6).
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Slika 6: Porazdelitev vrednosti TIBC med normalnimi homozigoti in heterozigoti pri
genotipu C282Y.

Pricakovali smo vi§je vrednosti biokemic¢nih parametrov v skupini 2 (heterozigoti in
mutirani homozigoti) pri vseh genotipih. Prisotnost mutacije v genu HFE povzroca
povecano absorpcijo Zeleza, kar posledi¢no vpliva na nivo zeleza v telesu, ki ga lahko
ocenimo s biokemi¢nimi parametri. Serumski feritin je lahko zvi$an ali znizan pri moskih
in zenskah s homozigotno mutacijo C282Y ter meritev je dokaj nespecificna. ZviSane
koncentracije se pojavijo ob vnetjih, jetrnih boleznih in znizane vrednosti ob krvavitvah in
malabsorpcijah. Dolo¢anje serumskega feritina naj bi bil indirektna meritev za shranjeno
zelezo v telesu (52). Da bi dolocili vpliv mutacije na omenjene parametre in razliko med
homozigotnimi in heterozigotnimi oblikami mutacije, bi bilo potrebno v raziskavo vkljuciti

vecje Stevilo preiskovancev.

4.8. VPLIV GENOTIPA NA MINERALNO KOSTNO GOSTOTO

Vpliv genotipa na MKG smo ugotavljali pri obeh skupinah preiskovancev s t — testom. V
Preglednicah XVIII do XIX so podane povprecne vrednosti za MKG na treh mestih

meritve in rezultati statisticne analize (p). V statisti¢éno analizo smo vkljucili genotip
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C282Y in H63D pri obeh skupinah preiskovancev. Pri genotipu H63D smo zdruzili

podskupino mutiranih homozigotov s heterozigoti zaradi nizke frekvence. Genotip S65C

smo izkljucili iz statisti¢ne analize zaradi zelo nizke frekvence heterozigotov.

Preglednica XVIII: Vpliv genotipa C282Y na mineralno kostno gostoto (MKG-TOT =

mineralna kostna gostota kolka, MKG-FN = mineralna kostna gostota vratu stegnenice,

MKG-LS = mineralna kostna gostota predela ledvenih vretenc, 1 = normalni homozigot, 2

= heterozigot, N = stevilo preiskovancev).

Genotip | MKG-FN (kg/m®) | MKG-LS (kg/m®) | MKG-TOT (kg/m?)
Osteoporoza | 1 (N =47) 0,606 £0,11 0,897 £0,19 0,684 £ 0,14
2(N=2) 0,624 = 0,03 0,931 0,72 0,709 = 0,10
p 0,820 0,808 0,812
Osteoartroza | 1 (N = 25) 0,830+ 0,16 1,036 £ 0,20 0,954 £ 0,18
2(N=3) 0,653 0,25 0,816 + 0,30 0,713 £ 0,29
p 0,038 0,058 0,049

Preglednica XIX: Vpliv genotipa H63D na mineralno kostno gostoto (MKG-TOT =

mineralna kostna gostota kolka, MKG-FN = mineralna kostna gostota vratu stegnenice,

MKG-LS = mineralna kostna gostota predela ledvenih vretenc, 1 = normalni homozigot, 2

= heterozigot + mutirani homozigoti, N = stevilo preiskovancev).

genotip | MKG-FN (kg/m?) | MKG-LS (kg/m®) | MKG-TOT (kg/m?)
osteoporoza | 1 (N = 30) 0,605 +0,11 0,881 £0,22 0,669 +£0,14
2(N=19) | 0,608 +0,11 0,928 + 0,13 0,709 + 0,15
p 0,938 0,409 0,390
osteoartroza | 1 (N=21) | 0,797 0,18 1,006 + 0,24 0,918 + 0,21
2(N=7) 0,854+ 0,16 1,020 + 0,15 0,958 + 0,21
p 0,469 0,870 0,662
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Rezultati statisticne analize SO pokazali statisticno znacilni vpliv genotipa C282Y na
MKG-FN (p = 0,038) in MKG-TOT (p = 0,049) pri preiskovancih z osteoartrozo pri
heterozigotih. Povprecne vrednosti za MKG so bile pri heterozigotih nizje kakor pri
homozigotih (Slika 7 in 8). Pri genotipu C282Y smo v tej skupini dolo¢ili le 3
heterozigotne preiskovance in na podlagi tega ne moremo vlec¢i zakljuckov, zato bi bilo

potrebno vpliv mutacije na MKG preveriti na ve¢jem Stevilu preiskovancev.
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Slika 7: Porazdelitev vrednosti MKG-FN (kg/m?) med normalnimi homozigoti in

heterozigoti pri genotipu C282Y.
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Slika 8: Porazdelitev vrednosti MKG-TOT (kg/m?) med normalnimi homozigoti in
heterozigoti pri genotipu C282Y.

Pri skupini preiskovancev z osteoporozo nismo dolocili vpliva genotipa C282Y na MKG.
Pri genotipu H63D prav tako nismo ugotovili razlik v MKG med normalnimi homozigoti

in heterozigoti ter mutiranimi homozigoti.
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5. SKLEP

V magistrski nalogi smo ugotavljali preskrbo z Zelezom pri skupini preiskovancev z
osteoporozo in osteoartrozo z merjenjem koncentracije zeleza, TIBC, feritina in TfS v
serumu ter povezanost z MKG. V nadaljevanju smo pri vseh preiskovancih ugotavljali
pogostost mutacij C282Y, H63D in S65C v genu HFE ter vpliv genotipa na MKG. Naso

raziskavo zaklju¢ujemo z naslednjimi sklepi:

- Preiskovanci z osteoporozo so imeli v primerjavi z preiskovanci z osteoartrozo

vi§je koncentracije Zeleza, feritina in TfS.

-V skupini preiskovancev z osteoporozo smo dokazali pozitivnho korelacijo med
TIBC in MKG na treh mestih meritve. Pri skupini preiskovancev z osteoartrozo pa
smo dokazali negativno povezavo med zelezom in MKG-FN (r = -0,540, p = 0,011)
ter MKG-TOT (r = -0,494, p = 0,023). Dokazali smo tudi negativno povezavo med
TfS in MKG-FN (r = -0,458, p = 0,037).

-V celotni skupini preiskovancev smo dolo¢ili naslednje frekvence mutiranega alela:
3,4 % za mutacijo C282Y, 27,9 % za mutacijo H63D in 1 % za mutacijo S65C.

Skupini se med seboj nista razlikovali po porazdelitvi genotipov.

-V skupini preiskovancev z osteoartrozo smo dolocili vpliv genotipa C282Y na

TIBC (p = 0,005), MKG-FN (p = 0,038) in MKG-TOT (p = 0,049).

Zakljucujemo, da je med bolniki z osteoporozo in osteoartrozo prisotna razlika v preskrbi z
zelezom, kar lahko vpliva na MKG. Na MKG lahko vpliva tudi genotip, vendar je omejitev

nase raziskave majhno Stevilo in nehomogena starost preiskovancev.
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PRILOGE

Priloga 1: Koncentracija in Cistost izoliranih vzorcev genomske DNA.

OSTEOPOROZA OSTEOARTROZA
St. konc St. konc St. konc
vzorca | DNA |A260/280|vzorca| DNA |A260/280|vzorca| DNA |A260/280

67 351,74 1,83 138 330,16 1,73 301 | 384,97 1,83
74 286,67 1,85 139 264,60 1,84 302 | 447,36 1,85
75 813,13 1,83 140 259,59 1,82 303 | 448,27 1,82
77 264,94 1,85 141 370,00 1,83 304 | 475,91 1,78
79 505,91 1,79 142 516,14 1,71 305 | 310,49 1,82
80 446,00 1,80 144 641,82 1,85 306 | 243,88 1,87
81 457,43 1,82 145 428,29 1,80 308 | 131,61 1,84
82 981,99 1,81 154 496,71 1,78 309 | 19441 1,86
85 828,09 1,86 156 350,09 1,85 311 | 264,39 1,86
88 353,85 1,81 161 289,95 1,85 312 | 316,71 1,84
89 239,79 1,85 162 389,13 1,80 313 | 199,46 1,90
90 510,83 1,80 163 641,34 1,82 315 | 332,28 1,78
91 386,86 1,82 164 313,84 1,85 317 | 780,30 1,86
92 217,42 1,81 165 818,42 1,85 318 | 456,69 1,85
94 1547,65 1,85 169 204,35 1,77 319 | 287,83 188
95 418,02 1,84 170 435,75 1,81 320 | 437,33 1,85
97 367,94 1,84 171 232,31 1,85 322 | 848,17 1,87
106 | 414,53 1,81 173 352,41 1,85 323 | 328,11 1,83
107 790,38 1,85 174 373,74 1,80 324 | 403,03 1,85
109 284,36 1,82 175 381,76 1,84 325 | 311,18 1,87
113 324,07 1,83 176 211,73 1,88 327 | 530,84 1,81
114 351,93 1,82 179 | 1033,82 1,84 328 | 381,94 1,85
116 181,74 1,85 181 256,27 1,85 330 |1082,20 1,66
117 366,44 1,83 182 242,49 1,85 331 | 280,76 1,86
118 467,91 1,81 183 865,21 1,77 332 | 317,81 1,83
119 426,04 1,82 184 541,07 1,79 333 | 326,09 1,84
121 145,55 1,86 185 252,03 1,82 334 | 445,57 1,83
123 889,59 1,87 186 474,22 1,82 335 | 403,88 1,85
125 548,38 1,81 187 68,78 1,58 336 | 299,43 1,86
126 187,32 1,85 188 427,12 1,82 337 | 988,08 1,86
128 667,39 1,85 189 219,54 1,82 338 | 232,66 1,86
129 514,14 1,81 190 842,51 1,83 339 | 509,20 1,86
133 217,62 1,84 191 274,32 1,85 340 70,90 1,77
135 684,35 1,80 192 185,14 1,77

136 396,27 1,80
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Priloga 2: Zbrani genotipi za preiskovance z osteoporozo; normalni homozigot je oznacen

z »1«, heterozigot je oznacen z »2«, mutiran homozigot je oznacen s »3«.
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Priloga 3: Zbrani genotipi za preiskovance z osteoartrozo; normalni homozigot je oznacen
z »1«, heterozigot je oznacen z »2«, mutiran homozigot je oznacen s »3«.

St. St.
vzorca | H63D | S65C | C282Y | vzorca | H63D | S65C | C282Y

301 1 1 1 323 1 1 1
302 1 1 1 324 1 1 1
303 1 1 1 325 1 1 1
304 1 1 1 327 1 1 1
305 2 1 1 328 1 1 2
306 1 1 1 330 1 1 1
308 2 1 1 331 1 1 1
309 3 1 1 332 1 1 1
311 1 1 1 333 2 1 1
312 1 1 1 334 1 1 1
313 1 1 2 335 2 1 1
315 1 1 1 336 1 1 1
317 1 1 1 337 2 1 1
318 2 1 2 338 1 1 2
319 1 1 1 339 2 1 1
320 1 1 1 340 1 1 1
322 2 1 1
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Priloga 4: Spol, starost, izmerjene vrednosti za zelezo, TIBC, feritin in nasi¢enost
transferina za skupino z osteoporozo ( Z = zenske, M = moski).

§t. Starost | Zelezo TIBC Feritin Nasic¢enost
vzorca Spol (leta) | (umol/L) | (umol/L)| (pgl/L) |transferina(%)
41 M 62 2,60 39,90 331 6,50
42 Z 80 17,90 | 50,40 138 35,50
43 M 85 22,80 | 39,50 271 57,70
44 7 82 18,40 | 34,80 211 52,90
45 7 83 9,90 36,10 125 27,40
49 7 80 7,00 48,80 93 14,30
50 Z 80 3,80 40,30 157 9,40
51 7 79 8,90 33,60 242 26,50
54 7 79 14,90 | 39,60 142 37,60
55 7 86 3,50 42,40 530 8,30
57 7 84 10,20 | 29,20 371 34,90
61 Z 84 11,80 | 33,80 247 34,90
62 7 89 18,20 | 43,00 443 42,30
65 7 90 2,80 36,80 57 7,60
67 M 75 29,20 | 35,80 1258 81,60
74 7 70 8,90 38,70 105 23,00
75 M 71 11,60 | 4550 219 25,50
77 Z 74 6,10 22,30 221 27,40
79 Z 57 6,60 31,90 570 20,70
80 M 71 6,20 34,10 616 18,20
81 7 76 7,50 40,50 182 18,50
82 7 90 15,30 | 49,70 460 30,80
85 7 87 11,30 17,90 508 63,10
88 M 90 16,80 | 36,70 96 45,80
89 7 80 6,80 41,10 248 16,50
90 7 78 6,90 32,50 190 21,20
91 Z 79 8,80 29,20 264 30,10
92 7 88 13,60 | 45,90 168 29,60
94 Z 90 14,80 | 30,00 342 49,30
95 7 93 10,60 | 32,90 79 32,20
97 Z 87 14,20 | 32,00 294 44,40
106 M 81 12,90 | 52,80 74 24,40
107 7 83 18,30 | 41,80 270 43,80
109 Z 89 6,70 49,40 140 13,60
113 7 73 5,80 54,20 48 10,70
114 Z 71 7,40 37,10 178 19,90
116 7 88 12,60 35,30 170 35,70
118 7 77 10,00 | 45,60 142 21,90
119 Z 79 3,80 34,30 297 11,10
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121 7 77 7,30 | 55,10 217 13,20
123 7 75 1,80 | 32,90 288 5,50
125 7 73 9,30 | 22,70 476 41,00
126 7 83 790 | 34,30 130 23,00
128 M 80 460 | 24,60 678 18,70
129 7 85 3,70 | 42,90 92 8,60
133 M 73 2,90 | 39,40 131 7,40
135 7 79 12,40 | 39,00 372 31,80
136 M 78 580 | 33,50 115 17,30
138 7 68 8,30 | 24,80 82 33,50
139 7 83 16,70 | 48,30 304 34,60
140 7 72 3,90 | 44,90 127 8,70
141 7 79 10,30 | 26,10 430 39,50
142 7 87 8,90 | 32,50 335 27,40
145 M 58 7,50 | 43,60 373 17,20
154 M 86 11,60 | 19,50 | 1472 | 59,50
156 7 78 6,50 | 30,10 158 21,60
161 7 67 2,80 | 36,70 181 7,60
162 7 80 7,30 | 40,30 127 18,10
163 7 83 7,20 | 53,80 155 13,40
164 7z 74 4,70 34,60 144 13,60
165 M 78 3,30 | 31,00 431 10,60
169 7z 79 1,90 | 38,20 177 5,00
170 7 80 12,60 | 49,20 194 25,60
171 7 72 10,60 | 40,80 90 26,00
173 7z 90 12,50 | 39,00 211 32,10
174 7 79 6,20 | 47,50 84 13,10
175 7 85 750 | 29,30 580 25,60
176 7 75 8,80 | 51,80 65 17,00
179 Z 86 15,40 | 18,80 334 81,90
181 7 78 12,90 | 44,80 138 28,80
182 7 80 8,40 | 36,40 194 23,10
183 Z 84 2,10 | 33,00 174 6,40
184 7 72 350 | 38,30 | 1391 9,10
185 Z 79 540 | 39,40 107 13,70
186 7 89 3,70 | 35,00 659 10,60
187 7 73 440 | 28,00 224 15,70
188 M 83 790 | 24,30 667 32,50
189 7 84 540 | 34,40 148 15,70
190 7 87 9,90 | 27,20 382 36,40
191 7 67 580 | 44,10 281 13,20
192 7 81 7,60 | 30,00 220 25,30
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Priloga 5: Spol, starost, izmerjene vrednosti za zelezo, TIBC, feritin in nasi¢enost
transferina za skupino z osteoartrozo ( Z = Zenske, M = mogki).

§t. Starost | Zelezo | TIBC | Feritin | Nasi¢enost
vzorca pol (leta) |(umol/L)|(umol/L)| (ng/L) |transferina(%)
301 Z 66 2,50 35,60 369 7,00
303 z 50 6,50 40,10 281 16,20
304 Z 78 4,40 31,50 421 14,00
305 M 70 4,80 39,60 186 12,10
306 z 83 5,40 48,60 67 11,10
308 Z 54 4,10 46,70 239 8,80
309 M 56 4,10 38,70 104 10,60
311 M 73 3,40 46,90 60 7,20
312 z 75 7,70 52,80 80 14,60
315 M 78 2,30 39,90 294 5,80
317 Z 59 3,00 49,90 116 6,00
318 M 60 4,10 52,60 192 7,80
319 Z 71 9,30 43,00 289 21,60
320 M 68 5,20 37,30 272 13,90
322 Z 70 6,10 48,80 63 12,50
323 M 75 6,70 40,70 124 16,50
324 M 65 2,90 39,50 361 7,30
325 M 79 5,20 39,40 254 13,20
327 Z 64 1,70 32,70 655 5,20
328 M 66 7,60 57,20 137 13,30
330 Z 69 5,60 41,30 305 13,60
331 M 72 7,60 46,80 196 16,20
332 M 49 3,10 42,60 122 7,30
333 M 82 3,10 46,60 76 6,70
335 Z 88 7,80 33,40 119 23,40
336 M 64 4,40 46,90 149 9,40
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Priloga 6: Mineralna kostna gostota pri skupini preiskovancev z osteoporozo (MKG-TOT
= mineralna kostna gostota kolka, MKG-FN = mineralna kostna gostota vratu stegnenice,

MKG-LS = mineralna kostna gostota predela ledvenih vretenc).

St. MKGfn | MKGtot | MKGls §t. MKGfn | MKGtot | MKGls
vzorca | (kg/m®) | (kg/m®) | (kg/m®) | vzorca | (kg/m®) | (kg/m®) | (kg/m®)
45 0,603 0,671 0,750 119 0,678 0,537 0,716
50 0,664 0,565 0,803 121 0,734 0,714 0,823
51 0,946 123 0,616 0,700 0,675
54 0,651 0,702 0,600 125 0,528 0,680 0,886
55 0,462 0,548 0,780 126 0,533 0,709 0,974
57 0,681 0,707 0,864 129 0,667 0,752 1,079
61 0,670 0,628 0,942 133 0,740 0,974 0,885
62 0,421 0,493 0,757 135 0,447 0,540 0,625
67 0,789 0,967 1,318 136 0,490 0,500 0,903
74 0,763 0,880 1,028 141 0,487 0,581 0,733
75 0,681 0,772 1,027 142 0,607 0,736 0,942
77 0,498 161 0,653 0,751 0,912
79 0,704 0,746 0,851 162 0,522 0,560 0,748
80 0,695 0,712 0,847 165 0,453 0,679 0,781
81 0,481 0,522 0,607 169 0,521 0,621 1,121
82 0,571 0,537 0,913 170 0,798 0,941 1,461
88 0,442 0,459 0,632 171 0,638 0,728 0,905
89 0,604 0,696 1,129 173 0,655 0,687 0,894
90 0,595 0,707 0,828 174 0,749 0,959 1,004
91 0,875 176 0,791 0,681 0,879
92 1,118 179 0,386 0,402 0,785
94 0,474 0,547 0,765 182 0,591 0,505 0,683
97 0,532 0,581 0,857 183 0,522 0,570 0,601
106 0,714 0,925 1,056 184 0,535 0,542 0,538
109 0,779 0,778 1,105 185 0,607 0,738 1,103
113 0,603 0,640 0,880 186 0,401 0,469 0,779
114 0,678 0,875 1,114 187 0,619 0,678 1,108
116 0,541 0,653 1,136 188 0,644 0,777 0,982
117 0,669 0,785 0,910 191 0,675 0,834 0,974
118 0,545 0,572 0,821 192 0,559 0,658 0,897
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Priloga 7: Mineralna kostna gostota pri skupini preiskovancev z osteoartrozo (MKG-TOT
= mineralna kostna gostota kolka, MKG-FN = mineralna kostna gostota vratu stegnenice,

MKG-LS = mineralna kostna gostota predela ledvenih vretenc).

St. MKGfn | MKGtot | MKGls §t. MKGfn | MKGtot | MKGls

vzorca | (kg/m®) | (kg/m®) | (kg/m®) | vzorca | (kg/m®) | (kg/m®) | (kg/m®)
301 1,258 323 1,136
302 1,179 1,255 1,329 324 0,916 1,042 1,116
303 0,765 0,962 0,748 325 0,708 0,793 0,899
304 0,639 0,758 0,793 327 0,744 0,847 0,937
305 0,889 328 0,580 0,704 0,648
306 0,718 0,749 0,764 330 0,751 0,825 0,996
308 0,800 0,945 0,899 331 0,749 0,922 1,094
309 1,158 1,153 1,032 332 0,925 1,173 1,178
311 1,133 333 0,828 0,869 1,239
312 0,707 0,909 1,161 334 0,634 0,694 0,733
313 0,935 1,005 1,034 335 0,761 0,721 1,240
315 1,102 1,314 1,401 336 1,030 1,042 1,305
317 0,931 0,959 1,061 337 0,891 1,286 1,012
318 1,096 338 0,443 0,429 0,487
319 0,743 0,849 0,849 339 0,911 0,979 0,937
320 0,875 1,121 1,306 340 0,669 0,931 0,768
322 0,626 0,752 0,835

67




