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POVZETEK

Hepcidin je peptidni hormon, ki uravnava homeostazo zZeleza v organizmu. Izlocajo ga
hepatociti in zavira tako absorpcijo zeleza iz prebavil kot njegovo sproscanje iz
makrofagov. Sintezo hepcidina spodbujajo povecane zaloge Zeleza v telesu in vnetje,

zniZujejo pa anemija in hipoksija.

V okviru magistrske naloge smo v rutinsko prakso uvedli analizno metodo za doloc¢anje

koncentracije hepcidina v serumu z imunskim nac¢inom na mikrotitrskih plos¢ah (ELISA).

Analizno metodo za dolocanje koncentracije hepcidina v serumu smo delno validirali.
Metodi smo dolo¢ili natan¢nost in obmocje linearnosti. Linearnost smo dolo¢ili od najvisje
koncentracije 13,14 nmol/L do 0,42 nmol/L. Test linearnosti je pokazal dobro ujemanje
med izmerjenimi in dejanskimi vrednostmi. Determinacijski koeficient (R?) je znagal
0,9839. Pri majhnih koncentracijah hepcidina, pod 0,80 nmol/L, pa je bilo ujemanje med
pri¢akovano in dejansko vrednostjo slabse. Odstopanje med njima pri dveh testnih vzorcih
je bilo vecje od 30 odstotkov. To je bila nasa meja sprejemljivosti rezultatov linearnosti.

Dolo¢ili smo tudi natan¢nost metode "v seriji* (whitin-run) in "med serijami™ (between-
run). Vrednost koeficienta variacije (CV%) pri dolocitvi ponovljivosti metode dolocanja
koncentracije hepcidina "v seriji" znaSa 3,24 odstotka, kar je primerljivo s podatki

proizvajalca (CV% v seriji 5,1 odstotka).

Povpre¢na vrednost koeficienta variacije pri ponovljivosti "med serijami” znasa 3,15
odstotka, po podatkih proizvajalca pa so te vrednosti visje (CV% med serijami 12,7
odstotka).

Za izracun referen¢nih vrednosti smo uporabili vrednosti koncentracije hepcidina v serumu
56 zdravih preiskovancev ter dobili referenéne vrednosti hepcidina (1,34 do 11,20)

nmol/L.

Preverili smo, ali prihaja do statisticno pomembnih razlik v koncentraciji hepcidina med
zdravimi preiskovanci, bolniki z anemijo zaradi pomanjkanja zZeleza in med bolniki z
anemijo zaradi kroni¢ne ledvi¢ne bolezni. Dokazali smo, da med vsemi tremi skupinami
prihaja do statisticno pomembnih razlik, kar smo tudi pricakovali. Bolniki s kroni¢nimi

ledvi¢nimi bolezni imajo mediano koncentracije hepcidina veliko (Me = 26,46 nmol/L)
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nad zgornjo referenéno mejo. Bolniki z anemijo zaradi pomanjkanja Zeleza imajo serumske

koncentracije hepcidina zmanjsane (Me = 1,26), kar je pod referen¢nim obmoc¢jem.

Do statisticno pomembnih razlik prihaja v koncentraciji hepcidina pri bolnikih, ki imajo
koncentracijo feritina v serumu pod 200, v primerjavi s tistimi, ki ga imajo nad 200ug/L (P
= 0,006; Mann-Whitney test).
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SEZNAM OKRAJSAV

AKL — anemija pri kroni¢ni ledvi¢ni bolezni

AKYV — anemija zaradi kroni¢nih bolezni in vnetij

APZ — anemija zaradi pomanjkanja Zeleza

BMP6 — proteini uravnavanja tvorjenja kostnine (bone morfogenic proteins)
CRP — C reaktivni protein

DcytB — dudenalna citokrom b reduktaza

DH — dedna hemokromatoza

DMT1 — zelezov divalentni transporter 1 (divalent metal transporter 1)
ELISA — encimsko imunski test na trdnih nosilcih (enzyme linked immuno sorbent assay)
EPO — eritropoetin

FNP — feroportin 1

Hb — koncentracija hemoglobina

HEPC — hepcidin

Hipo Erci — delez hipokromnih eritrocitov

HJV — hemojuvelin

HO-1 — hem oksigenaza-1

IL-6 — interlevkin-6

K3EDTA — trikalijeva sol etilendiamintetraocetne Kisline

KVVE — koeficient variacije volumna eritrocitov

MRNA — sporocilna ribonukleinska kislina (messenger ribonucleid acid)

\Y
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PHE — povprecna koli¢ina hemoglobina Vv eritrocitih

PKHE — povpre¢na koncentracija hemoglobina v eritrocitih

PVE — povprecni volumen eritrocitov

RAPZ — refraktarna anemija s pomanjkanjem Zeleza

SMAD - skupina intracelularnih proteinov, ki pretvarjajo signale v celici in tako vplivajo

na transkripcijo genov

STAT-3 — pretvornik signala in aktivator transkriptaze-3 (Signal transducer and activator

of transcription-3)

sTfR — topni transferinski receptor (soluble transferrin receptor )
Tf — transferin

TfR1 — transferinski receptor R1

TfR2 — transferinski receptor R2

TIBC — celotna vezalna sposobnost seruma za zelezo (total iron binding capacity)

TMPRSS5 — transmembranska proteaza serin 5 (transmembrane protease, serine 5)
UIBC — prosta vezalna sposobnost seruma za zelezo (unsaturated iron binding capacity)

2,3-DPG - 2,3-difosfoglicerat

Vi
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1 BOLEZNI CELIC ERITROCITNE VRSTE

Anemijo lahko opredelimo kot stanje, ko je celotna masa eritrocitov v krvnem obtoku
zmanj$ana. Tezave, ki jih povzroca anemija, so posledica zmanjSane sposobnosti krvi za
prenos kisika. V klini¢éni hematologiji govorimo o anemiji, kadar je koncentracija
hemoglobina v krvi pod referen¢no vrednostjo. Pri tem moramo upoStevati stanja, kjer
koncentracija hemoglobina ne odraza dejanskih sprememb celotne koli¢ine hemoglobina
oz. eritrocitov. Tako stanje najdemo pri anemiji po akutni krvavitvi ali pri spremembah
volumna plazme, ki so povezana s spremembo koli¢ine eritrocitov, npr. hiperhidracija ali
dehidracija. Kot spodnjo referen¢no vrednost koncentracije hemoglobina priporo¢ajo za
moske 140 g/L in za zenske 120 g/L (1).

Na anemijo se telo prilagodi s povecanjem minutnega volumna srca in redistribucijo

obtoka v organe, ki potrebujejo ve¢ kisika, npr. vV mozgane.

Drugi nacin prilagoditve na anemijo je povecanje koncentracije 2,3-difosfoglicerata (2,3-
DPG) v eritrocitih, kar povzro¢i premik disociacijske krivulje oksihemoglobina v desno.

Zaradi zmanjSane afinitete za kisik se lahko le-ta v tkivih sproséa v vecji meri.

Anemija je lahko samostojna bolezen, idiopatska ali primarna. Pogosteje je posledica

drugih bolezni, simptomatska ali sekundarna (1).

1.1 RAZVRSTITEV ANEMIJ

Anemije razvrstimo po vzrokih oziroma po na¢inu nastanka (etiopatogeneza) ali na osnovi

povpre¢nega volumna eritrocitov (PVE; morfoloska razvrstitev) (1).

Po nacinu nastanka razlikujemo:

e anemije zaradi pomanjkljivega nastajanja eritrocitov,
e anemije zaradi ¢ezmernega razpada eritrocitov (hemoliticne anemije),

e anemije po akutni krvavitvi.

Morfoloska razvrstitev temelji na osnovi PVE. Tako razvrstimo anemije v mikrocitne,

makrocitne in normocitne.
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Glede na koncentracijo hemoglobina (Hb) v krvi lahko anemijo razvrstimo kot:

e Dblago (Hb > 100 g/L),
e srednje hudo (Hb 100-70 g/L),
e hudo (Hb <70 g/L).

Glede na trajanje lo¢imo akutno in kroni¢no anemijo.

Anemije zaradi zmanj$ane tvorbe lo¢imo na normocitne, mikrocitne in makrocitne. VVzroki

normocitnih anemij so lahko:

e aplasti¢na anemija,

¢ mieloftizi¢na anemija,

e bolezni endokrinih Zlez,

e kroni¢no ledvi¢no popuscanje,
e kronicne jetrne bolezni,

e Kroni¢no vnetje.

Mikrocitno anemijo najdemo pri anemiji zaradi pomanjkanja Zeleza, sideroblastni anemiji

in pri sindromih talasemij.
Pri megaloblastni in nemegaloblastni anemiji pa najdemo makrocitno anemijo.

Drugi razred so anemije zaradi zveCane razgradnje ali zvelane izgube, kamor spadajo
korpuskularne hemoliticne anemije, ekstrakorpuskularne hemoliti¢ne anemije ter anemije

zaradi obseznih krvavitev.
o KORPUSKULARNE HEMOLITICNE ANEMIJE (HA):

e paroksizmalna no¢na hemoglobinurija,
e dedna sferocitoza,

e dedna eliptocitoza,

e hemoglobinopatije,

e encimopatije.
o EKSTRAKORPUSKULARNE HA:

e imunske in avtoimunske,
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e zaradi mehani¢ne okvare,

e zaradi drugih vzrokov.

o KRVAVITEV

Anemije zaradi pomanjkljivega nastajanja eritrocitov razlikujemo od hemoliti¢nih anemij
in anemij po Krvavitvi, na osnovi tvorbe eritrocitov. Obseg nastajanja eritrocitov
(u¢inkovito eritropoezo) ocenimo iz Stevila retikulocitov v krvi. Na anemijo zaradi
pomanjkljivega nastajanja eritrocitov pomislimo, ¢e je Stevilo retikulocitov v krvi manjse
od 100 x 10° / L (1)

Razlikujemo dve rsti anemij zaradi pomanjkljivega nastajanja eritrocitov:

hipoproliferativne anemije in anemije zaradi motnje v dozorevanju.

Pri anemiji zaradi krvavitve ali hemoliti¢ni anemiji se kot odgovor na anemijo dva- ali
veckrat poveca tvorba eritrocitov. V kostnem mozgu se zaradi razrasti celic rdece vrste
spremeni razmerje med celicami granulocitne vrste in eritroblasti, in sicer v korist slednjih.

Temu ustrezno je povecano tudi Stevilo retikulocitov v krvi (1).

1.2 ANEMIJE ZARADI POMANJKANJA ZELEZA

Anemija zaradi pomanjkanja Zeleza je skoraj vedno mikrocitna in hipokromna in je
najpogostejSa anemija. Pogosta je pri mladih do pubertete in pri Zenskah v rodni dobi. Po
podatkih Svetovne zdravstvene organizacije je pomanjkanje Zzeleza prisotno pri 30
odstotkih ljudi, pri 43 odstotkih predsolskih otrok in pri 51 odstotkih nose¢nic. Anemijo
zaradi pomanjkanja Zeleza najdemo pri 20 odstotkih Zensk v rodni dobi, pri odraslih

moskih pa le 2 odstotka (1).

Pomanjkanje Zeleza in anemija se razvijeta postopno. Najprej se porabi uskladisc¢eno
zelezo. V makrofagih kostnega mozga ne najdemo feritina in hemosiderina, koncentracija
zeleza v serumu je Se normalna, ni anemije, zmanjSana je koncentracija serumskega
feritina (< 10 pg/L). V naslednjem obdobju se zmanjsata koncentracija Zeleza v serumu in
zasiCenost transferina z Zelezom ter povisa se koncentracija serumskega transferinskega
receptorja in protoporfirina. Povpre¢ni volumen eritrocitov (PVE) in povprecna koli¢ina
hemoglobina v eritrocitu (PHE) sta v tej fazi lahko 8e v referenénem obmodju. Ce se

negativna bilanca Zeleza nadaljuje, se razvije anemija. Eritrociti postanejo mikrocitni in
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hipokromni, izrazitejSa postane tudi poikilocCitoza (razlicne oblike eritrocitov). PVE in PHE

se zmanjsata. Serumski TIBC raste in Zelezo pada.

Vzroki za anemijo zaradi pomanjkanja zeleza:

e kroni¢na Krvavitev v:
e prebavila,
¢ rodila (metroragija in menoragija),
e secila (hematurija),
o dihala (epistakse, hemoptize),

e hemoglobinurija in hemosiderinurija,

e povecana potreba po zelezu:
e nosecnost,
e obdobje rasti,

¢ policitemija in poliglobulija,

e pomankljiva absorpcija iz hrane:
e delna ali popolna resekcija Zelodca,

e glutenska enteropatija,

e neustrezna prehrana (1).
Pri odraslih je kroni¢na krvavitev najpogostejsi vzrok za pomanjkanje Zeleza. Pri Zenskah
v rodni dobi sta pogosta vzroka krvavitve menoragija in metroragija, ki nastaneta zaradi

funkcionalnih motenj ter benignih in malignih tumorjev maternice.

Pomanjkljiva absorpcija Zeleza iz hrane je redko edini vzrok pomanjkanja Zeleza. Pri delni
ali popolni resekciji Zelodca je absorpcija zmanjSana zaradi pospeSenega prehoda hrane

skozi dvanajsternik. Absorpcija Zeleza je motena tudi pri glutenski enteropatiji (1).

1.2.1 Kliniéna slika

Simptomi in znaki so posledica osnovnega obolenja, ki je pripeljalo do pomanjkanja
Zeleza, anemije in motenj v delovanju tkiv, zaradi zmanjSane aktivnosti encimov, ki
vsebujejo zelezo. Bolniki dolgo nimajo tezav. SploS$ni simptomi anemije so slabost,

utrujenost, tezka sapa pri naporih, hitro utripanje srca. Ugotavljamo spremembe v

4
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obnasanju, glavobol, razdrazljivost, parestezija. Pojavijo se simptomi v prebavilih, kot so

izguba teka, slabost in zaprtje.

S pregledom lahko ugotovimo bledico koze in sluznic, pospeSen utrip srca.

1.2.2 Diagnoza

Poleg ugotovitve pomanjkanja zeleza moramo odkriti tudi vzrok zanj: kKrvavitev, motena

absorpcija zeleza ali zveCana potreba po Zelezu.

Anemija zaradi pomanjkanja Zeleza je hipokromna in mikrocitna, v razmazu periferne krvi
so poikilociti. Hipokromni eritrociti so slabse obarvani. Stevilo trombocitov je normalno

ali zvecano, Stevilo levkocitov je po navadi normalno.

Kljuéni preiskavi za ugotavljanje pomanjkanja Zeleza sta koncentracija feritina v serumu in
zasiCenje transferina z zelezom. S koncentracijo feritina ocenimo zaloge Zeleza v telesu, z
zasicenostjo transferina pa razpolozljivost Zeleza za eritropoezo. Ce so zaloge Zeleza

zmanj$ane ali izpraznjene, je koncentracija feritina v serumu pod 10 pg/L.

Koncentracijo transferina navadno merimo posredno z merjenjem celotne vezalne
sposobnosti za Zelezo (TIBC = total iron binding capacity). Zasicenje transferina z Zelezom
(satTf) izratunamo iz koncentracije serumskega Zeleza in TIBC (Fe x 100 / TIBC). Ce je
posevnica znak za deljeno, potem je potreben presledek na obeh straneh. RazpoloZljivost

zeleza za eritropoezo je zmanjsana, ¢e je zasiCenje transferina manjse od 15 odstotkov (1).

Transferin ima molekulsko maso 80 000. Je plazemski glikoprotein, Ki se tvori predvsem v
jetrih, nekaj malega tudi v moZganih in testisih. Transferin je glavni plazemski prenaSalec

v . . v . . S v v +
7eleza in kljucen za sistemsko cirkulacijo Zeleza. Veze dva atoma Zeleza Fe**.

Za oceno razpoloZljivosti Zeleza za eritropoezo se uporablja tudi delez hipokromnih
eritrocitov v krvi ali dolocitev koli¢ine hemoglobina v retikulocitih, predvsem pri ledvicnih
bolnikih na dializah, ki dobivajo eritropoetin. Pri teh bolnikih je delez hipokromnih
eritrocitov (Hipo Erci) tja do 6 odstotkov. Koncentracija hemoglobina v retikulucitih pod
32 pg je pri dializnih bolnikih kazalec pomanjkanja zeleza za eritropoezo. Koncentracija
hemoglobina v retikulucitih nam tudi napove, kaksen bo odziv na zdravljenje anemije z
zelezom, saj Ze po nekaj dneh zdravljenja zaznamo povecanje koncentracije hemoglobina v
retikulucitih (17).
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Tudi pri vnetjih je ocena zalog zeleza nezanesljiva, saj vnetje poveca koncentracijo feritina
v Krvi. Takrat dolo¢imo koncentracijo topnih transferinskih receptorjev (sTfR), saj vnetje
nanje ne vpliva. Koli¢cnik med koncentracijo topnih transferinskih receptorjev (mg/L) in
logaritmom koncentracije feritina (ug/L) v serumu (indeks feritina) je kazalec, ki odraza
preskrbo eritropoeze z Zelezom (15). Diagnosti¢ni diagram, ki povezuje rezultat vsebnosti
hemoglobina v retikulocitih in indeksa feritina, se lahko uporabi za razlikovanje anemije
zaradi pomanjkanja zeleza od anemije zaradi kroni¢nih bolezni in kombinirane anemije.Ta
kombinacija povezuje biokemicna pokazatelja preskrbe eritropoeze z zelezom v indeksu
feritina s pokazateljem potreb po Zelezu in vsebnostjo hemoglobina v retikulocitih (16). V
epidemioloskih raziskavah se kot presejalna preiskava za ugotavljanje pomanjkanje zeleza
pogosto uporablja dolocanje prostega protoporfirina v eritrocitih. Koncentracija prostega

protoporfirina v eritrocitih se pri pomanjkanju zeleza poveca (1).
1.2.3 Zdravljenje

Pri anemiji zaradi pomanjkanja zeleza razlikujemo anemije in zdravljenje njenega vzroka.
Anemije zdravimo s pripravki Zeleza peroralno, redkeje parenteralno. Uporabljamo
pripravke dvovalentnega zeleza, npr. ferosulfat, feroglukonat, ferolaktat, feroglicinsulfat,
ali pripravke trivalentnega zeleza, kjer je Zelezo vezano v poseben kompleks, da se lahko

absorbira.

Parenteralne pripravke Zeleza dajemo v zilo (1).

1.3 PRESNOVA ZELEZA

Zelezo je sestavina celic in sodeluje v $tevilnih kemiénih reakcijah. V tkivih se ne nahaja
kot prost kation, temve¢ je vedno vezano ali vgrajeno v razli¢ne beljakovine. Beljakovine s
hemom, v katerem se nahaja, so hemoglobin, mioglobin, citokromi, citokrom oksidaza,

peroksidaza in druge.

Vecina zeleza v telesu je v hemoglobinu. Preostanek ga je predvsem v mioglobinu,
uskladis¢eno je tudi v feritinu in hemosiderinu makrofagov kostnega mozga, vranice in
jeter (1).
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1.3.1 Izgube Zeleza

Telo ohranja zelezo z izjemno ucinkovitostjo. Vecina izgub Zeleza pride preko lus¢enja
Crevesnih celic, z znojenjem, lusCenjem koze ter z urinom, vendar so te koliCine

minimalne.

V fizioloskih razmerah izgubljamo vedno skoraj enako koli¢ino zeleza dnevno. Razlike so

le glede na spol in starost. Moski ter zenske po rodni dobi izgubijo 1 mg zeleza dnevno.

Povpreéna dnevna koli¢ina Zeleza v hrani je 10 do 20 mg. Zenske v rodni dobi izgubljajo
zelezo z menstrucijo, zato imajo manjSe zaloge Zeleza kakor moski iste starosti. Z

nosecnostjo in porodom pa izgubijo tudi 500 mg zeleza (1).
1.3.2 Absorpcija Zeleza v prebavilih

Potrebo po Zelezu uravnavamo z absorpcijo Zeleza iz hrane. V hrani je v obliki bodisi hema
(mioglobin in hemoglobin) bodisi anorganskih soli (ionsko zelezo). Pri zdravem ¢loveku se
iz hrane absorbira do 10 odstotkov vsega zeleza, pretezno v dvanajsterniku in jejunumu.
Dvovalentno Zelezo (fero) se lazje absorbira kot trivalentno (feri). Askorbinska in citronska
kislina, sladkorji in aminokisline pospesujejo absorpcijo Zeleza, medtem ko jo zavirajo

tanati, karbonati, oksalati, fosfati, nakateri antacidi ...

Absorpcija Zeleza v mukoznih celicah dvanajsternika in jejunuma je aktivni proces. Zelezo
iz hrane v nehemski trivalentni obliki se najprej reducira do dvovalentne oblike z
dudenalno citokrom b reduktazo (DcytB), ki je na apikalni strani enterocita (slika 1).
Dvovalentno zelezo (Fe?*) se tako lahko prenese v enterocitin preko Zelezovega

divalentnega transporterja (DMT1 — divalent metal transporter 1).

V hem vezano zelezo vstopi v enterocit prek hem transporterja. V enterocitu pa se Zelezo

sprosti iz hema s hem-oksigenazo 1 (HO-1 — hem oksigenaza 1).

Ko je zelezo enkrat v citoplazmi, se bodisi shrani na feritinu bodisi prenese v krvni obtok
preko prenasalca feroportina (FNP), ki je na lateralni strani enterocita. Izrazanje
feroportina uravnava hepcidin. To je peptid, ki ga izloCajo hepatociti in zavira tako
absorpcijo Zeleza iz prebavil kot njegovo spros¢anje iz makrofagov. Povec€ana eritropoeza

zavre izloCanje hepcidina (slika 1).

Faktor, ki nastane pod pogoji hipoksije (HIF-2 hipoxia inducible faktor), kontrolira

izrazanje mRNA molekul dudenalne citokrom b reduktaze (DcytB), divalentnega
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zelezovega transporterja (DMTL), feroportina (FPN) in hem-oksigenaze (HO-1) (zelena
puscica). Proteini, ki uravnavajo zelezo (iron regulatory proteins — IRPS), pa po-

transkripcijsko kontrolirajo ekspresijo DMT1, feritina in feroportina (oranzna puscica).

ZELEZO 12 .
HEM e &
@ HRANE — NEHEMSKO ZELEZO
Fe’ Fe?

CYBRD1

HEM
TRANSPORTER?

®

o 0
HO-1 [ IRP
ENTEROCIT LU
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Fe3* §/\ @)
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Slika 1: Absorpcija zeleza v enterocitu (povzetu po viru 3)

1.3.3 Transport Zeleza

Ferooksidaza hepastin in ceruloplazmin (Cp) v krvi zopet oksidirata Zelezo do Fe**, nato se
dva atoma Zeleza Fe®" veZeta na transferin (Tf). Transferin je globulin beta, ki se sintetizira

ve¢inoma v jetrih.

Na transferin vezano zelezo tako krozi po krvnem obtoku in zagotavlja Zelezo vsem
celicam telesa. Nasi¢enost transferina je tako glavni kazalec homeostaze Zeleza v telesu, ki
se (1) absorbira v ¢revesju, (2) obnovi iz rde¢ih krvni¢k in sprosti iz makrofagov ter (3)
porabi za eritropoezo. Pri zdravem cloveku je 20-55 odstotkov transferina nasiCenega z
zelezom. Transferin z zelezom se veze na specifiCna receptorska mesta (transferinski
receptor) na eritroblastu. Z aktivnim prenosom (endocitozo) se Zelezo vnasa v celico. V
citoplazmi se veze na beljakovino, ki ga prenese do mitohondrijev, kjer se s pomocjo hem
sintetaze vkljuci v protoporfirinski obro¢. V hemoglobinu se nahaja ve¢ kot 80 odstotkov

funkcionalnega Zeleza v telesu.
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1.3.4 Zaloge Zeleza
Nekaj zeleza se uskladisci v obliki feritina in hemosiderina.

Feritin je vodotopen. Sestavljen je iz mnogih podenot lahkih in tezkih verig, odvisno od
tkiva, v katerem je. Jetrni feritin lahko veze celo do 4500 atomov Zeleza. Hepatociti imajo
glavno vlogo pri sintezi feritina. V krvi najdemo le majhno koncentracijo feritina.
Koncentracijo serumskega feritina izmerimo na imunokemi¢ni in redkeje na radioimunski

nacin in je lahko posredno merilo koli¢ine uskladis¢enega Zeleza.

Hemosiderin ni vodotopen. Nastane pri razgradnji feritina, ko molekule izgubijo del
beljakovinske ovojnice in se agregirajo.

Zelezo je uskladi$éeno predvsem v makrofagih kostnega mozga, vranice in jeter. S
citokemicno reakcijo na zelezo lahko ocenimo priblizno koli¢ino uskladiS¢enega Zeleza v

makrofagih in eritroblastih — vidimo redka drobna modra zrnca.
1.3.5 KroZenje Zeleza

Ko je atom Zeleza enkrat v telesu, je prakti¢no v zaprtem sistemu, v Katerem je ciklov
skoraj neskon¢no. Iz plazme potuje Zelezo do eritroblastov, kjer se vgradi v hemoglobin.
Nato kot zrel eritrocit preide v krvni obtok, kjer krozi priblizno 120 dni. Ostarele in
poskodovane eritrocite fagocitirajo makrofagi v vranici, kostnem mozgu in jetrih
(retikuloendotelijski sistem). Iz spro$¢enega hemoglobina se S hem oksigenazo izlo¢i
zelezo, ki zopet potuje v ekstracelularno tekoc¢ino in plazmoin se nato v eritroblastih

ponovno uporabi za sintezo hemoglobina.

Jetra imajo klju¢no funkcijo vzdrZzevanja homeostaze zeleza v telesu:
e v jetrih nastajajo glavni proteini, ki uravnavajo Zelezo v ravnovesju,
e Vjetrih je glavno mesto za skladiS¢enje preseznega Zeleza,
e jetra so klju¢nega pomena za mobilizacijo zZeleza iz hepatocitov v obtok takrat, ko

je to potrebno.

Ko jetra niso sposobna regulirati teh treh parametrov, nastanejo tezave, povezane z

zelezom (4).
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1.4 HEPCIDIN

Hepcidin je peptidni hormon, ki nastane v jetrih kot preprohepcidin. Slednji je sestavljen iz
84 aminokislin. V posttranslacijskih procesih se v Kkri sprosti bioloS§ko aktivni hepcidin, Ki
je sestavljen iz 25 aminokislin (Hepcidin-25). Hepcidin v krvi kroZi kot prost hormon in
vezan na a-2-makroglobulin (7). Njegova koncentracija se v dnevu spreminja, manjsa je
dopoldan, vecja je popoldan. Porocajo, da imajo moski ve¢je koncentracije hepcidina kot
zenske ter Zenske po menopavzi vecje koncentracije hepcidina kot Zenske pred menopavzo
(7).
Hepcidin je sistemski uravnalec Zeleza v telesu. Vstop Zeleza v krvni obtok uravnava na
treh glavnih poteh Zeleza:

e zavira absorpcijo Zeleza v dvanajsterniku,

e zavira spro$¢anje ponovno uporabljenega zeleza iz makrofagov,

e zavira sproS€anje zeleza iz zalog v jetrih.

Hepcidin kontrolira izrazanje zelezovega celi¢nega transporterja feroportina (FPN) na
povrsini razli¢nih celic, predvsem enterocitov, makrofagov in hepatocitov, ki v najvecji
kolic¢ini izrazajo feroportin. Hepcidin je ligand za feroportin in njuna interakcija povzroci
konformacijske spremembe, zato pride do endocitoze in razgradnje kompleksa hepcidin-
feroportin. Na ta nacin hepcidin omeji izrazanje feroportina na povrsini specifi¢nih celic.
Posledi¢no se zmanj$a prenos zeleza iz enterocitov in iz zalog v hepatocitih ter makrofagih

v plazmo in ekstracelularno tekocino (slika 2).

Rezultat je torej zvecana koncentracija hepcidina z malim izplavljanjem Zeleza ob visku
zeleza v telesu.

Kadar pa je v telesu premalo Zeleza, se sinteza hepcidina zavre, kar omogoca, da se zelezo
preko feroportina prenese iz enterocita v krvni obtok (slika 2) .

Hepcidin se iz telesa odstrani preko ledvic (3, 4, 6 in 7). Le man;jsi del pride v urin, vecji

del se ponovno reabsorbira in razgradi v proksimalnih tubulih ledvic (7).
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Slika 2: Uravnavanje zeleza s hepcidinom, FPN-feroportin, Fe-zelezo (povzeto po viru 4).

1.4.1 Uravnavanje hepcidina

Zelezo uravnava homeostazo hepcidina. Zvegana raven Zeleza oziroma zve¢ano nasi¢enje
transferina v plazmi in zveCane zaloge zeleza v telesu spodbudijo nastajanje hepcidina, ki

zavre absorpcijo zeleza iz prebavil in izlo¢anje iz makrofagov.

Sinteza hepcidina je uravnavana na osnovi razli¢nih dejavnikov (slika 3):
e glede na kolicino zeleza v telesu,
e prisotnost vnetja,
e eritropoeza,
e hipoksija,
e endokrini drazljaji,
e proteini uravnavanja tvorjenja kostnine,

e glede na pravilno delovanje ledvic.

11
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Slika 3: Uravnavanje sinteze hepcidina: HJV — hemojuvelin, SMAD - skupina
intracelularnih proteinov, ki pretvarjajo signale v celici in tako vplivajo na transkripcijo

genov, BMP6 — proteini tvorjenja kostnine, IL-6 — interlevkin 6 (povzeto po viru 3).

1.4.1.1 Uravnavanje koncentracije hepcidina v telesu z Zelezom

Glavni drazljaj uravnavanja hepcidina je njegov substrat zelezo ter signali, ki kazejo
potrebe Zeleza za eritropoezo. Tako zelezo v plazmi kot zaloge v jetrih uravnavajo
transkripcijo zeleza, in sicer po razli¢nih, a prekrivajocih poteh. Te poti se stekajo v pot
proteinov, ki uravnavajo tvorjenje kostnine (BNP = bone morfogenic protein), to je
skupina rastnih faktorjev, ki sprozijo zve&ano transkripcijo hepcidina. Zelezo v serumu in
zaloge v jetrih aktivira BNP receptor in nato prenese signal preko beljakovine SMAD.
Tako se zveca koncentracija sporo¢ilne mMRNA za sintezo hepcidina v hepatocitih. Pri tem
sodeluje tudi ko-receptor hemojuvelin (8).

Kompleks transferin-Fe?* aktivira transkripcijo hepcidina v hepatocitih, kar zmanjsa
absorpcijo zeleza v prebavilih, zmanjSa spros¢anje iz makrofagov ter hepatocitov

(negativna povratna zanka).

Pot ni ¢ popolnoma pojasnjena. Predvidevajo, da naj bi §lo za dva transferinska receptorja,
transferinski receptor 1 (TfR1) in transferinski receptor 2 (TfR2), skupaj s HFE (7). HFE

se veze na oba receptorja in skupaj imajo funkcijo holotransferina (diferi¢ni tranferin). Pri

12
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tej poti sodeluje tudi hemojuvelin (HJV) (slika 4). HFE in transferinski receptor 2 sta gena,

ki sta povezana z dedno hemokromatozo pri odraslih.

1.4.1.2 Uravnanavnje hepcidina z eritropoezo

Eritropoeza zavira sintezo hepcidina v jetrih.

Predhodniki eritrocitov v kostnem mozgu so glavni porabniki zeleza. Ko se poveca Stevilo
predhodnikov eritrocitov v kostnem mozgu (zaradi krvavitev, aplikacije eritropoetina), se
zavre sinteza hepcidina v jetrih. Tak primer je talasemija, kjer je ob neucinkoviti
eritropoezi, ko so predhodniki eritrocitov zelo steviléni, vendar propadajo, koncentracija

hepcidina konstantno majhna.

Sinteza hepcidina v hepatocitih je kontrolirana na transkripcijski ravni glede na
spremembo vrednosti specifi¢nih transkripcijskih faktorjev v jedru. Interakcije med
difericnim transferinom, proteini tvorjenja kostnine (BMP), interlevkinom-6 (IL-6) ter
drugimi vnetnimi citokini, ki na celicni povrSini izrazajo receptorje TfR1, TfR2 in

hemojuvelin (HJV) in IL-6, uravnavajo sintezo hepcidina po razli¢nih poteh (slika 4) (5).

1.4.1.3 Vnetje
Aktivirani makrofagi med okuzbami in vnetji skupaj z drugimi citokini izlo¢ajo tudi

interlevkin -6 (IL-6), ki je eden glavnih signalov za sintezo hepcidina.

IL-6 aktivira sintezo hepcidina tako, da sprozi vezavo STAT-3 (pretvornik signala in
aktivator traskriptaze 3, Signal transducer and activator of transcription 3) na promotor za
hepcidin (slika 4). S hepcidinom povzroc¢ena hipoferemija se razvije zgodaj med okuzbo
ali vnetno boleznijo. To je obrambni mehanizem proti specificnim mikroorganizmom
(zavira od Fe odvisne mikroorganizme). Zaradi zvecanega hepcidina na ra¢un obrambe
proti specificnim mikroorganizmom se zmanjSa razpolozljivost Fe za eritropoezo, kar

lahko prispeva k anemiji zaradi vnetja. Tako nastane anemija zaradi kroni¢ne bolezni.

13



Magistrska naloga Ana Jegli¢

INHIBICIJA FEROPORTINA

BMP6 T
QO HEPCIDIN
IL-6 HEPATOCIT
et BMP6/HIV/ A E e
BMPR IL-6R

BMPR-| BMPR-II

CITOPLAZMA

T N—— AAA 3

JEDRO

g e ‘,

——| BMP-RE | | BMP-RE —  STAT3-RE

I—’ hepcidin

Slika 4: Uravnavanje hepcidina z BMP-HJV-SMAD in IL-6-STAT3 signalnimi potmi

(povzeto po viru 11).

1.4.1.4 Hipoksija
Hipoksija stimulira produkcijo eritropoetina in eritropoezo. HIF je glavni transkripcijski

faktor, ki se aktivira med hipoksijo in zavre sintezo hepcidina. Pod pogoji hipoksije se HIF
1 in HIF 2 stabilizirata, kar povzro¢i transkripcijo Stevilnih od Zeleza odvisnih genov
(TtR1, Tr, ceruloplazmin, FPN1) (4).

1.4.1.5 Endokrino uravnavanje
Rastni hormoni kontrolirajo serumsko zelezo in ekspresijo gena za hepcidin. Rastni faktor;ji
zmanjsajo raven hepcidina. Tudi spolni hormoni vplivajo na hepcidin, zato tudi razlika v

koncentraciji med spoloma (4).

1.4.1.6 Izguba hepcidina prek ledvic

Zaradi majhne mase se hepcidin filtrira v glomerulih, a se vecina reabsorbira v
proksimalnih tubulih, kjer se razgradi. Manjsi del izlo¢imo z urinom, kjer ga tudi lahko
detektiramo. Ob kroni¢ni ledvi¢ni bolezni se hepcidin ne filtrira, zato je zvecana
koncentracija v plazmi, kar lahko povzro¢i anemijo ob kroni¢ni ledvi¢ni bolezni. Hepcidin

pa se ocisti na dializi (7).
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1.4.2 Bolezenska stanja, povezana s povecano koncentracijo hepcidina ali

pomanjkanjem feroportina

1.4.2.1 Anemija zaradi pomanjkanja Zeleza

Pri anemiji zaradi pomanjkanja Zeleza (APZ) je koncentracija hepcidina zelo majhna, pri
dolo¢enih metodah celo pod mejo dolocljivosti. Celo brez prisotne anemije je hepcidin
obc¢utljiv indikator pomanjkanja Zeleza. Znizana koncentracija hepcidina je skupaj z
znizano nasiCenostjo transferina in znizanim feritinom zgodnji kazalec pomanjkanja

zeleza.

1.4.2.2 Refraktarna anemija s pomanjkanjem Zeleza

Refraktarna anemija s pomanjkanjem Zeleza (RAPZ) je genetsko povzrotena hipokromna
mikrocitna anemija. Zaradi mutacije v genu transmenbranska serinska proteaza 6
(TMPRSS®6), ki kodira supresorsko matriptazo-2, pride do povecane produkcije hepcidina.

Posledi¢no pride do kroni¢ne inhibicije absorpcije Zeleza in s tem do kroni¢ne anemije.

1.4.2.3 Anemija zaradi kroni¢nih bolezni in vnetij

Anemija zaradi kroni¢nih bolezni je druga najpogostejSa oblika anemije po svetu. V to
skupino spadajo bolniki s kroni¢nimi vnetnimi, infekcijskimi in malignimi boleznimi. Kot
je opisano Ze v prejSnem poglavju, je hepcidin protein akutne faze. S hepcidinom
povzro¢ena hipoferemija se razvije zgodaj med infekcijo ali vnetno boleznijo. To je
obrambni mehanizem proti specificnim mikroorganizmom (zavira od zeleza odvisne
mikroorganizme). Zaradi poviSanega hepcidina na racun obrambe proti specificnim
mikroorganizmom se zmanjsa razpolozljivost Fe za eritropoezo, kar prispeva k anemiji

zaradi vnetja. Tako nastane anemija zaradi kroni¢nih bolezni in vnetij (AKV).

1.4.2.4 Anemija pri kroni¢ni ledvi¢ni bolezni

Do anemije pri kroni¢ni ledviéni bolezni (AKL) pride v glavnem zaradi pomanjkanja
eritropoetina (EPO). Ledvice igrajo pomembno vlogo pri izlo¢anju hepcidina iz telesa. Pri
bolnikih z ledvi¢no boleznijo se hepcidin ne more izlociti iz telesa, zato se kopici v

ledvicah in razvije se hiposideropeni¢na anemija (14).

1.4.3 Bolezenska stanja, povezana s pomanjkanjem hepcidina ali rezistenco na
njegovo delovanje
1.4.3.1 Dedna hemokromatoza (DH) je skupina genetskih motenj v homeostazi zZeleza, Ki

nastanejo zaradi mutacij v genih, ki kodirajo regulatorje hepcidina, kot so HFE, TfR2,
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hemojuvelin, ali sam hepcidin. Zaradi neucinkovite sinteze hepcidina v jetrih pride do
povecane absorpcije Zeleza v Crevesju, kar vodi do kopicenja zeleza v tkivih, poskodb
organov, ki se lahko koncajo tudi z jetrno cirozo ali rakom jeter. Stopnja pomanjkanja
hepcidina korelira z resnostjo bolezni. Mutacije v genu za HJV ali hepcidin, pri kateri
prakticno nimamo hepcidina, se kazejo kot zelo huda bolezen Pri juvenilni
hemokromatozi, pri kateri gre za mutacijo v genu za HFE ali TfR2, pa imamo $e aktivnega
nekaj hepcidina, zato je bolezen manj huda.

Poznamo tudi sekundarno hemokromatozo kot posledico neke druge bolezni, ki povzroca
kopicenje zeleza v jetrih. Tak primer je talasemija.

1.4.3.2 Anemija z odlaganjem Zeleza

Talasemije so skupina bolezni, pri katerih gre za dedno nezadostno tvorbo ene ali dveh vrst
globinskih verig, zato celice odmrejo ze v kostnem mozgu. Gre za neucinkovito
eritropoezo.

Pri bolnikih s hudo obliko talasemije, ki jo zdravimo s transfuzijami eritrocitov, se v

tkivih kopici zelezo. Kopicenje Zeleza najbolj poskoduje srce, jetra in endokrine Zleze.
Povecana eritropoeza in zmanj$ana prilagoditev koncentracije hepcidina na presezek
Zeleza zavre signal za sintezo samega hepcidina.

Pri bolnikih, ki imajo redne transfuzije, so vrednosti hepcidina moc¢no visje kot pri

bolnikih, ki transfuzij ne prejemajo (14).

1.4.4 Diagnosti¢ne in terapevtske moZnosti hepcidina

1.4.4.1 Dolo¢anje hepcidina v krvi in drugih telesnih teko¢inah
Hepcidin-25 je za dolocitev zelo problematicen. Je zelo majhna molekula s stevilnimi
epitopi, zato je zapleteno narediti protitelesa, ki bi se lahko rutinsko uporabljala v
laboratoriju. Najvecje tezave S0 zaradi:

e razli¢nih raztopin kalibratorjev, nimamo referen¢nega standarda v metodi,

e hepcidin se v krvi veze na albumin in a-2-makroglobulin,

e hepcidin obstaja v 3 izoformnih oblikah, imenovanih hepcidin 25, 22 in 20 (12).

Hepcidin ima cirkadialen ritem, zjutraj je v nizjih koncentracijah in popoldan v visjih.

Razlika je tudi v spolu — moski imajo vecje koncentracije kot Zenske (7).
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Na splosno poznamo dve analizni metodi za dolo¢anje hepcidina:

e Prva analizna metoda je masha spektrometrija (MS), kjer se hepcidin najprej
ionizira, nato razvrsti glede na razmerje masa/naboj in procesira v masnem spektru,
izmeri se intenziteto pika (pikov) ter primerja s pikom internega standarda.
Obstajajo Stevilne variacije in modifikacije masne spektrometrije: HPLC-MS/MS,
MALTI-TOF MS ...

Prednost MS je, da je sposobna lo€iti, razlikovati ter dolociti koncentracijo biolosko
aktivne oblike Hepcidin-25. Ta metoda je zelo draga, saj za izvedbo potrebujemo

posebne inStrumente ter strokovnjake za delo na njih (10).

e Druga analizna metoda je encimsko imunski test na trdnih nosilcih (ELISA) s
protitelesi proti hepcidinu, kjer se kot referencéni standard uporablja sinteti¢ni
hepcidin.

ELISA je poceni in enostavna. Glavna omejitev je majhna specifi¢nost protiteles proti

hepcidinu-25. Drugi dve izoformi hepcidina lahko motita dolocitev in zato dobimo

lazne vecje vrednosti.

V studiji so Dallalio in sodelavci za dolo¢anje koncentracije hepcidina v serumu uporabili
analizno metodo Western blot, pri kateri so proteine seruma skupaj s standardom hepcidina
najprej elektroforetsko locili na doloCenem gelu za western blot. Nato so vzorce
elektroforetsko prenesli na nitrocelulozno membrano. Nanjo so vezali zaj¢ja protitelesa
proti 13-AK dolgo zaporedje na hepcidinu. Po spiranju so dodali Se protitelesa proti
zaj¢jim protitelesom, kar pa so lahko zaznali s kemiluminiscenco. Z ustrezno obdelavo so

na koncu dobili rezultate o koncentraciji hepcidina v vzorcu (9).

1.4.4.2 MoZnosti zdravljanja z uravnavanjem ravni hepcidina
Zaradi klju¢ne vloge hepcidina pri uravnavanju Zeleza bi njegove antagoniste oziroma

agoniste lahko potencialno uporabili v klini¢ni praksi.
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Agonisti hepcidina
Agoniste hepcidina bi lahko uporabljali za zdravljenje ali preprecevanje bolezni kopi¢enja

zeleza, kot sta hereditarna hemokromatoza in p-talasemija.

Spojine, ki lahko posnemajo funkcijo hepcidina ali pa potencirajo njegovo endogeno
sintezo, bi lahko preprecile kopicenje zZeleza v telesu. Te spojine bi lahko zagotovile
dodatno oziroma nadomestno zdravljenje pri bolnikih, ki slabo prenasajo standardne

nacine zdravljenja, kot so kelacija Zeleza in plebotomija (8).

Antagonisti hepcidina

Antagoniste hepcidina bi lahko uporabljali pri zdravljenju bolezni zaradi zvecanega
hepcidina, kot je anemija zaradi kroni¢nih bolezni in vnetij.

Sintezo hepcidina bi z antagonisti zmanjsali, kar pa bi povecalo razpoloZljivost zeleza za
eritropoezo. Sintezo hepcidina bi lahko zavrli z inhibicijo njegove produkcije,
nevtralizacijo peptida hepcidin, z blokiranjem vezave s feroportinom ali preprecevanjem
endozitoze feroportina ter s spodbujanjem sinteze feroportina (8). Protitelo proti receptorju
anti-1L-6R je eden takih agensov, ki je pri opicah zmanjsal koncentracijo hepcidina in tako
izboljsal stanje anemije zaradi vnetja. Hemojuvelin (HJV), ko-receptor za BNP, ki je
kljunega pomena za izrazanje hepcidina, je Se ena molekulska tarca, ki jo lahko
izkoristimo za vplivanje na produkcijo hepcidina. Topni HIV zmanj$a SMAD signalizacijo

in tako zmanjsa nivo hepcidina (8).
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2 NAMEN IN HIPOTEZE

Namen:

e V rutinsko prakso zelimo vpeljati analizno metodo za doloc¢anje koncentracije
hepcidina v serumu z imunskim nafinom na mikrotitrskih plos¢ah (ELISA,
anglesko enzime linked immunosorbent assay).

¢ Analizno metodo bomo delno validirali. Na izbranih vzorcih preiskovancev zelimo
dolo¢iti natan¢nost in obmocje linearnosti analizne metode za dolocanje
koncentracije hepcidina v serumu. Natan¢nost analizne metode bomo dolo¢ili s

ponovljivostjo rezultatov "v seriji™ in "med serijami meritev.

e Postaviti zelimo lastne orientacijske referen¢ne vrednosti za dolocCitev koncentracije
hepcidina na vsaj 40 preiskovanih serumih zdravih oseb, ki jih bomo zbrali od
zaposlenih v Specializiranem hematoloskem laboratoriju ter na Klini¢nem oddelku
za hematologijo, Interna Klinika, Univerzitetni klini¢ni center Ljubljana. Pogoj za
vkljucitev preiskovancev v skupino zdravih je normalna krvna slika, ki jo bomo

napravili s hematoloskim analizatorjem.

e Dolo¢iti zelimo koncentracijo hepcidina pri bolnikih z anemijo zaradi pomanjkanja
zeleza in bolnikih z anemijo zaradi kroni¢ne ledvi¢ne bolezni in dobljene rezultate

primerjati med skupinama in z zdravimi preiskovanci.

e Primerjati zelimo koncentracijo hepcidina pri bolnikih z anemijo zaradi
pomanjkanja Zzeleza in bolnikih z anemijo zaradi kroni¢ne ledvi¢ne bolezni s
preiskavami, ki se v klini¢ni praksi uporabljajo za oceno stanja zalog Zeleza in
ucinkovite eritropoeze. TO SO parametri rdece krvne slike, koncentracija zeleza v
serumu, koncentracija feritina v serumu, koncentracija topnega transferinskega
receptorja v serumu, feritinski indeks, nasi¢enost transferina v serumu in celotna

vezalna kapaciteta za Zelezo.
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Hipoteze:
Domnevamo, da:

e bodo rezultati nata¢nosti in linearnosti analizne metode za dolo¢anje koncentracije

hepcidina v serumu primerljivi z navedbami proizvajalca,

e bodo postavljene orientacijske referenéne vrednosti primerljive z referencnimi

vrednostmi, Ki jih je navedel proizvajalec ali so navedene v literaturi,

e je koncentracija hepcidina v primerjavi s skupino zdravih preiskovancev zmanjsana
pri bolnikih z anemijo zaradi pomanjkanja Zeleza in zve¢ana pri bolnikih z anemijo

zaradi kroni¢ne ledvi¢ne bolezni,

e da bodo koncentracije hepcidina pri bolnikih z anemijo zaradi pomanjkanja zeleza
in bolnikih z anemijo zaradi kroni¢ne ledvicne bolezni Statisticno znacilno
povezane s koncentracijo Zeleza, feritina, topnega transferinskega receptorja,
feritinskim indeksom, zasicenostjo transferina, celotno vezalno kapaciteto za zelezo
in parametri rdeCe krvne slike, kot so hematokrit, eritrocitni indeksi (povprecni
volumen eritrocitov, povprecna koli¢ina hemoglobina v eritrocitih, povpre¢na
koncentracija hemoglobina v eritrocitih), delez hipohromnih eritrocitov, delez in

koncentracija retikulocitov, vsebnost hemoglobina v retikulocitih.
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3 VZORCI IN METODE

3.1 PREISKOVANCI

V raziskavo smo vkljucili 56 zdravih oseb, 29 zensk (52 odstotkov) in 27 moskih (48
odstotkov). Vzorce zdravih oseb smo dobili od sodelavcev iz Specializiranega
hematoloSkega laboratorija kliniénega oddelka za hematologijo (SHL) ter od
zdravstvenega osebja KO za hematologijo, Interna klinika, UKC Ljubljana. Mediana
starosti je bila 29 let, razpon od 20 let do 60 let. Od preiskovancev smo dobili ustni
pristanck pred pricami. Preiskovancem smo napravili krvno sliko. Med zdrave

preiskovance smo vkljuili osebe z normalno krvno sliko.

V preiskavo smo vkljucili 16 bolnikov s sumom na anemijo zaradi pomanjkanja Zeleza.
Imeli smo 2 moska (13 odstotkov) in 14 Zzensk (87 odstotkov). Mediana starosti je bila 45
let, razpon od 21 do 83 let. VVzorce bolnikov smo dobili iz hematolo§ske ambulante KO za
hematologijo, Interna klinika, UKC Ljubljana. Vsem preiskovancem smo napravili krvno
sliko in biokemicne preiskave za oceno stanja zalog Zeleza in ucinkovite eritropoeze ter

koncentracijo hepcidina in eritropoetina.

Poleg zdravih preiskovancev in bolnikov z anemijo zaradi pomanjkanja Zeleza Smo v
preiskavo vklju¢ili tudi 24 bolnikov s kroni¢no ledvi¢no boleznijo. Zensk je bilo 10 (42
odstotkov) in 14 (58 odstotkov) moskih. Mediana starosti je bila 63 let, razpon od 45 do 86
let. Vsem preiskovancem smo napravili krvno sliko in biokemic¢ne preiskave za oceno

stanja zalog zeleza in ucinkovite eritropoeze ter koncentracijo hepcidina in eritropoetina.

Izvedeni postopki so bili v skladu z naceli Helsinske deklaracije o biomedicinskih

raziskavah na ¢loveku (1975).
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3.2 ODVZEM IN PRIPRAVA VZORCEV

Za krvno sliko smo kri odvzeli v 3-mL epruveto z antikoagulantom K3EDTA (trikalijeva
sol etilendiamintetraocetne kisline). Za biokemiéne preiskave in dolocCitev koncentracije
hepcidina ter eritropoetina smo kri odvzeli v epruveto brez antikoagulanta, namenjeno za
pridobitev seruma. To epruveto smo pustili stati pokonéno na sobni temperaturi vsaj 30
minut, da se je naredil strdek. Nato smo vzorce centrifugirali v centrifugi Labofuge 400
(Heraeus) pri sobni temperaturi in 2500 obratih (centrifugalna sila 1153 x g) 10 minut. Za
analizo smo uporabili dobljen serum. VVzorec seruma smo oddelili v 4 mikrocentrifugirke
(1,5 mL) po 0,2 mL seruma in zamrznili na —20 °C. Serum smo pred analizo odmrznili v
inkubatorju na 37 °C (GFL 7601) za 5 minut in dobro premesali. Odmrznjenih serumov

nismo ponovno zamrznili.

3.3 METODE DELA

3.3.1 Dolo¢itev hematoloskih in biokemi¢nih preiskav krvi ter referen¢ne vrednosti
Dolocitev biokemi¢nih preiskav v serumu Fe, TIBC, Feritin, CRP, nasi¢enje transferina,
topni transferinski receptor so napravili v laboratorijih klini¢nega instituta za klini¢no
kemijo in biokemijo, UKC Ljubljana. Preiskave Fe, TIBC in CRP so izvedli na
biokemi¢nem analizatorju ADVIA 1800 (Siemens, Nemcija). Preiskavo Feritin so izvedli
na imunokeminem analizatorju Advia CENTAUR XP (Siemens, Nemcija). Topni
transferinski receptor so izvedli na BSC XP (Siemens, Nemdija).

Princip dolocitve koncentracije zeleza (III), je slede¢: zelezo (III), ki je vezano na
transferin, se po nakisanju sprosti iz transferina. Z askorbinsko kislino ga reduciramo v
selezo (II) (Fe®). Zelezo Fe** se veze z barvilom, absorbanco izmerimo
sprektrofotometri¢no.

Princip merjenja TIBC je spektrofotometricen. Vzorcu seruma dodamo kisel reagent, ki
vsebuje Zelezo in barvilo. Vezano Zelezo se zaradi kislega reagenta sprosti. Nato dodamo
drugi reagent, ki je nevtralen. Zaradi spremembe pH se Zelezo veZe in nasici transferin v
vzorcu. ZmanjSanje absorbance je direktno sorazmerno kapaciteti za vezavo Zeleza na

transferin.

22



Magistrska naloga Ana Jegli¢

UIBC izra¢unamo iz razlike med TIBC in koncentracijo zeleza (UIBC = TIBC —
koncentracija zeleza v serumu).

CRP smo dolo¢ili z imunskim analiznim postopkom z lateks delci. Lateks delci so prekriti
s protitelesi proti CRP (anti-CRP). V prisotnosti CRP se lateks delci aglutinirajo. Stopnjo
aglutinacije dolo¢imo turbidimetri¢no.

Dolocitev koncentracije feritina smo izmerili z analiznim postopkom kemiluminiscence z
uporabo protiteles proti feritinu. Pri analizi uporabimo konstanto koncentracijo dveh
protiteles proti feritinu. Prvo protitelo proti feritinu je poliklonalno kozje protitelo (anti-
feritin), ki je oznac¢eno z akridinin estrom. Drugo protitelo je monoklonsko misje protitelo,
na katerega so kovalentno vezani paramagnetni delci. Po inkubiranju, locevanju,
aspiriranju, spiranju ter dodajanju kislega in bazinega reagenta merimo
kemiluminescen¢no reakcijo. Koncentracija feritina je sorazmerna izmerjeni

kemiluminscenci.

Topni transferinski receptor (STrR) smo dolo¢ili z imunskim analiznim postopkom z lateks

delci.

Polistirenski delci so prekriti z monoklonskimi protitelesi proti ¢loveskemu topnemu
transferinskemu receptorju. Ko dodamo vzorec seruma, v katerem so topni transferinski
receptorji, pride do aglutinacije delcev. Stopnja aglutinacije je sorazemerna koncentraciji
topnih transferinskih receptorjev v serumu. Dolo¢imo jo nefelometri¢no.

Nasi¢enost transferina (SatTr) izraGunamo iz formule:

SatTr (%) = Fe x 100/ TIBC

Dolocitev koncentracije eritropoetina smo izvedli z imunskim analiznim postopkom na
trdnih nosilcih (ELISA).

Krvno sliko zdravih dajalcev smo napravili s hematoloskim analizatorjem Beckman

Coulter LH 750 (Beckman Coulter, ZDA). Stetje in ocena lastnosti krvnih celic sta
potekala s pomocjo kombinacije elektri¢nih in opti¢nih meritev. Krvno sliko bolnikov s

sumom na pomanjkanje zeleza in bolnikov s kroni¢no ledviéno boleznijo smo napravili s

hematoloSkim analizatorjem Sysmex XN 1000 (Sysmex, Japonska). Ta aparat napravi

krvno sliko po principu fluorescencne preto¢ne citometrije.
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Referencni intervali preiskav, ki smo jih pri magistrski nalogi uporabili, so prikazani v

preglednici 1.

Preglednica I: Referencne vrednosti preiskav krvne slike ter biokemi¢nih parametrov, ki

smo jih uporabili pri preiskavi.

VZOREC PREISKAVA REFERENCNI INTERVAL
kri zEDTA LKCI MOSKI ( 10%¥9/L) 3,70-9,5
kri z EDTA LKCI ZENSKE (10*9/L) [3,9-11,1
kri zEDTA ERCIMOSKI ( 10¥12/L)  [4,32-5,66
kri zEDTA ERCI ZENSKE ( 10*12/L) |3,88 - 4,99
kri zEDTA Hb MOSKI (g/L) 133 - 167
kri zEDTA Hb ZENSKE (g/L) 118 - 148
kri zEDTA HCT MOSKI (/) 0,39 - 0,50
kri zEDTA HCT ZENSKE (/) 0,36 - 0,44
kri zEDTA PVE (fL) 82 -98

kri zEDTA PHE (pg) 27,3-32,6
kri zEDTA PKHE (pg) 316 - 349
kri zEDTA KVVE (%) 99-155
kri z EDTA RET (%) 04-25
kri zEDTA Ret Hb (pg) 28 - 35

kri zEDTA Hipo Erci (%) <2,7

kri zEDTA TRCI (10*9/L) 157 - 384
serum Fe (umol/L) 10,7 - 28,6
serum feritin (ng/L) 20 - 300
serum UIBC (umol/L) 38,5- 46,6
serum TIBC (umol/L) 44,8 - 80,6
serum STfR (mg/L) 0,83-1,76
serum sat Tf (%) 15 -45
serum CRP (mg/L) 0-5,0
serum EPO (E/mL) 3,3-16,6

LKCI — levkociti, ERCI — eritrociti, Hb — hemoglobin, HCT — hematokrit, PVE —
povprec¢ni volumen eritrocitov, PHE — povprecna koli¢ina hemoglobina v eritrocitih,
PKHE - povpre¢na koncentracija hemoglobina v eritrocitu, KVVE — koeficient variacije

volumna eritrocitov, RET (%) — delez retikulocitov, RET Hb — hemoglobin v eritrocitih,
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Hipo Erci — delez hipokromnih eritrocitov, TRCI — trombociti, Fe — Zelezo, UIBC — prosta
vezalna sposobnost seruma za zelezo, TIBC — celotna vezalna sposobnost seruma za
zelezo, sTfR — topni transferinski receptor, sat Tf — nasiCenost transferina, CRP — C-

reaktivni protein, EPO — eritropoetin

3.3.2 Dolocitev koncentracije hepcidina v serumu

Za dolocitev koncentracije hepcidina v serumu smo uporabili reagenéni komplet Hepcidin-
25 (bioactive) ELISA, s kataloSko Stevilko EIA-5258, proizvajalca DRG Instruments

GmbH, Nemcija. Reagen¢ni komplet vsebuje:

e mikrotitrsko plosco (96 luknjic),
e standarde od 0-5 ng/mL (koncentracije 0-2-6,5-25-45-80 ng/mL,
pretvorba 1ng/mL = 0,358 nmol/L), 6 steklenick, liofolizirani,
o reakcijski pufer, 1 steklenicka, 14 mL, pripravljen za uporabo,
e encimski konjugat, 1 steklenicka, 7 mL, pripravljen za uporabo,
¢ encimski kompleks, 1 steklenicka, 14 mL, pripravljen za uporabo,
e raztopino substrata, 1 steklenicka, 14 mL, pripravljena za uporabo,
e stop raztopino, 1 steklenicka, 14 mL, pripravljena za uporabo (0,5 M H,SOy),
e raztopino za spiranje, 1 steklenicka, 30 mL (40-krat koncentrirana,

e adhezivno folijo
3.3.2.1 Priprava in obstojnost reagentov, standardov ter kontrol in vzorcev

e Standardi: Raztopimo jih z 0,2 mL redestilirane vode in pustimo stati vsaj 10 min.
Raztopljeni so stabilni 2 dni pri 2-8 °C oziroma zamrznjeni na —20 °C za daljse
obdobje.

e Kontrole: Raztopimo jih z 0,2 mL redestilirane vode in pustimo stati vsaj 10 min.
Raztopljeni so stabilni 2 dni pri 2-8 °C oziroma zamrznjeni na —20 °C za daljSe
obdobje.

e Raztopina za spiranje: Pufer (40-krat red¢imo z redestilirano vodo (5 mL
koncentriranega spiralnega (Wash) pufra + 195 mL redestilirane vode). Vsakié¢

pripravimo sveZzo redcitev.
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e Vzorci serumov bolnikov: Pred analizo serume odmrznemo v inkubatorju na 37 °C

(GFL 7601) in dobro premesamo. Tako je vzorec pripravljen za analizo.

3.3.2.2 Priprava vzorcev za dolocitev obmocja linearnosti metode

Da bi dolocili obmocje linearnosti analiticne metode za doloc¢anje koncentracije hepcidina

V serumu, smo vzorce pred analizo red¢ili.

Izbrali smo 3 vzorce, ki so imeli razlicne koncentracije hepcidina. VVzorce smo serijsko
redcili z reakcijskim pufrom tako, da smo za vsak vzorec izvedli po 5 oziroma 6 meritev
(1,1/1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 in 1/32).

Za vsak vzorec smo pripravili 7 epruvet, jih ustrezno oznacili ter v vsako razen prve
napipetirali po 50 pL reakcijskega pufra. Nato smo v prvo (1(1)) in drugo epruveto (2(1/2))
napipetirali 50 uL vzorca. Tako smo dobili v prvi (1) epruveti neredcen, v drugi (2) pa
red¢en vzorec 1/2. 1z druge ((2)1/2) epruvete smo nato prenesli 50 uL v tretjo 3. (1/4),
dobro premesali in spet 50 pL meSanice 3 prenesli v 4. epruveto in tako naprej do zadnje

epruvete (slika 5).

1(neredéen vzorec) 2(1/2) 50 3(1/4) 50 4(1/8) 50 5(1/16) 50 6(1/32)
vzorec (L ) 50 NN N N N
pufer (uL ) 50 50 50 50 50
redditev nered&en vzorec 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32

Slika 5: Serijska red¢itev vzorcev za dolocitev linearnosti metode
Pripravljene vzorce smo pipetirali v vdolbinice v dvojniku.

Vse ostale reagente, kontrole in standarde za dolocitev linearnosti metode smo pripravili

enako kot za redno delo, to je po navodilih proizvajalca (poglavje 3.3.2.1).

3.3.2.3 Priprava vzorcev za dolo¢itev natan¢nosti metode

Natanc¢nost analizne metode za dolocanje koncentracije hepcidina v serumu smo dolo¢ili s
ponovljivostjo v seriji in med serijami meritev koncentracije hepcidina 4 razli¢nih vzorcev.

Analize smo izvedli v triplikatu. Predhodno jih nismo red¢ili, tako kot ne vzorcev
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preiskovancev. Razlika je le ta, da smo vsak vzorec napipetirali trikrat (v treh duplikatih —
6 luknjic) in tako za vsak vzorec dobili 3 vrednosti za koncentracijo hepcidina.

Ponovljivost med serijami smo dolo¢ili v 3 razli¢nih dneh.

3.3.3 Instrumenti in oprema

Instrumenti in oprema, ki smo jih uporabljali pri raziskavi/analizi, so: centrifuga Labofuge
400 (Heraeus) ali njeni analogi, ¢italec mikrotitrskih plos¢ AD 340C (Beckman Coulter,
ZDA), hematoloski analizator Sysmex XN-1000 (Sysmex, Japonska), hematoloski
analizator Beckman Coulter LH 750 (Beckman Coulter, ZDA), stresalnik Sorin Biomedica
ETI-System (Sorin Biomedica, Italija) ali njegovi analogi, pipete in nastavki za pipete.

3.3.4 Delovni postopek

Pred uporabo morajo vsi reagenti, vzorci in kontrole dose¢i sobno temperaturo. Vse

reagente in vzorce smo pred uporabo premesali.

Z mikrotiterske plos¢e odstranimo zaséitno folijo. Neuporabljene stripe takoj shranimo na

temperaturo od 2 do 8 °C.

1. Pipetiramo 100 nL reakcijskega pufra v ustrezne vdolbinice.

2. Pipetiramo 20 pL standardov, kontrol in vzorcev v ustrezne vdolbinice (slika 7).
3. Pipetiramo 50 pL encimskega konjugata v vse vdolbinice in me$amo 10 s.

4. Inkubiramo 60 minut na sobni temperaturi na stresalniku pri 300—700 rpm.

5. Vsebino aspiriramo in nato 4-krat spiramo s 300 pL pufra za spiranje, nato obrnemo

ploséico na vpojno brisacko in z udarjanjem odstranimo vse kapljice.
6. Pipetiramo 100 nL encimskega kompleksa v vdolbinice.
7. Inkubiramo 30 min na sobni temperaturi.

8. Vsebino aspiriramo in nato 4-krat spiramo s 300 pL pufra za spiranje, nato obrnemo

plos¢ico na vpojno brisacko in z udarjanjem odstranimo vse kapljice.
9. Pipetiramo 100 nL raztopine substrata.

10. Inkubiramo 20 min na sobni temperaturi.
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11. Po 20 min ustavimo reakcijo s 100 pL stop raztopine.

V 10 minutah po ustavitvi reakcije smo izmerili absorbanco pri 450 = 10 nm na ¢italcu
mikrotitrskih plos¢ AD 340 (slika 9).

Princip testa je encim imunski nacin na trdnih nosilcih (ELISA — enzyme linked
Immunosorbent ssay), ki temelji na kompetitivni vezavi. Mikrotitrske plos¢e so prekrite z
mis§jimi monoklonskimi protitelesi direktno proti antigenski determinanti na molekuli
hepcidin-25 (slika 6). Endogeni hepcidin, ki je v vzorcu, tekmuje s konjugatom Hepcidin-
25-biotin, Ki pa je v reagentu za vezavo na monoklonsko protitelo vezano na plos¢o. Po
inkubaciji nevezan konjugat speremo s pufrom ter dodamo kompleks streptavidin-
peroksidaza. Po inkubaciji zopet speremo nevezan kompleks s plosce. V naslednjem
koraku dodamo substrat, ki ga peroksidaza pretvori, in nastane modra barva. To¢no po 20
minutah zaustavimo reakcijo z 0,5 M Zveplovo Kislino. Modra barva se spremeni v
rumeno, katere absorbanco merimo. Ker imamo kompetitivno tehniko, je intenziteta barve
obratno sorazmerna s koncentracijo hepcidina v vzorcu. Pri standardu z najnizjo

ey

najnizjo absorbanco.

?_I
XO¥Y &«
+ \ A > o TMB . E% Yﬁ
| | | V ; .
HEPCIDIN-25 IZ VZORCA (V) [V} I {K) TEKMUIETA ZA4 ]
HEPCIDIN-25 KOMIUGIRAN Z BIOTIN (]  VEZAVO BARVNA REAKCIIA S
PROTITELESA PROTI SUBSTRATOM

HEPCIDINU-25

Slika 6: Princip testa hepcidin (povzeto po viru 13).

Aparat je izmeril absorbance v kon¢ni tocki in narisal umeritveno krivuljo (uporabili smo 4
parameter fit z 10-odstotno ekstrapolacijo). Rezultate smo natisnili ter preverili vrednost
kontrolnih vzorcev, ali so v predpisanih mejah, ki jih definira proizvajalec. Ce so bile
vrednosti kontrolnih vzorcev znotraj teh meja, smo rezultate lahko uporabili, v nasprotnem
primeru pa smo morali analizo ponoviti.

Rezultate nam je aparat podal v ng/mL, vendar pa jih je bilo potrebno pretvoriti v nmol/L.
To smo naredili tako, da smo ng/mL delili z molekulsko maso hepcidina (Mr hepcidina-25
= 1789). Zato je prevorba 1 ng/mL = 0,358 nmol/L (ng/mL delimo z 2,79).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

SDO SDO vz1 |vz1 |vz9 vz 9 vz17 |vz17 |vz 25 vz25 |vz33 |vz33

SD1 SD1 vz2 |vz2 |vz10 |vz10 |vz18 |vz18 |vz26 vz26 |(vz34 |vz34

SD 2 SD 2 vz3 |(vz3 |vz11 |vz1l1l |vz19 |vz19 |vz27 vz27 |vz35 |vz35

SD 3 SD 3 vz4 |vz4 |vz12 |vz12 |vz20 |vz20 |vz28 vz28 |vz36 |vz36

SD 4 SD 4 vz5 |vz5 |vz13 |vz13 |vz21 |vz2l1 |vz29 vz29 |vz37 |vz37

SD 5 SD5 vz6 |(vz6 |vz14 |vz14 |vz?22 |vz22 |vz30 vz30 |vz38 |vz38

LOWK |LOWK |vz7 |vz7 |vz15 |vz15 |vz23 |vz23 |vz3l vz3l (vz39 |vz39

I ® M m Ol O W >

HIGHK |HIGHK |vz8 |vz8 |vz16 |vz16 |vz24 |vz24 |vz32 vz32 |(vz40 |vz40

Slika 7: Shema pipetiranja na mikrotirsko plos¢o
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Slika 8: Mikrotitrska plosca

Slika 8 prikazuje mikrotitrsko plos¢o po konc¢ani barvni reakciji, ko je ze dodana kislina za
ustavitev barvne reakcije. Vdolbinici Al in A2 predstavljata standard 0, ki ima
najmocnejSo intenziteto barve, F1 in F2 predstavljata standard z najvecjo koncentracijo in
najmanjso intenziteto barve (slika 8).

Slika 9 : Citalec mikrotitrskih ploi¢ AD 340 (Beckman Coulter, ZDA)
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3.6 STATISTICNO VREDNOTENJE REZULTATOV

Za opisno statistiko in dolocitev natan¢nosti (ponovljivosti) analizne metode za doloc¢anje
koncentracije hepcidina v serumu smo uporabili program Microsoft Excel 2010. Izracunali
smo povprecne vrednosti, standardne odklone, minimum in maksimum. S pomodjo
programa Microsoft Excel 2010 smo z metodo linearne regresije in izraCunom Koeficienta
variacije ter determinacijskega koeficienta ugotavljali obmod¢je linearnosti dolocanja
koncentracije hepcidina. Ponovljivost "v seriji" in "med serijami" analiz smo podali s

koeficientom variacije.

Za izracun referenénih vrednosti smo uporabili program MedCalc Statistical software,

verzija 13.1.0 (MedCalc software bvba, Ostend, Belgija).

S Shapiro-Wilksovim testom smo preverili, ali je porazdelitev parametrov normalna. Z
Tukeyevo metodo smo ugotavljali osamelce in ekstremne vrednosti, ki smo jih nato iz
statisti¢ne analize izloc¢ili. Porazdelitev podatkov je bila ve¢inoma nesimetri¢na, zato smo

za vecino preizkusov uporabili neparametricne teste.

Za primerjavo dveh skupin smo uporabili Mann-Whitneyjev U-test. Za ponazoritev

primerjav smo uporabili kvantilni diagram (Box-plot). Referen¢ne vrednosti smo dobili iz

oo

ey e

odstotka najvisjih vrednosti koncentracije hepcidina.

S koeficientom variacije po Spearmanu smo ugotavljali, ali obstajajo statisti¢no znacilne
povezave (korelacije) med posameznimi spremenljivkami. Pri vseh statisticnih testih smo
izbrali 5-odstotno stopnjo tveganja (o = 0,05). Kadar je bila vrednost signifikance vecja od
0,05 (P > 0,05), smo privzeli ni¢elno hipotezo, da med parametroma ni statisti¢ne razlike.
V primeru, da je bila vrednost signifikance manjsa od 0,05 (P > 0,05), smo zavrnili ni¢elno
hipotezo ter sprejeli alternativno, ki pravi, da med skupinama obstajajo statisticne

povezave.
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4 REZULTATI

4.1 DOLOCITEV REFERENCNIH VREDNOSTI

V statisticno analizo smo vkljucili 56 zdravih preiskovancev, 29 Zensk in 27 moskih.

Razpon let je bil od 21 do 58, mediana starosti je bila 29 let.

Opisna statistika nekaterih parametrov krvne slike zdravih preiskovancev je skupaj in

lo¢eno za spola prikazana v spodnjih preglednicah 11, Il in V.

Preglednica Il: Skupna opisna statistika (moski in Zenske) nekaterih parametrov krvne

slike

SKUPNO | LKCI [ERCI Hb HCT PVE PHE KVVE TRCI
X 6,51 4,81 143 0,43 89 29,8 13,0 236
SD 1,42 0,45 13 0,04 3 1,4 0,8 39

Min 4,40 3,92 118 0,36 82 26,2 11,3 162
Max 11,10 |5,66 166 0,50 98 32,6 15,5 383
Me 6,27 4,83 144 0,43 89 29,8 12,9 240
1. kvartil [5,29 4,44 133 0,39 87 29,0 12,5 210
3. kvartil |7,58 5,16 155 0,45 91 30,5 13,3 255

Preglednica I1l: Opisna statistika nekaterih parametrov krvne slike 29 zdravih Zzensk

ZENSKE |LKCI ERCI Hb HCT PVE PHE KVVE TRCI
X 6,47 4,47 133 0,40 89 29,76 13,18 239
SD 1,40 0,29 8 0,02 3 1,27 0,90 45
Min 4,40 3,92 118 0,36 82 27,30 11,30 162
Max 11,10 4,99 148 0,45 98 29,76 15,50 383
Me 6,40 4,44 134 0,40 89 28,53 12,24 239
1. kvartil |5,30 4,25 127 0,38 88 29,15 12,60 208
3. kvartil 7,20 4,69 139 0,42 91 30,33 13,60 256
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Preglednica IV: Opisna statistika nekaterih parametrov krvne slike 27 zdravih moskih

MOSKI LKCI | ERCI Hb HCT PVE PHE KVVE TRCI
X 6,55 5,18 154 0,46 89 29,77 12,78 234
SD 1,47 0,25 7 0,02 4 1,48 0,62 32
Min 4,60 4,69 138 0,42 82 26,20 11,40 170
Max 9,50 5,66 166 0,50 95 32,20 14,10 293
Me 6,10 5,16 155 0,45 89 29,90 12,90 241
1. kvartil |5,27 4,99 148 0,44 86 29,00 12,40 218
3. kvartil |7,78 5,34 161 0,47 91 31,00 13,20 252

S Shapiro-Wilksovim testom smo preverili, ali je porazdelitev rezultatov koncentracije
hepcidina normalna. Ker je bil p = 0,0041 in man;jsi od stopnje tveganja za 5 odstotkov,
smo zavrnili ni¢elno hipotezo in sprejeli alternativno. Porazdelitev rezultatov ni normalna.
Iz tega razloga smo za izracun referencnega intervala izbrali neparametri¢no percentilno
metodo (95-odstotni referen¢ni interval), kar smo izracunali v statisticnem programu
MedCalc (poglavije 3.6).

Referen¢ni interval za koncentracijo hepcidina, dolo¢en pri zdravih preiskovancih, je

znaSal od 1,34 do 11,20 nmol/L.

Preglednica V: Koncentracije hepcidina v serumu zdravih preiskovancev

St.

vzorca |Starost | Spol | HEPC (nmol/L)
1 21 M [6,50
2 22 M [581
3 23 Z [391
4 25 M [3,25
5 22 Z |3,75
6 22 M |6,74
7 34 7 |4,68
8 30 7 |34
9 38 Z 367
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10 34 7 1652
11 29 Z |4,56
12 42 Z 14,82
13 24 Z 2,69
14 24 M |[1,54
15 42 Z 12,00
16 29 Z 11,90
17 53 Z |50
18 28 Z 12,80
19 25 Z 12,89
20 43 Z |1,56
21 25 Z 1,24
22 23 M [4,68
23 22 Z |161
24 23 Z 1,48
25 23 7 |3,46
26 22 7 |1,64
27 22 M [4,74
28 38 7 243
29 26 7 312
30 28 Z 257
31 30 Z |5,82
32 34 M [3,85
33 52 Z |1,77
34 41 Z 4,69
35 24 7 |329
36 53 M |[563
37 50 Z |766
38 44 M [7.80
39 58 Z 791
40 28 M [6,05
41 31 M [3,39
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42 34 M |7,26
43 36 M 11,42
44 56 M 10,83
45 49 M 2,63
46 29 M 5,09
47 54 M 7,62
48 29 M 5,35
49 20 M 3,37
50 61 M 641
51 43 M 10,94
52 46 M 10,09
53 22 M 6,37
54 22 M 3,23
55 23 M |2,65
56 24 M 16,95

V statistiéno analizo za izraun referencnega intervala za moske smo vkljucili
koncentracije hepcidina (HEPC) pri 27 moskih, starih od 20 do 60 let. Mediana starosti je
bila 29 let. Referen¢ne vrednosti smo dolo¢ili po neparametri¢ni percentilni metodi (95-
odstotni referencni interval). Referencni interval koncentracije hepcidina za moske je

znaSal od 1,54 do 11,42 nmol/L.

V statisti¢no analizo za izrac¢un referencnega intervala hepcidina za zenske smo vkljucili
vrednosti hepcidina 29 Zensk, starih od 22 do 58 let. Mediana starosti je bila 29 let.
Referen¢ni interval smo doloc¢ili po neparametri¢ni percentilni metodi (95-odstotni
referen¢ni interval). Referen¢ni interval koncentracije hepcidina za zenske je znaSal od

1,24 do 7,91 nmol/L.
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10

Mogki Zenske

Slika 10: Grafi¢na primerjava koncentracije hepcidina po spolu zdravih preiskovancev s

kvantilnim diagramom (27 moskih in 29 Zensk)

Z Mann-Whitneyjevim U-testom smo preverili, ali se mediana koncentracije hepcidina po
spolu razlikujeta. Ugotovili smo, da je mediana koncentracije hepcidina pri moskih
statisticno pomembo vi§ja (5,81 nmol/L) kot pri Zenskah (3,29 nmol/L) (P < 0,05) (slika
10).

4.2 DOLOCITEV OBMOCJA LINEARNOSTI ANALIZNE METODE

Dolocitev obmocja linearnosti metode za dolocanje koncentracije hepcidina v serumu smo
napravili, kot je opisano v poglavju 3.3.2.2 Priprava vzorcev za doloCitev obmocja

linearnosti analizne metode. Dobili smo rezultate, ki so prikazani v preglednici VI.

Preglednica VI: Koncentracije hepcidina treh razli¢nih vzorcev za dolocitev obmocja

linearnosti metode

Dilucijski Dejanske vrednosti Izmerjene vrednosti

Vzorec |faktor (E v nmol/L) (O v nmol/L) O/E (%)
1 6,46 6,46 100,00
2 3,23 2,77 85,90

37 4 1,62 1,47 91,13
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8 0,81 0,90 112,00
16 0,41 0,65 161,06
1 3,40 3,40 100,00
34 2 1,70 1,74 102,53
4 0,85 0,87 102,95
8 0,43 0,58 136,97
1 13,14 13,14 100,00
2 6,57 5,24 79,81
1 4 3,29 2,34 71,10
8 1,64 1,32 80,34
16 0,82 0,67 82,09
32 0,41 0,42 101,74

Za lazjo predstavo smo podatke prikazali Se z grafom, ki prikazuje ujemanje izmerjene (O)

vrednosti z dejansko (E) (slika 11).

Linearnost dolocitve hepcidina

14,00
*
12,00
’ y = 0,9556x- 0,0078
R?=0,9839
10,00

8,00

6.00 /
4,00 /{/
2,00 M

0,00 T T T T T T 1
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00

dejanske vrednosti -E

Izmerjene vrednosti - O

Slika 11: Ujemanje izmerjene vrednosti z dejansko.

Test doloc¢anja obmogja linearnosti metode za dolocanje koncentracije hepcidina v serumu
je pokazal dobro ujemanje med izmerjenimi in dejanskimi vrednostmi. Determinacijski
koeficient (R?) je znasSal 0,9839. Pri majhnih koncentracijah hepcidina (pod koncentracijo
0,80 nmol/L)je bilo ujemanje med pric¢akovano in dejansko vrednostjo slabse. Odstopanje
med njima pri dveh testnih vzorcih je bilo vecje kot 30 odstotkov. To je bila nasa meja

sprejemljivosti rezultatov linearnosti.
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Iz predstavitve in izracuna rezultatov dolocanja linearnosti vzorcev v grafu (slika 12) smo
rezultate, ki so bili pod vrednostjo 0,80 nmol/L, izkljucili. Tako smo pri vzorcu Stevilka 37
izkljucili rezultate pete redcitve (16), pri vzorcu Sevilka 34 Getrto redcitev (8) ter pri vzorcu
Stevilka 1 tretjo (4) in Cetrto (8) redcitev. Pri slednji je najverjetneje prislo do napake pri

red¢enju oziroma pipetiranju. Nov izracunan determinacijski koeficient je znasal 0,998.

14,00
Linearnost dolocitve hepcidina /’
12,00
ey y = 1,0042x - 0,0946
E R?=0,998
E 1000
o
= 800
[%.]
Q
% /
@ 6,00
=
']
c
£ 1,00
1]
g /
= ’,/’
0,00 T T T T T T ]
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00
dejanske vrednosti - E (nmol/L

Slika 12: Linearen model dolo¢anja obmocja linearnosti metode brez omenjenih 4
vrednosti.

4.3 DOLOCANJE NATANCNOSTI ANALIZNE METODE ZA DOLOCANJE
KONCENTRACIJE HEPCIDINA V SERUMU

4.3.1 Dolocanje ponovljivosti metode v seriji

Doloc¢anje ponovljivosti v seriji analizne metode za dolo¢anje koncentracije hepcidina v
serumu smo izvedli, kot je opisano v poglavju 3.3.2.3 Priprava vzorcev za doloCitev

natan¢nosti metode. Dobili smo rezultate, ki so prikazani v preglednici VII.
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Preglednica VII: Dolocitev ponovljivosti dolocanja koncentracije hepcidina "v seriji"

meritev

St. vzorca |HEPC (nmol/L) Povpr. vrednost [ SD CV %
6,48

1 6,48 6,41 0,11 1,77
6,28
3,26

2 3,18 3,24 0,05 1,67
3,28
2,67

3 2,85 2,72 0,11 4,01
2,65
19,73

4 20,71 20,82 1,15 5,52
22,02

Povpre¢na vrednost za prvi vzorec znaSa 6,41 nmol/L, SD 0,11 in CV% 1,77 odstotka.
Povpre¢na vrednost za drugi vzorec znasa 3,24 nmol/L, SD 0,05 in CV% 1,67 odstotka. Pri
tretjem vzorcu povpreéna vrednost znasa 2,72 nmol/L, SD 0,11 in CV% 4,01 odstotka. Pri

Cetrtem vzorcu pa je povpreéna vrednost 20,82 nmol/L, SD 1,15 in CV% 5,52 odstotka.

Povre¢na vrednost koeficienta variacije (CV %), ki smo ga izracunali kot povpreéje vseh
Stirth koeficientov variacij pri vseh S§tirih vzorcih, pri dolo€itvi ponovljivosti metode

Hepcidin v seriji znasa 3,24 odstotkov.

4.3.2. Dolo¢anje ponovljivosti metode med serijami

Doloc¢anje ponovljivosti med serijami analizne metode za dolocanje koncentracije
hepcidina v serumu smo izvedli, kot je opisano v poglavju 3.3.2.3 Priprava vzorcev za

doloc¢itev natan¢nosti metode. Dobili smo rezultate, ki so prikazani v tabeli VIII.
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Preglednica VIII: Koncentracije hepcidina stirih razli¢nih vzorcev, ki so bili narejeni v

triplikatu v treh dneh

St. - Povpr.

vzorca Hepcidin (nmol/L) vrednost
6,48
6,48
6,28
5,72
1 6,14 6,46 0,17 2,72
6,14
7,10
7,05
6,79
3,26
3,18
3,28
3,03
2 3,23 3,35 0,08 2,35
3,15
3,60
3,70
3,76
2,67
2,85
2,65
2,41
3 2,44 2,64 0,07 2,64
2,38
2,71
2,75
2,86
19,73
20,71
22,02
19,57
4 21,12 21,16 1,03 4,89
19,25
21,64
23,46
22,97

SD CV %

Povpre¢na vrednosti prvega vzorca je bila 6,46 nmol/L, SD 0,17 in CV % 2,72 odstotka.
Povpre¢na vrednost drugega vzorca je znasala 3, 35 nmol/L, SD 0,08 in CV % 2,35
odstotka. Povpre¢na vrednost tretjega vzorca je bila 2,64 nmol/L, SD 0,07 in CV % 2,64
odstotka. Povprec¢na vrednost Cetrtega vzorca pa je znasala 21,16 nmol/L, SD 1,03 in CV
% 4,89 odstotka.
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Povprecna vrednost koeficienta variacije, izraCunana kot povprecje Stirih vrednosti CV za

Stiri vzorce, pri ponovljivosti med serijami znasa 3,15 odstotka.

4.4 Rezultati koncentracije hepcidna v serumu pri bolnikih z anemijo zaradi

pomanjkanja Zeleza

Koncentracijo hepcidina v serumu smo dolo¢ili 19 bolnikom s sumom na anemijo zaradi
pomanjkanja zeleza. Anemijo zaradi pomanjkanja zeleza je imelo 16 bolnikov, ki so imeli
koncentracijo hemoglobina pod 120 g/L ter znizano koncentracijo feritina pod 20 pg/L. V
tej skupini je bilo 14 Zensk (88 odstotkov) in 2 moska (12 odstotkov).

Vsem bolnikom smo dolo¢ili koncentracijo hepcidina (HEPC), koncentracijo eritropoetina
(EPO), krvno sliko ter biokemicne preiskave v serumu: Zelezo>* (Fe), celotno vezalno
sposobnost za zelezo (TIBC), prosto vezalno sposobnost seruma za zelezo (UIBC), feritin
(FER), C-reaktivni protein (CRP), nasienje transferina (Sat Tf), topni transferinski
receptor (STrR). Dobljene povprecne vrednosti (X), standardni odklon (SD), minimalna
vrednost (min), maksimalna vrednost (max), mediana (Me) ter 1. in 3. kvartil so prikazani

v preglednici IX in X.

Preglednica 1X: Srednja vrednost (X), standardni odklon (SD), minimalna (min) in
maksimalna vrednost (max), mediana (Me) ter 1. in 3. kvartil za starost ter parametri iz

diferencialne krvne slike pri bolnikih z anemijo zaradi pomanjkanja zeleza

N =16 Starost | LKC ERCI HB HCT | PVE | PHE | PKHE | PLT KVVE | RET
Leta 10*9/L [10*12/L | g/L |L/L |fL pg |g/L |10*9/L | % %
X 45 5,63 4,13 98 0,32 |78,9 23,9 (295 |310 16,94 |2,74
SD 17 2,19 0,44 17 0,04 |81 |3,6 |33 103 2,85 6,89
Min 21 2,52 3,45 60 0,24 |67,0(17,3 194 |116 13,20 |0,50
Max 83 11,98 |4,93 116 |0,37 [95,9|31,8 |328 |513 23,70 | 28,50
Me 45 5,32 4,10 101 (0,33 |77,0|23,5 |307 |276 16,60 |0,94
1. kvartil | 33 4,31 3,81 88 0,29 |73,0 21,8 {283 |253 14,70 |0,60
3. kvartil | 51 6,26 4,43 114 (0,36 | 84,6 |27,0 |314 |365 18,68 |1,51
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Preglednica X: Opisna statistika Stevila retikulocitov (ret), vrednosti hemoglobina v
retikulocitih (Ret hem), delez hipokromnih eritrocitov (Hipo erci), Fe, UIBC, TIBC, sTrR,

FER, sTrR, CRP ter HEPC in EPO pri bolnikih z anemijo zaradi pomanjkanja Zeleza.

Ret Hipo SAT

N =16 Ret hem |erci [Fe(lll) |UIBC TIBC Tf FER |sTrR |[CRP |HEPC EPO

10*9/L | pg % pmol/L | pmol/L | pmol/L | % pug/L | mg/L|mg/L nmol/L | U/mL
X 41,70 |23,25 |14,0 |5,9 69,5 75,4 8 6 3,78 1,36 58,0
SD 20,64 |5,33 17,0 |4,1 11,0 11,0 5 3 2,21 0,46 57,9
Min 19,60 |13,70 |0,4 |1,6 48,2 55,3 2 <3 1,48 |<5 0,77 6,9
Max 104,20 | 31,80 | 60,4 |15,8 84,4 95,6 28 11 |9,24 |10,00|2,77 228,1
Me 35,70 (23,65 (6,3 |4,0 71,5 75,9 6 5 3,00 1,26 41,4
1. kvartil |28,53 |18,38 |2,8 |2,7 64,6 71,4 4 4 2,19 1,05 15,6
3. kvartil 48,10 (27,93 |19,7 |7,9 78,8 75,9 12 9 5,09 1,57 75,9
4.5 Rezultati koncentracije hepcidina bolnikov s Kkroni¢no ledvi¢no boleznijo
Koncentracijo hepcidina v serumu smo dolo¢ili 24 bolnikom s kroni¢no ledvi¢no
boleznijo. V preiskavo smo vkljucili 14 (58 %) moskih in 10 (42 %) Zensk, ki so bili v
dopoldanskem ¢asu na Oddelku za nefrologijo Klini¢nega centra, Oddelek za dializo
naroCeni na dializo. Bolnikom smo dolo¢ili koncentracijo HEPC, EPO, krvno sliko in
biokemi¢ne preiskave v serumu: Fe, TIBC, UIBC, FER, CRP, Sat Tf, sTrR. Dobljene
povprecne vrednosti, standardni odklon (SD), minimalna vrednost (min), maksimalna
vrednost (max), mediana (Me) ter 1. in 3. kvartil so prikazani vpreglednicah XI in XII.
Preglednica XI: Opisna statistika za starost ter parametri iz diferencialne krvne slike pri
bolnikih s kroni¢no ledvi¢no boleznijo
N=24 Starost | LKCI | ERCI Hb HCT |[PVE |PHE |PKHE|TRCI KVVE | RET |RET

Leta [10°%/L [10*12/L|g/L [L/L [fL pg |g/L |10*9/L|% % |10*9/L
X 63 6,79 3,53 108 0,34 /96,1 (30,7 |320 |189 149 (1,5 |53
SD 12 2,86 (0,47 16 0,04 |5,0 1,4 11 90,50 |1,7 0,6 |18,73
Min 45 2,84 2,55 76 0,24 1899 (28,9 |285 |68,0 12,3 (0,8 (29,0
Max 86 15,62 |4,73 152 0,45 |109,4|33,4 |341 |512,0 (20,0 |3,2 |115,5
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Me 63 6,57 |3,60 111 0,34 (94,7 [30,4 |320 |164,0 |146 |1,4 |50,1
1. kvartil |54 4,68 (3,21 96 0,30 92,6 (29,5 |316 |141,0 |13,7 [1,2 |39,5
3. kvartil |73 8,05 |3,79 118 0,37 [99,7 [31,9 |329 (206,55 |156 |1,8 |58,5

Preglednica XI1: Opisna statistika za Hipo Erci, Ret Hb, Fe**, UIBC, TIBC, Sat Tf, FER,
HEPC, EPO ter sTrR pri bolnikih s kroni¢no ledvi¢no boleznijo

Hipo SAT
N =24 ERCI |retHb [Fe(lll) [UIBC TIBC TRF FER CRP [HEPC |EPO |[sTrR

% pg pmol/L | pmol/L |pumol/L | % ug/L mg/L [ nmol/L|U/mL [ mg/L
X 1 31 10 33 43 22 429 26,64 |17 1,41
SD 2,1 2,4 4 6,53 6,59 8 344 14,64 |23 0,50
Min 0,1 25,50 (0,9 21,4 33,10 3,0 9 <5 3,94 1,9 0,7
Max 10,6 |33,80 |15,7 52,2 60,00 (42,0 |1212 180,0|44,44 |100,0|3,0
Me 0,5 30,85 (9,3 31,8 42,00 |24,0 |294 26,47 10,2 |1,36
1. kvartil [0,3 29,4 7,2 29,3 37,9 16,6 |125 12,26 |4,6 1,14
3. kvartil (0,8 33,1 12,6 37,8 47,1 27,0 |707 43,68 |16,5 (1,51

4.6 Povezanost (korelacija) koncentracije hepcidina s parametri za oceno stanja zalog

Zeleza in ucinkovite eritropoeze

V statisticnem programu MedCalc smo izrac¢unali, kako so posamezni parametri za oceno

stanja zalog zeleza in ucinkovite eritropoeze povezani s koncentracijo hepcidina.

Korelacijo smo izracunali po postopku, opisanem v poglavju 3.6 Statisti¢no vrednotenje

rezultatov. Uporabili smo rezultate obeh skupin bolnikov, tako bolnike s sideropeni¢no

anemijo kot tiste z anemijo zaradi kroni¢ne bolezni. Na skupno 40 preiskovancih smo

preverili povezavo hepcidina s parametri za oceno stanja zalog Fe. Dobili smo rezultate, Ki

so prikazani v preglednicah XI1I1 in XIV.
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Preglednica XI1I: Korelacije HEPC s fer, EPO, Hct, Hb, Hypo Erci, PHE, PVE in KVVE
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HYPO
FER EPO HCT Hb PHE PHKE | PVE KVVE
ERCI
Spearmanov
. 0.893 -0.487 |0.078 |0.198 |-0.548 |0.761 0.475 |0.710 -0.327
koeficient kor
HEPCIDIN -
(RHO) SignificancaP | < 0.0001 | 0.0014 |0.6313 | 0.2204 | 0.0002 |<0.0001 | 0.0020 |<0.0001 | 0.0397
Stevilo vzorcev 40 40 40 40 40 40 40 40 40

Preglednica XIV: Korelacije HEPC z Ret, Ret Hb, Sat Tf, TIBC, UIBC Fe in feritinskim

indeksom (Fer indeks)

RET RET Fer
RET Hb SAT Tf TIBC STRt uiBC Fe lll
% 109/L indeks
Spearmanov
L " 0.412 |0.393 |0.619 0.665 -0.767 -0.652 -0.754 0.466 -0,469
koeficient korelacije
HEPCIDIN L
(RHO) Significanca P | 0.0083 | 0.0122 | < 0.0001 |<0.0001 |<0.0001 |<0.0001 |<0.0001 |0.0024 |0,0023
Stevilo vzorcev 40 40 40 40 40 40 40 40 40

Povezav med hepcidinom in hematokritom ter hepcidinom in hemoglobinom nismo nasli,
saj je bil Spearmanov koeficient korelacije RHO > 0,05.

Med vsemi drugimi parametri pa smo dokazali, da obstaja statistiéna povezava, saj je bil
Spearmanov koeficient korelacije RHO < 0,05.

Moéno povezavo smo nasli med hepcidinom in feritinom, med hepcidinom in MCH
(povpre€na koli¢ina hemoglobina v eritrocitih), med hepcidinom in MCV (povprecni
volumen eritrocitov) ter med hepcidinom in UIBC (prosta vezalna sposobnost seruma za
zelezo).

Moc¢no negativno povezavo pa smo nasli med hepcidinom in TIBC (celotna vezalna

sposobnost seruma za zelezo).

Srednjo povezanost smo nasli med hepcidinom in MCHC (povprecna koncentracija
hemoglobina v eritrocitih), hepcidinom in odstotkom retikulocitov (Ret %), med
hepcidinom in hemoglobinom v retukulocitih (Ret Hem), hepcidinom in nasi¢enostjo
transferina (Sat Trf) ter med hepcidinom in zelezom III. Med hepcidinom in topnim
transferinskim receptorjem (sTrR), med hepcidinom in eritropoetinom (EPO), med
hepcidinom in delezem hipokromnih eritrocitov (Hipo He) ter med hepcidinom in

feritinskim indeksom pa smo nasli srednjo negativno povezavo.

Sibko povezavo smo nasli med hepcidinom in $tevilom retikulocitov ter nizko negativno

povezavo med hepcidinom in koeficientom variacije volumna eritrocitov (RDW CV).
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4.7 Razlike v koncentraciji hepcidina glede na parametre

Z Mann-Whitneyjevim testom smo preverili, ali prihaja do statisti¢cno pomembnih razlik v
koncentraciji hepcidina pri bolnikih, ki imajo vsebnost hemoglobina v retikulocitih pod 30
pg, in tistimi, ki imajo nad 30 pg. Ugotovili smo, da ne prihaja do statisticno pomembnih
razlik (P = 0,7993, Mann-Whitneyjev test).

Prav tako smo ugotovili, da ne prihaja do statisti¢cno pomembnih razlik v koncentraciji
hepcidina pri bolnikih, ki imajo CRP pod, in tistimi nad Smg/L, saj je bil P vecji od 0,05 (P
= 0,6427, Mann-Whitneyjev test).

Preverili smo tudi, ali so statisti¢cno pomembne razlike v koncentraciji hepcidina pri
bolnikih z nasi¢enostjo transferina pod in nad 20 %, vendar tudi nismo dokazali statisti¢ne
razlike (P = 0.3103, Mann-Whitneyjev test).

Do statisticno pomembnih razlik prihaja v koncentraciji hepcidina pri bolnikih, ki imajo
koncentracijo feritin v serumu pod 200 ug/L, v primerjavi s tistimi, ki ga imajo nad
200ug/L (P = 0,006, Mann-Whitneyjev test) (slika 13).
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Slika 13: Grafi¢na primerjava koncentracije hepcidina bolnikov, ki imajo koncentracijo
feritina v serumu nad 200ug/L (16 preiskovancev) s tistimi, ki imajo koncentracijo feritina
pod 200ug/L (8 preiskovancev), s kvantilnim diagramom
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4.8 Primerjava koncentracije hepcidina med zdravimi, bolniki z anemijo zaradi

pomanjkanja Zeleza in bolniki z anemijo zaradi kroni¢ne ledvi¢ne bolezni

Z Mann-Whitneyjevim testom smo preverili, ali prihaja do statisti¢cno pomembnih razlik v
koncentraciji hepcidina pri treh razliénih populacijah: pri zdravih preiskovancih, bolnikih z
anemijo zaradi znizanega Zeleza in bolnikih z anemijo zaradi kroni¢ne ledvi¢ne bolezni.
Dokazali smo, da med vsemi tremi skupinami prihaja do statisticno pomembnih razlik. Ko
smo primerjali koncentracije hepcidina pri bolnikih z anemijo zaradi pomanjkanja zeleza
ter pri zdravi populaciji, je bil P manjsi od 0,05 (P = 0,0001, Mann-Whitneyjev test). Pri
primerjavi koncentracije hepcidina pri bolnikih z anemijo zaradi kroni¢ne ledvi¢ne
odpovedi in pri zdravih preiskovancih je bila vrednost P = 0,001 (Mann-Whitneyjev test).
Prav tako je bil P = 0,0001 (Mann-Whitneyjev test) pri primerjavi koncentracij hepcidina
bolnikov z anemijo zaradi pomanjkanje Zeleza ter bolnikov z anemijo zaradi kroni¢ne

ledvi¢ne bolezni (slika 14).
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Slika 14: Grafi¢na primerjava koncentracij hepcidina v serumu pri bolnikih, ki imajo 1 —
anemijo zaradi pomanjkanja Zeleza (16 preiskovancev), 2 — anemijo zaradi kroni¢ne

ledviéne bolezni (24 preiskovancev), in 3 — pri zdravih preiskovancih (56 preiskovancev).
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5 RAZPRAVA

Analizno metodo za dolocanje koncentracije hepcidina v serumu smo delno validirali.
Metodi smo dolocili natancnost in obmocje linearnosti. Linearnost smo doloc¢ili od najvisje
koncentracije 13,14 nmol/L do 0,42 nmol/L. Test linearnosti je pokazal dobro ujemanje
med izmerjenimi in dejanskimi vrednostmi. Determinacijski koeficient (R?) je znagal
0,9839. Pri majhnih koncentracijah hepcidina (pod 0,80 nmol/L) pa je bilo ujemanje med
pri¢akovano in dejansko vrednostjo slabse. Odstopanje med njima je bilo pri dveh testnih

vzorcih ve¢je od 30 odstotkov. To je bila nasa meja sprejemljivosti rezultatov linearnosti.

Dolo¢ili smo tudi natan¢nost metode v seriji™ (whitin-run) in "med serijami* (between-
run). Vrednost koeficienta variacije (CV %) pri doloc€itvi ponovljivosti metode dolocanja
koncentracije hepcidina "v seriji " znasa 3,24 odstotka, kar je primerljivo s podatki

proizvajalca (CV v seriji 5,1 odstotka).

Povprecna vrednost koeficienta variacije pri ponovljivosti "med serijami" znaSa 3,15
odstotka, po podatkih proizvajalca pa so te vrednosti visje (CV med serijami 12,7
odstotka).

Za izracun referen¢nih vrednosti smo uporabili vrednosti 56 zdravih preiskovancev ter
dobili referen¢ne vrednosti hepcidina (1,34 do 11, 20) nmol/L. V navodilih proizvajalca je
naveden referen¢ni interval od 0,36 do 14,08 nmoL/L. Njihov S§ir§i interval lahko
pojasnimo s tem, da so izvajali testiranje na populaciji Nemcev, ki se seveda lahko
razlikuje od populacije Slovencev. Smiselno je, da smo postavili svoje referencne

vrednosti in se jih zaradi razli¢éne populacije tudi drZzimo.

Glede na to, da se vrednosti zeleza in hepcidina razlikujejo med moskimi in Zenskami, smo
izracunali referencne vrednosti posebej za moske in zenske ter tudi na ta nacin preverili

analizno metodo hepcidin.

Hepcidin moski = (1,54-11,42) nmol/L

Hepcidin Zenske = (1,24-7,91) nmol/L
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Ugotovili smo, da je mediana koncentracije hepcidina pri moskih statisticno pomembno
vi§ja (5,81 nmol/L) kot pri zenskah (3,29 nmol/L) (P < 0,05, Mann-Whitneyjev test). S tem
smo ponovno dokazali, da je nasa analizna metoda dobra, saj je bilo razliko tudi
pri¢akovati. V rutinski praksi bomo sicer zaenkrat uporabljali referen¢ne vrednosti, ki smo

jih dobili skupno, saj imamo premajhno populacijo zdravih moskih in zdravih Zensk.

Vemo, da tudi spolni hormoni vplivajo na koncentracijo hepcidina, ravno tako cirkadialni
ritem. Zenske imajo niZje vrednosti kot moski, po menopavzi pa se jim koncentacija zvisa.
Koncentracije hepcidina dopoldan so nizje od popoldanskih. Mi tega nismo preverili, saj
smo imeli premajhno skupino, so pa v studiji T. E. Galesloot in sod. (18) to potrdili. Vsem
preiskovancem, tako zdravim kot tudi bolnikom z anemijo zaradi pomanjkanja zeleza in
bolnikom z anemijo zaradi kroni¢ne ledvi¢ne bolezni, Smo odvzeli kri za dolocanje
hepcidina v dopoldanskem ¢asu. Zato se tega drzimo tudi naprej pri rutinski praksi v
laboratoriju in definiramo ¢as odvzema krvi za dolo¢anje koncentacije hepcidina v serumu

v standardni operativni postopek (SOP).

Preverili smo, ali prihaja do statisticno pomembnih razlik v koncentraciji hepcidina pri treh
razli¢nih populacijah: pri zdravih preiskovancih, bolnikih z anemijo zaradi znizanega
Zeleza in bolnikih z anemijo zaradi kronicne ledvi¢ne bolezni. Dokazali smo, da med
vsemi tremi skupinami prihaja do statisti¢cno pomembnih razlik, kar smo tudi pric¢akovali.
Bolniki s kroni¢nimi ledvi¢nimi bolezni imajo mediano koncentracije hepcidina visoko
(Me = 26,46 nmol/L) nad zgornjo referen¢no mejo. To je v skladu s pricakovanji. Hepcidin
se pri bolnikih s kroni¢no ledvi¢no boleznijo iz ledvic ne more izlocati in je zato tako
povecan. Marsikateri bolnik s kroni¢no ledvicno boleznijo ima kljub zdravljenju z
eritropoetinom, pripravki Zeleza in stimulatorjem eritropoeze Se vedno znizano
eritropoezo. Najverjetneje je razlog ravno tako visok hepcidin, ki zavira absorpcijo Zeleza.
Za zdravljenje te anemije bi bilo smiselno razmisljati v smeri antidota hepcidina oziroma

antagonistov hepcidina.

Bolniki z anemijo zaradi pomanjkanja Zeleza imajo serumske koncentracije hepcidina
zmanjsane (Me = 1,26), kar je pod referenénim obmocjem. To smo pric¢akovali, saj imajo

funkcionalno pomanjkanja zeleza, zato je tudi hepcidin nizek.

V nasem primeru se koncentracija hepcidina lepo izkljucuje pri teh treh skupinah

preiskovancev. Problemi pa nastanejo pri lo¢evanju anemije zaradi kroni¢ne bolezni
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(ACD), anemije zaradi pomanjkanja zeleza (IDA) in kombinirane anemije ACD/IDA. V
praksi se uporablja tudi Thomasov plot, ki locuje te anemije na osnovi feritinskega indeksa

in koncentracije hemoglobina v retikulocitih.

Preverili smo tudi povezave koncentracije hepcidina s parametri, ki se v Klini¢ni praksi
uporabljajo za oceno stanja zalog Zeleza in u¢inkovitosti eritropoeze.

Najmoc¢nejso pozitivno povezavo smo nasli med hepcidinom in feritinom, kar se sklada s
podatki iz literature (18). Mo¢no povezavo smo dokazali med hepcidinom in PHE
(povpre¢na koli¢ina hemoglobina v eritrocitih), med hepcidinom in PVE (povprecni
volumen eritrocitov) ter med hepcidinom in UIBC (prosta vezalna sposobnost seruma za
zelezo). To pomeni, da bo ob ve¢ji koncentraciji hepcidina v krvi zaznati tudi vegji feritin,
PHE, PVE, UIBC.

Mocno negativnho povezavo pa smo nasli med hepcidinom in TIBC (celotna vezalna
sposobnost seruma za Zelezo). Navedeno se sklada s podatki iz literature in dejstvom, da
hepcidin znizuje koncentracijo zeleza, sposobnost seruma za vezavo zeleza pa se povisa, ¢e

imamo primankljaj Zeleza.

Srednjo pozitivno povezanost smo naSli med hepcidinom in PKHE (povprecna
koncentracija hemoglobina v eritrocitih), hepcidinom in odstotkom retikulocitov (Ret %),
med hepcidinom in hemoglobinom v retikulocitih (Ret Hb), hepcidinom in nasi¢enostjo

transferina (Sat Tf) ter med hepcidinom in Zelezom.

Med hepcidinom in topnim transferinskim receptorjem (sTrR), med hepcidinom in
eritropoetinom (EPO), med hepcidinom in delezem hipokromnih eritrocitov (Hipo Erci) ter
med hepcidinom in feritinskim indeksom smo nasli srednjo negativno povezavo, torej so

obratno povezani — ob visokem hepcidinu bodo ti parametri nizki.

Nizko povezavo smo nasli med hepcidinom in Stevilom retikulocitov ter nizko negativno

povezavo med hepcidinom in koeficientom variacije volumna eritrocitov (KVVE).

Preverili smo tudi, ali prihaja do statisti¢cno pomembnih razlik v koncentraciji hepcidina pri
bolnikih, ki imajo vsebnost hemoglobina v retikulocitih pod 30, in tistimi, ki imajo nad 30
pg. Ugotovili smo, da ne prihaja do statisticno pomembnih razlik (P = 0,7993, Mann-
Whitneyjev test).
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Prav tako smo ugotovili, da ne prihaja do statisti¢cno pomembnih razlik v koncentraciji
hepcidina pri bolnikih, ki imajo CRP pod, in tistimi nad Smg/L, saj je bil P vecji od 0,05 (P
= 0,6427, Mann-Whitneyjev test).

Preverili smo tudi, ali so statistitno pomembne razlike v koncentraciji hepcidina pri
bolnikih z nasi¢enostjo transferina pod in nad 20 %, vendar tudi nismo dokazali statisti¢ne

razlike (P = 0.3103, Mann-Whitneyjev test).

Do statisticno pomembnih razlik pa prihaja v koncentraciji hepcidina pri bolnikih, ki imajo
feritin pod 200, v primerjavi s tistimi, ki ga imajo nad 200ug/L (P = 0,006, Mann-
Whitneyjev test). Navedeno je v skladu s pricakovanji, saj sta hepcidin in feritin

najmocneje povezana.
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6 SKLEPI

V magistrski nalogi smo delno validirali analizno metodo za dolo¢anje koncentacije

hepcidina v serumu. Preiskavo zakljucujemo s sklepi:

e Dokazali smo, da je metoda primerna za dolo¢anje koncentracije hepcidina v
serumu. Linearnost in ponovljivost metode sta primerljivi s podatki proizvajalca.

Tako smo preiskavo lahko vpeljali v rutinsko prakso.

e Dolocili smo lastne referen¢ne vrednosti za oba spola skupaj, a bi jih bilo smiselno

lo¢iti po spolu na ve¢ji skupini zdravih preiskovancev.

e Koncentracija hepcidina je v primerjavi s skupino zdravih preiskovancev statisticno
znacilno znizana pri bolnikih s sideropeni¢no anemijo in poviSana pri bolnikih s

kroni¢no ledvi¢no boleznijo.

e Koncentracija hepcidina pri bolnikih z anemijo zaradi pomanjkanja zeleza in
bolnikih z anemijo zaradi kroni¢ne ledvi¢ne bolezni mo¢no pozitivno korelira s

koncentracijo feritina, kar je v s skladu s podatki iz literature.

e Koncentracija hepcidina pri bolnikih z anemijo zaradi pomanjkanja zeleza in
anemijo zaradi kroni¢ne ledvi¢ne bolezni je statisticno znacilno povezana tudi s
koncentracijo Fe, sTfR, fer indeksom, sat Tf, TIBC, Hct, PVE, PHE, PKHE, Hipo
Erci, Ret %, Ret in Hb ret.

e Do statisticno pomembnih razlik prihaja v koncentraciji hepcidina pri bolnikih, ki
imajo koncentracijo feritin v serumu pod 200, v primerjavi s tistimi, ki ga imajo
nad 200pg/L.
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