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SAZETAK

Glavni regulator sistemske homeostaze zeljeza je hepcidin, ¢iju sintezu reguliraju status
zeljeza, upalni citokini, eritropoetska aktivnost, hipoksija i anemija. Cilj ovoga rada bio je
ispitati povezanost izmedu serumskog hepcidina i ¢imbenika koji ga reguliraju u skupini
bolesnika s KOPB-om, da bi se ispitalo kako ovi ¢imbenici utje¢u na koncentraciju hepcidina
I osiguravanje opskrbe zeljezom neophodnim za eritropoezu. Hipoteze istrazivanja:
koncentracija hepcidina u serumu bolesnika s KOPB-om promijenjena je u odnosu na
kontrolnu skupinu i mijenja se tijekom egzacerbacije u odnosu na stabilnu fazu bolesti; na

koncentraciju hepcidina u KOPB-u utje¢u upala i/ili hipoksija.

U istrazivanje je bilo ukljuéeno 40 bolesnika s KOPB-om bolesnika i 30 zdravih
ispitanika. U KOPB skupini parametri su longitudinalno praceni u tri vremenske tocke: u
egzacerbaciji, fazi rezolucije 1 stabilnoj fazi bolesti. Svim ispitanicima odredena je
koncentracija hepcidina, pokazatelja statusa Zeljeza (serumsko zeljezo, TIBC, saturacija
transferina, feritin); pokazatelja upale (broj leukocita i neutrofilnih granulocita, 1L-6 i CRP),
eritropoetske aktivnosti (broj retikulocita, topivi transferinski receptori i eritropoetin) i
koncentracija hemoglobina. Svim bolesnicima s KOPB-om odredeni su parcijalni tlak kisika i

saturacija hemoglobina kisikom kao pokazatelji hipoksije.

Serumska koncentracija hepcidina bila je poviSena u egzacerbaciji i stabilnoj fazi
KOPB-a u odnosu na kontrolnu skupinu, te je pozitivno korelirala s IL-6 i CRP-om.
Koncentracija hepcidina je bila pozitivnho povezana s feritinom i negativno s TIBC-om.
Eritropoetska aktivnost, mjerena apsolutnim brojem retikulocita bila je u svim fazama
istrazivanja niza od kontrolne skupine, a negativna povezanost je pokazana u egzacerbaciji.
Koncentracija hepcidina nije bila povezana s parametrima hipoksije. U kontrolnoj skupini
hepcidin je korelirao samo s pokazateljima statusa Zeljeza, negativno s TIBC-om i pozitivno s

feritinom.

Istrazivanje je pokazalo da prisutna sistemska upala i1 poviSena razina IL-6 U
egzacerbaciji i stabilnoj fazi KOPB-a mogu biti odgovorne za opazeni porast koncentracije
hepcidina. Porast koncentracije hepcidina mogao bi biti povezan s restriktivnom eritropoezom
koja se ocituje sniZenim brojem retikulocita u svim fazama istrazivanja, kao i1 snizavanju
koncentracije hemoglobina u stabilnoj fazi bolesti. Dobiveni rezultati pruzaju uvid u

dinamicke promjene metabolizma Zeljeza 1 povezanosti s razinom hepcidina. Sistemska upala



prisutna kod velikog broja bolesnika s KOPB-om jaca kako bolest napreduje, te bi porast

razine IL-6 mogao voditi do daljnjeg porasta koncentracije hepcidina.

Kljuéne rijeci : hepcidin, COPD, interleukin-6, sistemska upala, metabolizam zeljeza



SUMMARY

Background: Hepcidin is the main regulator of systemic iron homeostasis, and its
expression is modulated by iron status, hypoxia, erythroid factors and inflammation. The aim
of this study was to examine a relationship between the level of hepcidin and iron status,
erythropoietic activity, hypoxia, and inflammation in exacerbations, and stable COPD. We
hypothesized that hepcidin concentration is changed compared to the control group and is also
changing in acute exacerbation compared to stable COPD; hepcidin concentration is
substantially influenced by inflammation and/or hypoxia.

Methods: The study included 40 COPD patients and 30 healthy subjects. In COPD
group parameters were longitudinally monitored at three time points: at exacerbation, on
resolution and in the stable disease. We determined concentration of hepcidin and
hemoglobin; parameters of iron status: serum iron, total iron binding capacity (TIBC), ferritin,
and calculated transferrin saturation. Soluble transferrin receptors, reticulocyte number (Rtc),
and regulatory hormone erythropoietin were measured as indicators of erythropoietic activity.
Systemic inflammation was assessed by determination of CRP, IL-6, and number of white
blood cells and neutrophils. In COPD group partial oxygen pressure and haemoglobin oxygen
saturation were determined.

Results: Hepcidin was elevated in exacerbations, and in the stable phase compared to
the control group and we found positive correlations of hepcidin with inflammatory markers
IL-6 and CRP. Hepcidin also correlated positively with ferritin, and inversely with TIBC.
Erythropoietic activity, measured by absolute Rtc number, was significantly reduced in COPD
compared to the control group in all study phases, and negative correlation with hepcidin was
established in exacerbation. In the exacerbation and stable disease hepcidin correlated with
ferritin and TIBC. No correlations were observed with indices of hypoxia. In the control
group, positive associations were observed only with indices of iron status, positive with
ferritin, and negative one with TIBC.

Conclusion: This study shows that elevated values of IL-6 present in exacerbations, and
stabile COPD might be responsible for the observed increased hepcidin level. These might be
associated with restricted erythropoiesis as shown by lower number of reticulocytes, and
decreased level of haemoglobin at the stable phase. The results obtained might provide new
insights into dynamic changes of iron metabolism, and its relation to hepcidin level in COPD.
Systemic inflammation present in majority of COPD patients increases over time as disease

progresses so raising of IL-6 level could lead to further up-regulation of hepcidin.
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1.UVvOD

1.1. HOMEOSTAZA ZELJEZA
1.1.1. Uloga Zeljeza u organizmu

Zeljezo je esencijalni element ukljuéen u veliki broj bioloski vaznih reakcija koje se
odvijaju u svakoj stanici. Vazna je komponenta brojnih hemoproteina ukljucujuéi transportne
proteine kisika 1 razli¢ite enzime (Tablica 1) (1-3). Tijelo odrasle osobe sadrzi 3-5 g Zeljeza
(oko 45 mg/kg Zene, oko 55 mg/kg muskarci). Najveci dio zeljeza (60-70 %) ugraden je u
hemoglobin cirkulirajucih eritrocita, a oko 20-30 % nalazi se u obliku feritina i hemosiderina
u hepatocitima i makrofagima retikulo-endotelnog sustava (RES) kao rezervno zeljezo.
Preostali dio zeljeza u tijelu nalazi se u mioglobinu u misi¢ima ili je ugraden u razliCite
stani¢ne enzime (3). Za plazmatski transportni protein transferin vezano je 3 mg Zeljeza, ali je
ovaj transportni odjeljak vrlo dinami¢an 1 izmjeni se oko deset puta u

24 sata (Slika 1).

Tablica 1. Proteini koji sadrze Zeljezo.

PROTEINI KOJI SADRZE ZELJEZO

Hemoproteini koji transportiraju kisik (hemoglobin, mioglobin, neuroglobin)

Enzimi koji sadrze hem (citokromi, katalaza, peroksidaza, NO sintaza)

Enzimi koji sadrze Fe-S (akonitaza, ferokelataza)

Proteini koji sudjeluju u transportu Zeljeza (transferin)

Proteini koji imaju ulogu u pohranjivanju Zeljeza (feritin — citoplazmatski i mitohondrijski
oblik, hemosiderin)

Najvece potrebe za Zeljezom imaju eritroblasti u kosStanoj srzi, te se vecina cirkulirajuceg

Zeljeza upotrebljava za sintezu hemoglobina u eritroblastima.



TKIVA

Prekursori
eritrocita
KOSTANA SRZ
0.5-2gFe L= &
HPATITI 18-20 mg Mihofagi - slezena
A Fe/dan
v
NTBI S Fe,Tf
3mg
CIRKULACUA ERITROCITI
1-2mg
Duodenalni
DUODENUM enterociti

Slika 1. Distribucija zeljeza u organizmu. Tijelo odrasle osobe sadrzi 3-5 g Zeljeza. U
hepatocitima i makrofagima RES-a kao rezervno Zeljezo nalazi se 0,5-2 g zeljeza. Za sintezu
hemoglobina dnevno se utrosi 18-20 mg Zeljeza. NTBI (engl. non transferrin bind iron), Tf
(transferin).

Poremecaji homeostaze zeljeza ubrajaju se medu najce$ce bolesti ljudi (4). lako je
zeljezo cetvrti element po zastupljenosti u zemljinoj kori, njegova je bioraspoloZzivost vrlo
mala, te je unato¢ niskim dnevnim potrebama nedostatak Zeljeza najceS¢i nutricijski
poremecaj u svijetu (5, 6). Na suprotnom kraju spektra poremecaja metabolizma Zeljeza
nalaze se poremecaji nakupljanja Zeljeza koji predstavljaju heterogenu skupinu nasljednih i
stecenih poremecaja. Hereditarna hemokromatoza Cesta je nasljedna metabolicka bolest u
sjevernoj Europi (7). Akumuliranje suviSnog zeljeza u organizmu vodi do oSteenja jetre,
srca, guSteraCe 1 drugih organa. Osim sistemskih poremecaja homeostaze Zeljeza u nekim
bolestima vaznu ulogu igra poremecaj homeostaze zeljeza na lokalnoj razini. Odlaganje
suviSka Zeljeza u neuronima povezano je s pojavom nekih neurodegeneracijskih poremecaja
poput Parkinsonove bolesti, Alzheimerove bolesti, Friedrichove ataksije (8, 9). Nakupljanje
zeljeza u mitohondrijima karakteristika je sideroblasticnih anemija, eritropoetske
protoporfirije i sindroma mijelodisplazije (10). Nadalje, poremeceno recikliranje Zeljeza
posredovano jetrenim hormonom hepcidinom vodi do nastanka druge po ucestalosti anemije —

anemije kroni¢ne bolesti (AKB) (11).



1.1.2. Apsorpcija Zeljeza

Tijelo koristi zeljezo vrlo racionalno. Vecinu dnevnih potreba za Zeljezom osiguravaju
makrofagi RES-a koji recikliraju 10-20 puta vecu koli¢inu Zeljeza od one koja se apsorbira u
crijevima. Zeljezo se iz organizma gubi ljuitenjem epitelnih stanica koZe te stanica crijevnog
epitela. Muskarci gube oko 1 mg Zeljeza dnevno, dok Zene tijekom reprodukcijske dobi gube
dvostruku koli¢inu zeljeza zbog menstrualnog krvarenja. Kod zdravih ljudi u crijevima se
apsorbira 1-2 mg zeljeza na dan ¢ime se kompenzira dnevni gubitak. Zahtjevi tijela za
zeljezom rastu tijekom adolescencije zbog naglog rasta kao i tijekom trudnoée zbog
povecavanja volumena krvi i zahtjeva fetusa (12). Optimalni dnevni unos Zeljeza prehranom

je oko 8-10 mg.

Apsorpcija Zeljeza se odvija u duodenumu i donjem dijelu jejunuma i predstavlja
kompleksan proces koji ukljucuje niz membranskih proteina koji transportiraju Zeljezo kroz
apikalnu membranu enterocita, proteine koji transportiraju zeljezo preko bazolateralne
membrane enterocita te proteine koji mijenjaju redoks stanje Zzeljeza i tako sudjeluju u
transportu (Tablica 2; Slika 2).

Tablica 2. Proteini koji sudjeluju u apsorpciji zeljeza ili mijenjaju redoks stanje Zeljeza.

PROTEINI UKLJUCENI U APSORPCIJU ZELJEZA

Transporter dvovalentnih metala 1 (eng. divalent metal transporter 1, DMT-1) -
posreduje u transportu dvovalentnih metalnih kationa na apikalnoj membrani duodenalnih
enterocita i membrani endosoma (13, 14)

Feroportin — posreduje u transportu dvovalentnog Zeljeza iz stanice (15, 16)

HCP1 (engl. heme-carrier protein 1) - omogucuje apsorpciju hemske skupine kroz apikalnu
membranu enterocita (2, 17)

Integrin-mobilferin kompleks — posreduje u transportu trovalentnog zeljeza kroz apikalnu
membranu duodenalnih enterocita (18, 19)

PROTEINI KOJI MIJENJAJU REDOKS STANJE ZELJEZA

Duodenalni citokrom B (DyctB) — posreduje u redukciji trovalentnog zeljeza iz hrane na
apikalnoj membrani duodenalnih enterocita (20, 21)

Ceruloplazmin — posreduje u oksidaciji dvovalentnog zeljeza prilikom otpustanja iz
stanice (22, 23)

Hefestin - membranski vezana feroksidaza, mijenja redoks stanje Zeljeza prilikom
transporta zeljeza kroz bazolateralnu membranu enterocita (24)

Hem oksigenaza 1 (HO-1) - katalizira otpustanje zeljeza iz protoporfirinskog prstena
tijekom razgradnje hema (25)




MAKROFAGI

CIRKULACUA

ENTEROCITI

Slika 2. Apsorpcija Zeljeza u crijevima i recikliranje Zeljeza iz makrofaga retikulo-endotelnog
sustava. Crlp (ceruloplazmin), DMT-1 (transporter dvovalentnih metala 1), DyctB
(duodenalni citokrom B), Fer (feritin), Fpn (feroportin), HCP-1 (engl. heme-carrier protein 1),
HO-1 (hem oksigenaza 1), LIP (labilni odjeljak zeljeza), Tf (transferin).

Zeljezo je u hrani prisutno u dva oblika, kao anorgansko i hemsko Zeljezo. Anorganski
oblik je dominantan oblik Zeljeza u prehrani te ¢ini oko 90 % ukupne koli¢ine Zeljeza.
Hemsko Zeljezo predstavlja samo 10 % dijetalnog Zeljeza, ali unato¢ maloj zastupljenosti
predstavlja bioloski dostupni izvor ¢ija je apsorpcija znacajno ucinkovitija od apsorpcije
anorganskog zeljeza jer na nju ne utjecu sastojci hrane koji znacajno umanjuju apsorpciju

anorganskog oblika (26, 27).



Apsorpcija anorganskog Zeljeza

Najveéi dio anorganskog zeljeza u prehrani nalazi se u trovalentnom obliku i prije
apsorpcije mora se reducirati u dvovalentni oblik djelovanjem ferireduktaze, duodenalnog
citokroma B (DyctB) na Cetkastom rubu duodenalnog epitela (20). Dvovalentno Zeljezo se
zatim transportira kroz apikalnu membranu enterocita u citoplazmu preko transportera
dvovalentnih metala 1 (engl. divalent metal transporter 1, DMT-1) (28). DMT-1 ne posreduje
samo u transportu zeljeza, ve¢ i ostalih dvovalentnih metalnih kationa ukljucujuéi cink,
magnezij i bakar, iako mu je primarna fizioloSka uloga transport Zeljeza (28, 29). Ekspresija
ovog transportnog proteina dokazana je i na membrani endosoma gdje posreduje u transportu
zeljeza iz endosoma u citoplazmu stanice tijekom transferinskog ciklusa (1). Neka istrazivanja
su pokazala da DMT-1 ima ulogu u transportu zeljeza koje nije vezano za transferin (engl.

non transferrin bounded iron, NTBI) u stanice, osobito u stanjima nakupljanja zeljeza (30).

Transport trovalentnog Zeljeza u duodenumu odvija se odvojenim, manje ispitanim
putom. Trovalentno Zeljezo apsorbira se integrin-mobilferin putom koji posreduje samo u
transportu trovalentnog Zeljeza, ali ne i drugih nutricijski vaznih metala (18, 31). Ovaj put
ukljuuje nekoliko proteina: mobilferin, beta-3-integrin i flavin-monooksigenazu
(Slika 2) (32, 33). Flavin-monooksigenaza ima ulogu ferireduktaze. U stani¢nom citosolu ovi
proteini su povezani u veliki proteinski kompleks nazvan paraferitin (19). Western blot
analiza paraferitina pokazala je da ovaj kompleks sadrzi beta-2-mikroglobulin i DMT-1.
Prisutnost znatne koli¢ine DMT-1, mobilferina i hefestina u citoplazmi stanica ukazuje na

mogucu ulogu ovih proteina u unutarstani¢cnom transportu zeljeza.

Apsorpcija hemskog Zeljeza

Transport hema kroz bioloske membrane nije nuzan samo za apsorpciju u crijevima, vec
1 za stani¢ni promet Zeljeza. Sinteza hema djelomicno se odvija u mitohondriju nakon cega se
hem mora transportirati u endoplazmatski retikulum da bi se vezao na proteine. Hem je
takoder ukljucen u transkripcijsku regulaciju nekih gena te se zbog toga mora transportirati u
stani¢nu jezgru (34). Ranija istrazivanja su pokazala da se intaktna skupina hema na apikalnoj
membrani enterocita apsorbira posredovanjem HCP-1 (engl. heme-carrier protein 1) Cija je
znaajna ekspresija dokazana u duodenumu (2, 35). U enterocitima se Zeljezo otpusta iz
protoporfirinskog prstena djelovanjem hem oksigenaze 1 (HO-1). Nakon toga, dva oblika

zeljeza, anorgansko i hemsko Zzeljezo, dijele jedinstveni put — ulaze u citosolni odjeljak



anorganskog Zeljeza u enterocitima (Slika 2). Novija istrazivanja su pokazale da je fizioloski
supstrat za HCP-1, koji se sada naziva HCP-1/PCFT (engl. proton coupled folate transporter,
PCFT), folat iako ovaj transportni protein moze transportirati i hem, ali sa znatno manjim

afinitetom. Tako transportni mehanizam hema u crijevima ostaje nerazjasnjen (36).

Transport Zeljeza unutar stanice

Nakon ulaska zeljeza u enterocite preko apikalne membrane ono moze biti pohranjeno u
obliku feritina ili transportirano preko bazolateralne membrane u cirkulaciju. Enterociti koji
apsorbiraju Zeljezo obavljaju svoju funkciju svega dva dana i zatim bivaju odljusteni u lumen
crijeva. Stoga se ljuStenjem intestinalnog epitela zeljezo koje nije transportirano iz enterocita
u cirkulaciju gubi iz organizma. Zbog toga transport zeljeza preko bazolateralne membrane
enterocita koji posreduje feroportin odreduje da li ¢e zeljezo uéi u organizam ili nece. Da bi se
transportiralo kroz bazolateralnu membranu Zeljezo se prvo mora transportirati Kroz
citoplazmu do mjesta transporta. Transport Zeljeza kroz citoplazmu predstavlja najmanje
poznat korak apsorpcije Zeljeza. Postoje dva moguca mehanizma transporta koji se
medusobno ne iskljucuju: transport zeljeza posredovan proteinskim $aperonima i transcitozom
(37). Iako detalji molekularnog mehanizma nisu u potpunosti razjasnjeni, citosolni monotiol
glutaredoksini i poli(rC)-vezu¢i proteini mogli bi djelovati kao Saperoni Zeljeza

predstavljajuéi osnovni stani¢ni mehanizam transporta zeljeza (38-40).

Bazolateralni transport Zeljeza

Feroportin predstavlja jedini do danas poznati protein koji transportira Zeljezo iz
stanica (15, 41, 42). Topologija feroportina nije u potpunosti razjasnjena kao ni broj
transmembranskih  domena. Feroportin prema razli¢itim modelima ima 9-12
transmembranskih domena. Ekspresija ovog proteina dokazana je u svim tkivima koja
transportiraju Zeljezo u plazmu: bazolateralnoj membrani duodenalnih enterocita, membrani
makrofaga RES-a, hepatocitima, stanicama placente. Mutacije u genu za feroportin uzrok su
hemokromatoze tipa IV (16). Transport Zeljeza kroz bazolateralnu membranu zahtjeva
oksidaciju dvovalentnog u trovalentno zeljezo posredovanjem feroskidaze hefestina u
duodenumu ili ceruloplazmina u drugim tkivima (Slika 2) (22, 24). Budu¢i da osigurava
koordinaciju izmedu apsorpcije Zeljeza, njegovog koriStenja i pohrane u rezervama, transport
zeljeza posredovan feroportinom strogo je kontroliran. Regulacija feroportina je vrlo sloZena i

odvija se na transkripcijskoj, posttranskripcijskoj i posttranslacijskoj razini.



Medu najvaznijim fizioloSkim signalima za povecanu apsorpciju zeljeza su hipoksija
i anemija. Hipoksija vodi do znacajnih promjena u transkripciji mnogih gena, pa tako i gena
ukljuc¢enih u metabolizam zeljeza. Temelj odgovora na hipoksiju je stabilizacija ¢lanova HIF
(engl. hypoxia inducible factor) obitelji transkripcijskih faktora. U normalnim uvjetima HIF I a
1 HIF2a su citosolni proteini koje razgraduju proteasomi. Signal za njihovu razgradnju je
hidroksilacija prolinskih ostataka HIF-a. Hidroksilaciju prolina posreduju Zzeljezo,
oksoglutarat i o kisiku ovisne prolil-hidroksilaze. U odsutnosti ovih molekula ne dolazi do
hidroksilacije HIF1a 1 HIF2a i1 njihove razgradnje te se oni nakupljaju u jezgri, vezu se s
HIF1pB formirajuéi aktivni transkripcijski faktor. Promotorska regija gena za feroportin sadrzi
HRE (engl. HIF responsive elements), te se u hipoksiji povecava transkripcija ovog gena.
Povecana eritropoetska aktivnost takoder povecava razinu mRNA za feroportin. Transkripciju
feroportina nadalje induciraju Zeljezo, hem i drugi prijelazni metali §to ukazuje na mogucéu
fiziolosku ulogu ovog transportera 1 u transportu drugih prijelaznih metala. Upala takoder
moze utjecati na transkripciju feroportina. Injekcija lipopolisaharida kod miSeva i Stakora
rezultirala je smanjenom transkripcijom feroportina u slezeni i crijevima, a uc¢inak na
transkripciju feroportina nije bio ovisan o nekom specifi¢cnom citokinu (43). Transkripcijska

regulacija feroportina razlikuje se u razlic¢itim tipovima stanica (44).

Na posttranskripcijskoj razini feroportin je reguliran IRE/IRP (engl. iron responsive
elements/iron responsive proteins) sustavom. Glasnicka RNA za feroportin (Fpnl) ima IRE u
svojoj 5°-UTR (engl. 5'- untranslated region). Analizom transkripta iz mis$jeg duodenuma i
eritroblasta kao i humanih eritroblasta identificiran je transkript koji u svojoj strukturi nema
IRE u 5-UTR i nazvan je Fpnlp. Translacija Fpnlf nije osjetljiva na koncentraciju
zeljeza (45, 46). U duodenumu je Fpnlp Cinio 25 % ukupnog Fpnl, ali je njegov udio bio
puno veci u eritroblastima. Autori su zakljucili da bi Fpnlf mogao omoguciti enterocitima
izbjegavanje represije translacije djelovanjem IRE/IRP sustava u uvjetima nedostatka Zeljeza

(47).

Glavni regulator ekspresije feroportina na posttranslacijskoj razini je hepcidin.
Vezanje hepcidina za feroportin inducira internalizaciju ovog transportera ¢ime se regulira
broj molekula feroportina. Rezultati istrazivanja Zhanga i suradnika pokazali su da hepcidin
moze regulirati ekspresiju feroportina i na povrsini eritroidnih prekursora i zakljucili da ta
¢injenica ima vazne fizioloSke implikacije. Budu¢i da vezanje hepcidina za feroportin
uzrokuje njegovo uklanjanje s povrSine stanicne membrane, u eritroblastima feroportin moze

biti aktivan samo u stanjima nedostatka Zeljeza kada je plazmatska koncentracija hepcidina



snizena. Kada zeljeza ima dovoljno smanjena ekspresija feroportina omogucava
eritroblastima zadrzavanje dovoljne koli¢ine Zeljeza koja im je potrebna za sintezu
hemoglobina, dok u uvjetima nedostatka Zeljeza eritroblasti daju prioritet drugim tkivima
kako ne bi doslo do teskog nedostatka zeljeza u tim tkivima. Budu¢i da eritroblasti koriste
najveci dio dnevnih potreba za Zeljezom, vise od 80 % transferinskih receptora tipa 1 (TfR1)
in vivo nalazi se na eritroblastima, stoga je u stanjima nedostatka Zeljeza za organizam
korisnije smanjiti eritropoetsku aktivnost i prepustiti zeljezo vitalnim organima kao §to su srce
ili mozak. Ovime se moze objasniti 1 zasto je sideropeni¢na anemija Cesto prvi jasni znak

nedostatka Zeljeza (48).

Hepcidin je jedini do sada identificirani ligand koji inducira internalizaciju
feroportina, ali istrazivanja su pokazala da se internalizacija moze dogoditi i neovisno o
hepcidinu. Tako je u makrofagima i neuronima gubitak funkcionalnog ceruloplazmina
rezultirao uklanjanjem feroportina. Internalizacija feroportina zbog nedostatka ceruloplazmina

bila je neovisna o hepcidinu (49, 50).

1.1.3. Transferin i transferinski ciklus
Plazmatski transport Zeljeza

Plazmatski odjeljak Zeljeza vezanog za transferin funkcionira kao prijelazni odjeljak
kroz koji cirkulira oko 20 mg Zeljeza na dan (51). Princip transporta Zeljeza odreden je
njegovim kemijskim osobinama. Vezanje zeljeza za transferin, glavni transportni protein
zeljeza u cirkulaciji, osigurava topivost, smanjuje reaktivnost te tako omogucava sigurnu i
kontroliranu dostavu Zeljeza svim stanicama u organizmu. Transferin je serumski glikoprotein
molekulske mase oko 75-80 kDa. Molekula se sastoji od dvije globularne domene od kojih
svaka sadrzi specificno vezno mjesto za jedan ion trovalentnog zeljeza. Afinitet molekule
transferina za Zeljezo kod fizioloskog pH izrazito je visoki, stoga je gotovo svo zeljezo u
cirkulaciji vezano za transferin (52). U uvjetima nakupljanja Zeljeza u plazmi se moze
dokazati frakcija Zeljeza koje nije vezano za transferin (engl. non-transferin binding iron,
NTBI). Ovaj pojam se odnosi na sve oblike Zeljeza u cirkulaciji vezane za druge molekule
osim za transferin. Zeljezo je za ove molekule vezano zna¢ajno manjim afinitetom. Ovaj oblik
zeljeza je vrlo reaktivan te moze katalizirati Fentonov tip reakcije. NTBI je frakcija koja u
uvjetima povecane saturacije transferina najvise doprinosi nakupljanju zeljeza u hepatocitima

1 moze slobodno u¢i u stanice te se smatra pokazateljem toksi¢nosti zeljeza (53, 54).



Ulazak zZeljeza u tkivne stanice

Zeljezo se u stanice prenosi endocitozom posredovanom transferinom u takozvanom
transferinskom ciklusu. U fizioloskim uvjetima transferinski ciklus omoguéava kontroliranu
dostupnost zeljeza svim stanicama buduc¢i da pojedine stanice mogu uc¢inkovito kontrolirati

ulazak Zeljeza reguliranjem ekspresije TfR1 s obzirom na vlastite potrebe.

Do sada su opisana dva tipa funkcionalno razli¢itih transferinskih receptora, TfR1 i
transferinski receptori tipa 2 (TfR2). lako TfR1 i TfR2 mogu vezati i endicitozom unijeti
zeljezo u stanicu, razlicit afinitet ovih receptora za transferin i ekspresija u razli¢itim tkivima
ukazuje na njihovu razli¢itu funkciju. Ekspresiju TfR1 pokazuju sve stanice, ali se razina
ekspresije znacajno razlikuje (21). Visoku razinu ekspresije pokazuju nezrele eritroidne
stanice, stanice koje se brzo dijele (normalne i maligne), te tkivo placente. TfR1 je
transmembranski glikoprotein molekulske mase 90 kDa, sastoji se od dviju identi¢nih
podjedinica povezanih disulfidnom vezom. Svaka podjedinica posjeduje jedno vezno mjesto
za transferin. Transferin koji ima vezana dva iona trovalentnog Zeljeza ima veci afinitet za
vezanje na TfR1 od transferina koji ima jedan vezani ion zeljeza $to povecava ucinkovitost
stani¢nog transporta Zzeljeza posredovanog transferinom. Osim membranskog TfR1, u
cirkulaciji je dokazano prisustvo topivih transferinskih receptora (STfR). Ovaj oblik
predstavlja topivi fragment izvanstani¢éne domene ovog receptora koji se otpusta u cirkulaciju
proteolitickim kidanjem na C-kraju proteinske molekule TfR1. Jedno istrazivanje je pokazalo
da je otpustanje sTfR-a regulirano vezanjem njegovog liganda transferina (55). Koncentracija
sTfR-a u plazmi odraz je eritropoetske aktivnosti kao i dostupnosti funkcionalnog Zeljeza jer
se u stanjima snizene dostupnosti zeljeza povecava ekspresija TfR1 kako bi stanica osigurala

Sto vecu koli¢inu Zeljeza.

Ekspresiju TfR2 pokazuju hepatociti, hematopoetske stanice te duodenalne stanice
kripta, a njegova se ekspresija preklapa s ekspresijom HFE (eng. hereditary hemochromatosis
protein). TfR2 se veze za HFE 1 transferin, ali su domene interakcije HFE s TfR2 razli¢ite od
domena interakcije s TfR1. Pretpostavlja se da je interakcija TfR2/HFE vaZzna za
transkripcijsku regulaciju hepcidina posredovanu transferinom (56-60). Eritroidni TfR2 veze
se na 1 stabilizira receptor za eritropoetin na povrsini eritroblasta 1 vazan je za kontrolu
stvaranja eritrocita u stanjima nedostatka zeljeza (61). Nedavno su in vitro istrazivanja
pokazala da postoji i topivi oblik ovog receptora — sTfR2 ¢ije je nastajanje regulirano

saturacijom transferina. Vezanje holotransferina, transferina koji ima vezana dva iona



trovalentnog zeljeza, za TfR2 inhibira otpuStanje topive forme dok se ono povecava u

nedostatku vezanja liganda kako u stanicama hepatoma tako i u eritroidnim stanicama (62).

Transferinski ciklus

Vezanjem holotransferina za TfR1 na povrSini stanice zapoCinje stvaranje endosoma
posredovano klatrinom i transferinski ciklus. Djelovanjem protonske pumpe na membrani
endosoma dolazi do zakiseljavanja njegovog sadrzaja Sto vodi do konformacijskih promjena
transferina i TfR1 te rezultira otpusStanjem zeljeza (63). Trovalentno Zzeljezo se reducira
djelovanjem ferireduktaze STEAP3 (eng. six transmembrane prostate protein 3) i Zeljezo se
transportira preko membrane endosoma u citoplazmu posredovanjem DMT-1 (64). Molekula
apotransferina (transferin na koji nije vezano Zeljezo) vraca se na povrSinu stanice i otpusta u
cirkulaciju, ¢ime zavrSava transferinski ciklus (Slika 3). Transferin u cirkulaciji moze
ponovno vezati zeljezo, a TfR1 molekule transferina. Tijekom svog vijeka transferin sudjeluje

u 100-200 ciklusa transporta zeljeza.

Apotransferin .
~ Holotransferin

Fe3+

—J =% ';,.,:'
o

Stani¢na Udubine presvucene
membrana

klatrinom

HEM
FERITIN

Membrana endosoma

Slika 3. Transferinski ciklus.

Transferinski ciklus posreduje u reguliranom usku zeljeza u stanice u skladu s njihovim
potrebama. TfR1(transferinski receptor tipa 1), DMT-1 (transporter dvovalentnih metala 1).
Preuzeto i prilagodeno prema Elliottu RL i suradnicima (65).
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U normalnim okolnostima transferinski ciklus je glavni put ulaska Zeljeza u stanice, ali
u uvjetima patoloskog nakupljanja zeljeza dolazi do zasi¢enja veznih mjesta na transferinu i u

cirkulaciji se pojavljuje NTBI koje moze uéi u stanice putovima neovisnim o transferinu (54).

Nakon transporta u stanicu zeljezo ulazi u takozvani "labilni odjeljak Zeljeza” (engl.
labile iron pool, LIP). Ovaj odjeljak saCinjava zeljezo koje je slabim afinitetom vezano za
druge molekule: citrat, ATP, aminokiseline, askorbinsku kiselinu. Nedavno istrazivanje je
ustanovilo da je glavna komponenta ovog odjeljka dvovalentno zeljezo vezano za glutation
(66). LIP predstavlja <5 % ukupnog stani¢nog zeljeza (67). Ovaj dinamicni odjeljak
opskrbljuje Zeljezom mitohondrije koji ga koriste za sintezu hema i enzima koji sadrze Fe-S
ili se koristi za sintezu citosolnih proteina koji sadrze ovaj element. Koli¢ina Zeljeza koja
prelazi potrebe stanice za sintezu hema 1 ostalih proteina koji sadrze zeljezo pohranjuje se u
obliku feritina da bi se smanjila koli¢ina slobodnog Zeljeza, jer je LIP odjeljak sposoban

katalizirati Fentonov tip reakcije (68).

Nedavno istrazivanje je otkrilo dvostruku ulogu glikolitickog enzima gliceraldehid-3-
fosfat dehidrogenaze (GAPDH) kao membranski vezanog i topivog receptora koji omogucéava
alternativni put unosa transferinskog zeljeza u stanice kada postoji povecana potreba stanica

za zeljezom (69).

1.1.4. Rezervno Zeljezo: feritin i hemosiderin

Zeljezo se u organizmu nalazi pohranjeno u hepatocitima i Kupfferovim stanicama u
jetri u obliku feritina 1 hemosiderina. Kada je koli¢ina Zeljeza u stanici ve¢a od njenih potreba,
suvisno Zeljezo se pohranjuje u bioloski dostupnom obliku, u molekulu feritina, ¢ime se
stanica $titi od potencijalno toksi¢nih reakcija kataliziranih Zeljezom (70). Tako feritin u
stanici ima dvostruku ulogu: detoksikacije i pohranjivanja. Molekulu feritina sacinjavaju 24
podjedinice dvaju razli¢itih tipova: H (eng. heavy ili heart Mrs21 000 Da) i L (engl. light ili
liver Mr~19 000 Da) koje formiraju kuglastu strukturu. Omjer H i L podjedinica u molekuli
feritina razlikuje se ovisno o tipu tkiva. Pohranjivanje zeljeza u feritin zahtjeva feroksidaznu
aktivnost koja se pripisuje H podjedinici, dok L podjedinica ima ulogu u mineralizaciji (71).
Molekula feritina ima Mr~450 000 Da i moze akumulirati oko 4500 atoma zeljeza (29).
Zeljezo iz feritina stanica koristiti kada je ono potrebno, ali toéni molekularni mehanizmi

otpustanja zeljeza iz molekule feritina jos nisu u potpunosti razjasnjeni (72-74).
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Iako se vecina feritina nalazi u citoplazmi, mala frakcija je nadena i1 u jezgri nekih
stanica. Pretpostavlja se da feritin u jezgri ima ulogu dostavljanja zeljeza nekim enzimima ili
transkripcijskim faktorima Cija aktivnost ovisi o Zeljezu, ali bi mogao imati i ulogu u zastiti
DNA od oksidacijskog oStecenja uklanjanjem slobodnog zeljeza (75, 76). Nedavno je
otkriven i mitohondrijski oblik feritina. Mitohondriji su organele u kojima se sintetizira hem
kao 1 proteini koji sadrze Fe-S skupinu. Budu¢i da nedostatak Zeljeza kao i suviSak remete
metabolic¢ku 1 respiracijsku aktivnost mitohondrija, homeostaza Zeljeza u mitohondriju mora

biti pod strogom kontrolom (77).

Dok se vecina feritina nalazi u stanicama, mala koli¢ina feritina nalazi se u cirkulaciji.
Porijeklo i nac¢in sekrecije feritina nisu u potpunosti poznati, ali biofizikalne osobine ukazuju
na aktivnu sekreciju lizosomalnim sekrecijskim putom (78, 79). Plazmatski feritin gotovo i ne
sadrzi zeljezo i njegova bioloska funkcija nije razjasnjena. Neki autori ukazuju na ulogu
feritina u uklanjanju slobodnog Zeljeza, ali je moguce da ima i ulogu modulatora upale (27).
Izvanstani¢ni feritin moze imati funkciju transportera koji osigurava zeljezo tkivima (80, 81).
Koncentracija plazmatskog feritina koristi se kao indikator rezervi zeljeza pri ¢emu
plazmatska koncentracija feritina od 1 pg/L odgovara 8-10 mg tkivnih rezervi
zeljeza (82, 83).

Drugi oblik rezervnog zeljeza u stanicama je hemosiderin, netopivi produkt nepotpune
lizosomalne razgradnje feritina. U stanjima nakupljanja Zeljeza hemosiderin postaje
dominantan oblik rezervnog Zeljeza. U fizioloSkim stanjima hemosiderin nije u¢inkovit donor
zeljeza, te ima zaStitnu ulogu. U stanjima upale i hipoksije mozZe biti izvor Zeljeza, te

katalizirati stvaranje slobodnih radikala i ostecenje tkiva (84).

12



1.1.5. Sistemska homeostaze Zeljeza

Budu¢i da nije poznat nacin reguliranog izlucivanja Zzeljeza, sadrzaj zeljeza u
organizmu regulira se strogom kontrolom njegove apsorpcije. Crijevna sluznica odgovara na
promjene u statusu Zzeljeza, tkivnu hipoksiju, upalne signale i time prilagodava razinu
apsorpcije. Apsorpcija se povecava kada u organizmu nedostaje zeljeza i smanjuje u stanjima
njegovog nakupljanja. Zbog esencijalne uloge duodenalne apsorpcije zeljeza u sistemskoj
homeostazi zeljeza, ona je regulirana viSestrukim, medusobno povezanim regulacijskim
putovima: (a) regulacijom stanicne homeostaze Zzeljeza posredovanom IRE/IRP; (b)
transkripcijskom regulacijom posredovanom HIF2a (eng. hypoxia inducible factor 2a);
(c) regulacijom sistemske homeostaze Zeljeza posredovanom hepcidinom. Ovi mehanizmi
reguliraju homeostazu zeljeza na razli¢itim razinama, a interakcija i kooperacija ovih

mehanizama omogucava finu regulaciju homeostaze Zeljeza in vivo (85).

Uloga sistemske homeostaze pociva na koordiniranoj regulaciji intestinalne
apsorpcije zeljeza 1 njegovog recikliranja iz RES-a i rezervi u hepatocitima. Glavni cilj
regulacije je osiguravanje dovoljne koli¢ine Zeljeza za eritropoezu te osiguravanje stabilne

sredine u kojoj svaka stanica prilagodava ulazak Zeljeza vlastitim potrebama.

Regulacija stanicne homeostaze Zeljeza posredovana IRE/IRP

Nedostatak Zeljeza kao i1 njegovo nakupljanje Stetno je za stanicu, stoga ulazak,
pohranjivanje, distribucija unutar stanice kao i transport iz stanice moraju biti dobro
kontrolirani. Nakupljanje suviSnog Zeljeza u stanici mozZe dovesti do oksidacijskog stresa 1
oSte¢enja stani¢nih molekula (DNA, proteina i lipida) djelovanjem reaktivnih vrsta kisika.
Sustav IRE/IRP registrira stani¢nu razinu zeljeza i koordinira ove procese predstavljajuci

osnovni sustav regulacije stanicnog metabolizma zeljeza.

IRP1 je svestran citosolni Fe-S protein. Kada je stani¢ni sadrzaj zeljeza dovoljan
IRP1 djeluje kao citosolna akonitaza i nema sposobnost vezanje za RNA (86). IRP2
funkcionira isklju¢ivo kao protein koji se veze za RNA te u prisutnosti Zeljeza dolazi do
njegove razgradnje dok se u odsutnosti zeljeza veze za IRE. Ablacija gena za IRP1 i IRP2 je
pokazala da IRP2 ima dominantan znacaj u homeostazi zeljeza (87). Ovi proteini vezu se
specificno na regije RNA koje imaju konformaciju petlje (eng. stem loops), poznate kao IRE i
posttranskripcijski modificiraju ekspresiju proteina ukljuenih u metabolizam Zeljeza.

Vezanje IRE-IRP ima dva razli¢ita u¢inka ovisno o lokaciji IRE obzirom na kodirajucu regiju.
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Vezanje IRP za IRE u 3" UTR (engl. untranslated region) stabilizira transkript i sprjecava
razgradnju mRNA povecavajuci translaciju mRNA i sintezu proteina. Vezanje IRP u podrucju
5’-UTR rezultira represijom translacije, sprjeCavanjem vezanja mRNA za ribosome i tako
smanjuje sintezu proteina (Slika 4). Na ovaj nacin Zeljezo modulira sintezu razli¢itih proteina
ukljucenih u metabolizam zeljeza, sintezu hema i ciklus limunske kiseline. IRE u 5°-UTR
mRNA sadrze mRNA za feritin, feroportin, 5-aminolevulinat sintetazu i HIF2a, dok IRE u
3’-UTR sadrze mRNA za TfR1 i DMT1. Nedavno je identificirano 35 mRNA koje vezu IRP1
ili IRP2 (88).

STANICNI NEDOSTATAK ZELJEZA DOVOLJINO STANICNOG ZELJEZA
A IRP2 IRP1 C Ea citrat izocitrat
Fe "
F e
Fe IRP2 € Fe IRP1 Fe
\ / Ee Fe e Fe
Fe Fe
Proteasom razgraduje IRP2 IRP1 ima aktivnost akonitaze
IRP1/2
-’ 5 Lm 3 SL AAA 3’
X
Inhibicija translacije mRNA za feritin i feroportin Translacija mRNA za feritin i feroportin
B IRP2 IRP1 D i citrat izocitrat
7 m— ¢ Fe s
e
IRP2 Fe Fe IRP1 Fe
Fe Fe
Fe Fe ¥ ke
Fe
Proteasom razgraduje IRP2 IRP1 ima aktivnost akonitaze
IRP1/2 IRP1/2
RNAze Q >Z RNAze
o PR X - N2 01 11 P
5‘ AAA 3 - AAA 3
translacija o trg,f{sh\cua
stabilizacija mRNA vezanjem IRP u 3 UTR regiji TfR nema stabilizacije mRNA vezanjem IRP u 3'UTR regiji TfR

Slika 4. Odrzavanje stani¢ne homeostaze zeljeza IRE/IRP sustavom.

Kada stanici nedostaje Zeljeza vezanje IRP1/2 za 5-UTR IRE mRNA za feritin i feroportin
blokira translaciju ovih proteina ometajuci inicijaciju translacije (A); Vezanje IRP1/2 za 3-UTR
IRE mRNA za TR stabilizira transkript (B). U stanicama koje sadrze dovoljnu koli¢inu zeljeza
IRP1 ima aktivnost akonitaze, a IRP2 razgraduju proteaze te se translacija mRNA za feritin i
feroportin odvija nesmetano (C); U prisutnosti dovoljne koli¢ine Zeljeza ne dolazi do vezanja
IRP1/2 za 3’-UTR pa ne dolazi do stabilizacije transkripta za TfR1 $to za posljedicu ima
smanjen broj molekula TfR1 na povrSini stanice i smanjen transport Zeljeza u stanicu (D).

IRE (engl. iron responsive element), IRP1/2 (engl. iron responsive protein 1/2), TfR1
(transferinski receptor tipa 1), 3’-UTR(engl. 3’-untranslated region), 5-UTR (engl. 5'-
untranslated region).
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Kada je stani¢ni sadrzaj zeljeza dovoljan, IRP1 i IRP2 gube afinitet za vezanje za
RNA, kao posljedica ovoga sinteza feritina je aktivirana, dok je istovremeno pojacana
razgradnja mMRNA za TfR1 jer transkript nije stabiliziran vezanjem IRP. Suprotno, kada je
stani¢ni sadrZaj Zeljeza nizak IRP se veze za IRE na mRNA feritina u 5'-UTR regiji i blokira
njegovu translaciju dok istovremeno vezanje ovih proteina za 3-UTR mMRNA TfR1
stabilizira transkript ¢ime se poveéava transport Zeljeza u stanicu. Zeljezo nije jedini
modulator IRP-1 aktivnosti, ni razine IRP2. Osim zeljeza na ovaj regulacijski sustav utjece
NO, fosforilacija posredovana protein kinazom C, oksidacijski stres te hipoksija,

modulirajuc¢i metabolizam Zeljeza u stanicama i tkivima (89).

Regulacija transkripcije posredovana HIF2a

U kontroli apsorpcije na transkripcijskoj razini sudjeluje HIF2a koji regulira
ekspresiju proteina koji sudjeluju u transportu kod nedostatka Zeljeza i1 stanjima anemije:

feroportina, DMT-1 te DyctB koji u promotorskoj regiji gena sadrze HRE (90).
Na posttranslacijskoj razini glavnu ulogu u regulaciji ima jetreni hormon hepcidin.

1.1.6. Hepcidin

Tijekom ispitivanja antimikrobnih svojstava razlicitih tjelesnih tekuc¢ina Park i suradnici
izolirali su iz humane mokrace novi peptid i nazvali ga hepcidin na osnovi mjesta njegove
sinteze (jetra, hep-) i antibakterijskih svojstava (-cidin) (91). Neovisno o ovom istraZivanju
isti peptid izoliran je iz ultrafiltrata plazme i nazvan LEAP-1 (engl. liver-expressed
antimicrobial peptide) (92). Povezanost izmedu hepcidina i metabolizma zeljeza otkrivena je

tek kasnije tijekom ispitivanja jetrenog odgovora na nakupljanje zeljeza (93).

Na modelu transgeni¢nih miSeva s prekomjernom ekspresijom hepcidina u jetri
pokazalo se da je hepcidin negativni regulator placentarnog transporta zeljeza (94). Ovi
transgeni¢ni misSevi uginuli su ubrzo nakon okota od izrazitog nedostatka zeljeza. Zapazanja u
ovim istraZivanjima pokazala su da hepcidin moze blokirati transport Zeljeza na viSe mjesta
ukljucujuéi intestinalni epitel, placentu i makrofage. Analiza tumorskog tkiva dva bolesnika s
velikim adenomom jetre i jakom mikrocitnom anemijom neosjetljivom na Zeljezo pokazala je
da tumorsko tkivo ima povecanu autonomnu ekspresiju mRNA za hepcidin Sto je vjerojatno

uzrokovalo anemiju, te je joS jednom potvrdilo ulogu hepcidina u metabolizmu Zeljeza.
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U ovom klinickom sindromu se pokazalo da je resekcija tumora u potpunosti uklonila

hematoloske simptome (95).

Kod ljudi sintezu hepcidina kodira Hamp gen na 19. kromosomu. Glavno mjesto
ekspresije Hamp gena je jetra, ali istrazivanja su pokazala da se hepcidin osim u hepatocitima
sintetizira i u drugim tkivima: bubregu, srcu, plu¢ima (96). Ovaj hormon se sintetizira kao
pre-pro-peptid koji je graden od 84 aminokiseline, ¢ijim kidanjem nastaje prohepcidin (64
aminokiseline). Djelovanjem prohormon konvertaze furina, uklanja se proregija, te nastaje
zreli, bioloSki aktivni oblik hormona — hepcidin (97). U cirkulaciji osim aktivnog oblika
hormona hepcidina-25, cirkulira i peptid od 22 aminokiseline i bioloski inaktivni prohepcidin
(96, 98). Zreli oblik hepcidina u plazmi cirkulira vezan na a2-makroglobulin i albumin, iako
je udio ovih vezanih oblika u odnosu na slobodni hepcidin jo$ uvijek nepoznat (99, 100).
Nedavno istrazivanje je pokazalo da je hepcidin u cirkulaciji vezan na a2-makroglobulin s
relativno visokim i albumin s relativno niskim afinitetom. Na temelju teorijskih izraGuna
procjenjuje se da u plazmi cirkulira oko 11 % slobodnog hepcidina, medutim, nije jasno
utvrdeno je li vezanje na ove proteine utjeCe na funkcionalna svojstva hepcidina. Uklanjanje
hepcidina iz cirkulacije dogada se nakon vezanja za njegov funkcionalni receptor feroportin,
ali i ekskrecijom u bubrezima. Zbog male molekularne mase i malog radijusa, nevezani
hepcidin vjerojatno prolazi glomerularni filter. U istrazivanju provedenom na ljudima
izraCunato je da je frakcionirana ekskrecija hepcidina samo 0-5 % vjerojatno zbog
reapsorpcije poput drugih peptida male molekularne mase ili se ovaj peptid ne filtrira
slobodno u glomerulu (101).

Za razliku od drugih peptida s antimikrobnim djelovanjem, struktura hepcidina
gotovo je identi¢na kod razli¢itih vrsta sisavaca. Hepcidin je cisteinom bogat kationski peptid
koji sadrzi osam cisteinskih ostataka vezanih u Cetiri disulfidne veze. Molekula ima strukturu
jednostavne ukosnice ¢ije su dvije ruke medusobno povezane disulfidnim vezama u
konfiguraciju nalik ljestvama (Slika 5) (102). Koristenjem razli¢itih metoda ustanovljeno je
da se naCin vezanja cisteinskih ostataka razlikuje od prvobitno pretpostavljenog.
Dokazano je da su cisteinski ostaci povezani na sljede¢i na¢in: Cys!—Cys®, Cys®~Cys®, Cys?—
Cys* i Cys>-Cys’ (Slika 5) (103). N-kraj hepcidina esencijalan je za njegovu aktivnost budu¢i
da se uklanjanjem pet aminokiselina N-kraja gubi sposobnost induciranja endocitoze
feroportina (104). Stovise, prvih devet aminokiselina dovoljno je za indukciju endocitoze
ovog receptora. Pokazalo se da su dva bo¢na ostatka fenilalanina, F4 i F9 takoder vazni za
aktivnost hepcidina (105).
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Slika 5. Molekulska struktura hepcidina.

Beta-plo¢e su prikazane sivim strelicama, peptidni kostur (sivo), disulfidne veze (zZuto),
pozitivno nabijeni argininski i lizinski ostaci (plavo), negativno nabijeni ostaci aspartata
(crveno). Preuzeto iz Jordan JB i suradnici (103).

Vise istrazivanja je dokazalo antibakterijsku aktivnost hepcidina-25 i hepcidina-20
prema velikom broju Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija. Oba oblika pokazivali su
baktericidno djelovanje u koncentrciji izmedu 3,25 i 50 pg/ml. Hepcidin-20 pokazivao je
antimikrobno djelovanje kod niZih koncentracija ukazuju¢i na Ccinjenicu da nastajanje
hepcidina-20 in vivo vjerojatno nije samo posljedica katabolizma hepcidina, ve¢ rezultira
nastankom peptida veceg antibakterijskog potencijala (106). Fizioloski znacaj antimikrobne
aktivnosti nije razjaSnjen, ali ukazuje na mogucu ulogu hepcidina u prirodenoj imunosti.
Dokazano je takoder da proregija hepcidina ima bakteriostatsku aktivnost, pretpostavlja se
mehanizmom interferencije s unutarstanicnim nukleinskim kiselinama, te kao takva moze

doprinijeti urodenom imunosnom odgovoru (107).

Na molekularnoj razini hepcidin se veze za svoj funkcionalni receptor feroportin ¢ime
uzrokuje njegovu internalizaciju, ubikvitinaciju i razgradnju u lizosomima (108). Feroportin
predstavlja jedini poznati transporter koji posreduje u transportu Zeljeza iz stanica. Ovaj
transportni protein nalazi se u svim tkivima koja transportiraju Zeljezo u plazmu:
bazolateralnoj membrani duodenalnih enterocita, membrani makrofaga RES-a, hepatocita i

stanicama placente. Uklanjanje feroportina s povrSine stanicne membrane dovodi do
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zadrZzavanja Zeljeza u stanici i smanjuje izlazak Zeljeza iz makrofaga RES-a, hepatocita i
enterocita u krvotok ¢ime se smanjuje dostupnost Zeljeza razli¢itim stanicama u organizmu
(Slika 6) (109). Jedno istrazivanje je pokazalo da vezanje hepcidina za feroportin ima druge
ucinke osim internalizacije feroportina, ukljuc¢ujuci i znacajne tanskripcijske promjene koje

mogu imati u¢inak i na DMT-1 (110).

= nedostatak zeljeza = nakupljanje Zeljeza
= hipoksija/ anemija = upala

= eritropoetska

aktivnost
N
pCID!
KSPRESHS —
— Prekursori =~ | S \L
eritrocita | [ o i . . e
< : Y Makrofagi
. HEPATOCITI KOSTANA SRZ SLEZENA .. TKIVA
. . @ \ n
>

NTBI 4 Fe,Tf “ CIRKULACIJA
’" ERITROCITI

Duodenalni
,.en_terociti T DUODENUM

Slika 6. Regulacija sistemske homeostaze Zeljeza djelovanjem hepcidina.

NTBI (engl. non transferrin bind iron); Tf (transferin).

Vezno mjesto ze hepcidin identificirano je na izvanstani¢noj omci feroportina na kojoj
se nalazi cisteinski ostatak C326 koji je nuzan za vezanje feroportina (111). Mutacija u C326
vodi do hemokromatoze neosjetljive na hepcidin (112). Vezanje hepcidina za feroportin vodi
do vezanja citosolne Janus kinaze (JAK2) koja je ¢lan JAK-STAT signalne obitelji (113).
Dolazi do autofosforilacije JAK2 i zatim fosforilacije feroportina na jednom od dva susjedna
tirozina. Fosforilirani feroportin se uklanja s povrsine stanice stvaranjem udubina presvucenih

klatrinom (108). Feroportin se zatim razgraduje u lizosomima djelovanjem lizosomalnih
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hidrolaza, ali da bi mogao ucéi u lizosome prvo mora u¢i u lumen multivezikularnih tjeleSaca
koja se zatim fuzioniraju s lizosomima. Ulazak membranskih proteina u multivezikularna
tjeleSca zahtjeva vezanje s ubikvitinom i prepoznavanje vezanog ubikvitina skupinom
citosolnih proteina nazvanih ESCRT (eng. endosomal sorting complex required for transport)
proteini (108).

Poremecena regulacija sinteze hepcidina, bilo nasljedna ili stecena, uzrok je poremecaja
metabolizma zeljeza. Kod zdrave osobe, poveéanje koliine Zeljeza u organizmu vodi do
povecane ekspresije gena za hepcidin ¢ime se smanjuje apsorpcija Zeljeza. Kod osoba koje
imaju hereditarnu hemokromatozu, uslijed neodgovarajuceg ili neucinkovitog uklanjanja
feroportina s povrSine stanicne membrane posredovanog hepcidinom, apsorpcija zeljeza se
nastavlja unato¢ povecanoj kolicini Zeljeza u organizmu (114, 115). Suprotno tome, pojac¢ana
ekspresija Hamp gena povezana je s pojavom sideropeni¢ne, mikrocitne anemije neosjetljive

na zeljezo (94, 116).

1.1.7. Regulacija ekspresije hepcidina

Ekspresija hepcidina regulira se na transkripcijskoj razini i nema dokaza drugih nacina
kontrole. Cetiri su do sada poznata puta regulacije ekspresije hepcidina: statusom Zeljeza
(rezervama zeljeza 1 plazmatskim zeljezom) u organizmu, upalom, hipoksijom/anemijom,
eritroidnim faktorima (117, 118). Niz molekula ukljuceno je u regulaciju sinteze hepcidina
(Tablica 3).

Ekspresiju hepcidina poticu povecana koli¢ina Zeljeza u jetrenom tkivu, povecana
saturacija transferina i upala, dok ekspresiju smanjuje nedostatak Zeljeza, eritropoetska

aktivnost i hipoksija (Slika 6) (131).

Istrazivanja su pokazala da jo$ nekoliko molekula smanjuje ekspresiju hepcidina u jetri:
epidermalni faktor rasta, faktor rasta hepatocita, faktor nekroze tumora a (engl. tumor
necrosis factor—oa, TNF-a), estrogen i testosteron, iako njihova to¢na uloga u odrzavanju

homeostaze zeljeza jo$ uvijek nije razjasnjena (131).
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Tablica 3. Molekule uklju¢ene u regulaciju sinteze hepcidina

Molekule ukljucene u regulaciju sinteze hepcidina

Eritropoetin - hormon esencijalan za diferencijaciju eritroblasta, eritroidni regulator
ekspresije hepcidina (119)

GDF15 (eng. growth differentiation factor 15) - secerniraju ga eritroblasti tijekom zadnjeg
stadija sazrijevanja; eritroidni regulator ekspresije hepcidina (120)

Hemojuvelin - molekula ukljuc¢ena u regulaciju sinteze hepcidina statusom zeljeza (121-
123)

HFE (eng. hereditary hemochromatosis protein) - mutacija u genu za HFE dokazana je kod
hereditarne hemokromatoze tipa I (58)

TfR2 (transferinski receptor tipa 2) - molekula ukljuéena u regulaciju sinteze hepcidina
statusom zeljeza (57, 124, 125)

Matriptaza-2 - esencijalna komponenta puta koji detektira nedostatak Zeljeza (126, 27)

TWSGL1 (eng. twisted gastrulation protein homologe 1) - serinska proteaza koju
sintetiziraju nezreli eritroidni prekursori, eritroidni regulator ekspresije hepcidina (128)

IL-6 (interleukin 6) - povecava ekspresiju gena za hepcidin tijekom upale (129)

Eritroferon - hormon koji sintetiziraju eritroblasti kao odgovor na stimulaciju
eritropoetinom, a posreduje u supresiji hepcidina (130)

Regulacija hepcidina statusom zeljeza

Poput drugih hormona hepcidin je reguliran povratnom spregom sa supstancijom ¢iju
koncentraciju regulira - Zeljezom. Istrazivanja su pokazala da rezervno zeljezo u jetri i ono
vezano za transferin u cirkulaciji razli¢itim signalima utjeCu na ekspresiju hepcidina u

hepatocitima (132).

Kod bolesnika koji boluju od hereditarne hemokromatoze (HH) uzrokovane mutacijama
u gena za HFE, TfR2 i hemojuvelin (HJV) koncentracija hepcidina u krvi je niska unato¢
nakupljanju Zeljeza u organizmu, $to upucuje na ulogu ovih molekula kao izravnih ili
neizravnih regulatora sinteze hepcidina (121-124). Istrazivanja ukazuju da dva tipa
transferinskih receptora, TfR1 i TfR2, zajedno s membranskim proteinom HFE imaju ulogu
senzora holotransferina. Dokazano je da se TfR1 i TfR2 natjec¢u za vezanje na HFE jer im se
mjesta vezanja preklapaju. Pretpostavlja se da u stanjima visoke saturacije transferina, HFE
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otpusta TfR1 i veze se za TfR2 putem domene koja je razli¢ita od one ukljuc¢ene u HFE/TfR1
interakciju te aktivira transkripciju Hamp gena (56).

Za bazalnu regulaciju transkripcije hepcidina vazna je signalna kaskada BMP/SMAD
(engl. bone morphogenic protein/sons of mothers against decapentaplegic) (133). Promotor
gena za hepcidin sadrzi element koji odgovara na BMP (eng. BMP-responsive element), a
koji regulira transkripciju Hamp gena. Specificnost BMP/SMAD puta u jetri i njegova uloge u
regulaciji metabolizma Zeljeza ovise o dva faktora koji pokazuju ekspresiju uglavnom u jetri:
BMP6 i HIV. HJV je glikofosfatidil-inozitolom vezan membranski protein ¢ija je ekspresija
dokazana u sr€anom misicu, skeletnim misSi¢ima i jetri. Molekule HJV 1 TfR2 smjeStene su na
istoj, bazolateralnoj membrani §to ukazuje na interakciju ovih proteina. Njihov smjestaj
omogucava im izravni kontakt s krvotokom i ukazuje na mogucéu ulogu ovih molekula kao
“senzora” statusa zeljeza (125-134). Osim membranske forme u cirkulaciji su dokazane i
topivog oblika HJV (sHJV). Dokazano je da rekombinantni sHJV ima sposobnost inhibicije
BMP-SMAD signalnog puta i hepcidina, ali izvor i funkcija endogenog sHIJV jos$ uvijek nije

razjasnjena (135).

Ni BMP receptori, ni hemojuvelin ne detektiraju status zeljeza izravno, ve¢ interakcijom
s molekulama koje imaju tu sposobnost. Prema rezultatima istrazivanja jetrena
transmembranska serinska proteaza, matriptaza-2 i neogenin reguliraju sintezu hepcidina

vjerojatno modulirajuc¢i koncentraciju hemojuvelina na stani¢énoj membrani.

Sinteza hepcidina u jetri povecava se kao odgovor na stani¢ni sadrZzaj Zeljeza u jetri.
Stani¢ni senzori kao 1 mehanizam regulacije nisu razjasnjeni, ali se ¢ini da ne ukljucuju HFE,
TfR2 ili HV (136). Ustanovljena je uska povezanost izmedu jetrenog sadrzaja Zeljeza i
ekspresije Bmp6 mRNA u jetri miSeva §to ukazuje da koliCina Zeljeza u jetri regulira

ekspresiju Bmp6 mRNA (137).

Regulacija hepcidina upalom

Upala uzrokovana infekcijom, autoimunim procesima ili zlo¢udnim bolestima stimulira
sintezu mnogih proupalnih citokina kao $to su interleukin 6 (IL-6) i interferon-y koji poticu
ekspresiju hepcidina u jetri. Sinteza hepcidina inducirana citokinima vodi do funkcionalnog
deficita Zeljeza koji lezi u podlozi AKB te se hepcidin smatra glavnim posrednikom ovog tipa

anemije (138, 139).
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Hepcidin je protein akutne faze tipa II ¢iju sintezu potic¢e IL-6, ali ne i citokini koji su
ukljuceni u upalni odgovor tipa I ukljuéuju¢i TNF-a ili interleukin 1 (140-142). IL-6 je
pleiotropni citokin koji ima znacajnu ulogu u hematopoezi, imunosnom odgovoru i
onkogenezi. Kao vrlo mocan proupalni citokin IL-6 igra glavnu ulogu u obrani domacina od
patogena i akutnog stresa. Tijekom odgovora akutne faze IL-6 kojeg sintetiziraju imunosne
stanice na mjestu ozljede, otpusta se u cirkulaciju kojom dolazi do jetre gdje potice sintezu
proteina akutne faze. Povecana ili neregulirana ekspresija IL-6 znacajno doprinosi patogenezi
razli¢itth humanih oboljenja. IL-6 mogu sintetizirati razliCiti tipovi stanica ukljucujuci
monocite, makrofage, limfocite, fibroblaste, keratinocite, endotelne stanice kao i neke
tumorske stanice (143). Nedavno istrazivanje je pokazalo da i sami hepatociti imaju

sposobnost sinteze IL-6 kao odgovor na specifi¢ni stimulans, npr. lipopolisaharid (144).

IL-6 potice ekspresiju hepcidina aktiviraju¢i JAK2/STAT3 (engl. Janus kinase 2/signal
transducer and activators of transcription 3) signalni put koji zapocinje fosforilacijom STAT3
(145). Translokacija fosforiliranog STAT3 u jezgru i vezanje za STAT3 vezno mjesto u
proksimalnom promotoru gena za hepcidin rezultira povecanom ekspresijom hepcidina.
Poveéana sinteza hepcidina rezultira zadrzavanjem zeljeza u makrofagima RES-a i
smanjenom apsorpcijom u crijevima $to za posljedicu ima hipoferemiju, te smanjuje
dostupnost Zeljeza patogenima (129, 142). Smanjena dostupnosti Zeljeza vazna je komponenta
urodenog imuniteta koja doprinosi obrani domacina od patogena i tumorskih stanica (146). Uz
ovaj za organizam koristan ucinak, ograniCena dostupnost Zeljeza limitiraju¢i je ¢imbenik u
sintezi hemoglobina, te rezultira razvojem anemije. Porast plazmatske koncentracije hepcidina
kojeg stimulira IL-6 blokira otpustanje Zzeljeza iz makrofaga koji recikliraju Zeljezo iz
eritrocita. Zeljezo vezano za transferin u plazmi predstavlja oko 0,1 % ukupnog sadrzaja
zeljeza u organizmu 1 funkcionira kao prijelazni odjeljak koji se izmjeni svaka Cetiri sata.
Kada se brzina otpuStanja Zeljeza iz makrofaga smanji, plazmatska koncentracija Zeljeza
naglo se smanjuje. Budu¢i da najvecu koli¢inu Zeljaza koriste prekursori eritrocita, smanjena
raspolozivost zeljeza ograniCava sintezu hemoglobina §to rezultira anemijom (129). Infuzija
rekombinantnog IL-6 kod zdravih dobrovoljaca izazvala je povecanje koncentracije
serumskog hepcidina 1 smanjenje koncentracije serumskog Zeljeza, a injekcija
lipopolisaharida inducirala je izraziti porast IL-6 koji je dosegao maksimum nakon cetiri sata i

pratio ga je porast koncentracije hepcidina i hipoferemija (129).

Sve eukariotske 1 prokariotske stanice trebaju zeljezo da bi se dijelile. Kontrola nad

homeostazom zeljeza vrlo je vazna za interakciju izmedu domacina i patogena zbog Cinjenice
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da zeljezo ima centralnu ulogu u odredenim metaboli¢kim procesima, kako eukariotskih, tako
1 prokariotskih stanica. Ono je vazno za proliferaciju i patogenost mikroorganizama, a utjece i
na plasti¢nost imunosnih stanica i urodeni imunosni odgovor. Dok su mikroorganizmi razvili
niz nafina za preuzimanje Zeljeza iz okoliSa, organizam domacina odgovara moduliranjem

homeostaze Zeljeza kako bi ovaj element u¢inio manje dostupnim (147).

Regulacija hepcidina anemijom i eritroidnim faktorima

Vecina dnevnih potreba za zeljezom koristi se za sintezu hemoglobina u prekursorima
eritrocita, stoga je bilo logi¢no pretpostaviti da eritropoetska aktivnost moze biti ukljucena u
regulaciju sistemske homeostaze Zeljeza. U istraZivanju provedenom na miSevima supresija
eritropoeze zraCenjem 1 posttransfuzijska policitemija, dovela je do izrazitog porasta
hepcidina (148). U anemiji i hipoksiji raste koncentracija eritropoetina, hormona koji
stimulira eritropoezu. Istovremeno, ekspresija hepcidina se smanjuje omogucéavajuéi brzu
mobilizaciju Zeljeza iz retikuloendotelnih stanica kao i pove¢anu apsorpciju zeljeza iz crijeva
da bi se prekursori eritrocita u kostanoj srzi opskrbili dovoljnom koli¢inom zeljeza (149).
Nekoliko istrazivanja je pokazalo da supresiju hepcidina ne posreduje izravno anemija, nego
da je posredovana povecanom eritropoetskom aktivnoSéu (148, 150). IstraZivanje ne
miSevima je pokazalo da hemoliza i anemija smanjuju ekspresiju hepcidina samo ukoliko je
eritropoeza funkcionalna, dok supresija eritropoeze Cak 1 uz jaku anemiju ne vodi do
smanjene ekspresije hepcidina (148). Autori su zakljucili da je ekspresija hepcidina regulirana
dinamikom koristenja Zeljeza za eritropoezu na §to ukazuju i neka istrazivanja kod ljudi (151).
Signali koji reguliraju ekspresiju hepcidina hijerarhijski su uredeni. Kod bolesti koje prati
neucinkovita eritropoeza, kao $to su talasemije, izrazito stimulirana eritropoeza nadvladava
stimulaciju ekspresije hepcidina signalom statusa Zeljeza te dolazi do nakupljanja ovog

elementa (152).

U regulaciji hepcidina eritropoezom vjerojatno posreduju signalne molekule koje stvara
kostana srZ: eritroferon, GDF15 (eng. growth differentiation factor 15) 1 TWSG1 (eng. twisted
gastrulation protein homologe 1) (120, 128, 130). Eritroferon je nedavno identificiran hormon
koji posreduje u supresiji hepcidina. Eritroferon stvaraju eritroblasti kao odgovor na
djelovanje eritropoetina. GDF15 stvaraju eritroidni prekursori u kasnom stadiju sazrijevanja.
Kod bolesnika koji boluju od B-talasemije pokazana je iznimno visoka koncentraciju ovog
faktora u serumu koja je korelirala s razinom sTfR, eritropoetina i feritina. Medutim, kod

Gdf157/ miSeva flebotomija je izazvala supresiju sinteze hepcidina usporedivu s onom u
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kontrolnoj skupini miseva ukazujuc¢i da GDF15 nije nuzan za fizioloSku supresiju hepcidina
(153). TWSGI je protein koji veze BMP, a stvaraju ga eritroblasti u ranijem stadiju
diferencijacije nego GDF15, ali i njegova uloga u regulaciji hepcidina nije jo§ u potpunosti

razjasnjena.

Regulacija hepcidina hipoksijom

Utjecaj hipoksije na metabolizam zeljeza potvrden je u nizu istrazivanja. Metabolizam
zeljeza 1 kisika usko su povezani. Naime, kisik regulira IRP, a mRNA HIF-2a sadrzi IRE u
5’-UTR. Druga poveznica izmedu metabolizma Zeljeza i kisika je regulacija hepcidina
hipoksijom. Transkripcija gena za hepcidin znacajno je potisnuta u uvjetima hipoksije, ali jos
uvijek nije razjasnjeno da li hipoksija inhibira transkripciju Hamp gena izravno ili neizravno.
Istrazivanje Wilkinson i suradnika pokazalo je da delecija gena za IRP1 vodi do izrazitih
poremecaja eritropoeze i sistemske homeostaze Zeljeza koje su ovisne o HIF-2a. Utjecaj na
sistemsku homeostazu zeljeza posljedica je supresije hepcidina koja nastaje zbog indukcije

sinteze EPO-a posredovane HIF-2a i posljedi¢ne stimulacije eritropoeze (154).

In vivo istrazivanja na zdravim dobrovoljcima pokazala su da izlaganje hipoksi¢nim
uvjetima vodi do supresije hepcidina. Relativno kasno snizavanje koncentracije hepcidina
nakon izlaganja hipoksiji ukazuje da bi u regulaciju hepcidina mogli biti uklju¢eni neki topivi
faktori. Nadalje, pokazalo se da stimulacija kulture HuH-7 stanica sa serumom hipoksi¢nih
osoba, ali ne i normoksi¢nih osoba inhibira ekspresiju hepcidina (155). Istrazivanje koje je
ispitivalo modulaciju sinteze hepcidina tijekom eritropoeze inducirane hipoksijom in vivo u
sklopu HIGHCARE projekta pokazalo je da se koncentracija serumskog feritina znacajno
snizava vrlo brzo nakon izlaganja hipoksiji (151). Budu¢i da je u svim fazama istrazivanja
koncentracija hepcidina bila povezana s feritinom autori su zakljudili da na ekspresiju
hepcidina vjerojatno utjece sama dinamika koriStenja zeljeza. Prema istrazivanju Sonnweber i
suradnika supresija hepcidina posredovana hipoksijom povezana je s PDGF-BB (eng. platelet
derived growth factor-BB) (156)

Supresija sinteze hepcidina u hipoksiji moze biti posredovana HIF-om (157, 158).
Misevi s delecijom Hifle u jetri nisu pokazivali supresiju gena za hepcidin kao odgovor na
nedostatak zeljeza 1 hipoksiju za razliku od kontrolne skupine miseva (158). Nadalje,
hipoksija povecava razinu mRNA furina putem HIF1a u HepG2 i Hepa-1 (mi$jim hepatoma)
stanicama. Furin je proteaza koja kida HJV pri ¢emu nastaje sHJV koji je antagonist BMP-

SMAD regulacijskog puta (159).

24



1.1.8. Zeljezo i oksidacijski stres

Zeljezo kao prijelazni metal ima svojstvo vezanja liganda kao i sposobnost primanja i
otpustanja elektrona pri ¢emu prelazi iz reduciranog u oksidirano stanje (4). Ono se u
organizmu nalazi u dva reverzibilna redoks stanja: reduciranom Fe(Il) i oksidiranom Fe(llI).
Kod fizioloskih koncentracija kisika stabilno redoks stanje Zzeljeza u vecini bioloskih
kompleksa je Fe(lll) (29). Oksido-redukcijske reakcije igraju nezaobilaznu ulogu u
metabolizmu Zeljeza jer samo reducirani oblik Zeljeza moze biti supstrat membranskih
transportera, transporta zeljeza u skladisni protein feritin kao i oslobadanja iz feritina i
ugradnje u molekulu hema (29, 72). Medutim, sposobnost Zeljeza da sudjeluje u oksido-
reduktivnim reakcijama ¢ini ovaj element i potencijalno toksi¢énim za organizam. Redukcija
jednog elektrona O katalizirana Fe(ll) rezultira stvaranjem superoksidnog aniona koji dalje
vodi slijed dobro poznatih Haber-Weissovih i Fentonovih reakcija u kojima se stvaraju
reaktivne vrste kisika (ROS) koje mogu ostetiti makromolekule poput proteina, lipida i
nukleinskih kiselina (Slika 7) (29).

mitohondrij ——» O, FERITIN Hidl;;).ll{(si:ni
radika
OH
Fe (III)
H:?ber- Fentonova
Weissova ekt
reakcija J
oksidaze npr.
v Fe (II) H,0, < NAPPH
oksidaza;
0, mitohondriji

Slika 7. Haber-Weissova i Fentonova reakcija koriste slabo vezano Zeljezu u katalitickom
ciklusu u kojem se stvara vrlo Stetan hidroksilni radikal. Slabo vezano Zeljezo moZze se
osloboditi 1 razgradnjom hema 1 drugih molekula koje sadrZze zeljezo. Preuzeto 1 prilagodeno
prema Kell DB i suradnicima (160).

ROS je termin koji ukljucuje razlicite slobodne radikale kisika kao $to su superoksidni

anion (O2), hidroksilni radikal (OH"), ali i derivate kisika koji ne sadrze nespareni elektron
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kao §to je vodikov peroksid (H202). Stvaranje ROS-a je integralni dio metabolizma, a ima
ulogu u fizioloskim procesima ukljuéenim u stvaranje energije, regulaciji stanicnog rasta,

fagocitozi, stani¢noj signalizaciji i sintezi vaznih molekula poput hormona i enzima (161).
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1.2. KRONICNA OPSTRUKCIJSKA PLUCNA BOLEST

1.2.1. Definicija KOPB-a

Kroni¢na opstrukcijska pluéna bolest (KOPB) je kronicna bolest pluca koju
karakterizira progresivna opstrukcija diSnih putova koja nastaje kao rezultat neprimjerenog
upalnog odgovora na inhalirane Cestice i plinove te vodi do trajnih morfoloskih i
funkcionalnih promjena u pluénom parenhimu. KOPB je prema podacima Svjetske
zdravstvene organizacije Cetvrti vodeci uzrok smrti u svijetu (162). Iako se puSenje smatra
najvaznijim rizi¢nim ¢imbenikom za razvoj bolesti, nije i jedini. Epidemioloska istrazivanja
su pokazala da se bolest moze razviti i kod znacajnog broja nepusaca (163). Osim pusSenja
rizicne ¢imbenike predstavljaju: izloZzenost zagadenom zraku, profesionalna izloZenost dimu
ili praSini, ucestale infekcije respiracijskog sustava tijekom djetinjstva, kroni¢na astma,
tuberkuloza, 1o$i socio-ekonomski uvjeti. KOPB je rezultat kumulativne izloZenosti rizi¢nim
¢imbenicima, stoga se predvida da ¢e prevalencija ove bolesti u idu¢im desetlje¢ima rasti
uslijed kontinuirane izloZenosti rizicnim ¢imbenicima i starenjem svjetske populacije, te da ¢e

KOPB postati jedan od vodecih uzro¢nika smrti u svijetu (162, 164).

Kroni¢no ogranicenje protoka zraka karakteristicno za KOPB uzrokovano je boles¢u
malih di$nih putova (opstruktivni bronhiolitis) i destrukcijom parenhima (emfizem) koji u
razli¢itoj mjeri doprinose bolesti kod pojedinog bolesnika. Kroni¢ni upalni odgovor mozZe
inducirati destrukciju parenhima, te rezultirati nastankom emfizema ili sprije¢iti normalni
popravak rezultiraju¢i fibrozom. Patoloske promjene karakteristicne za KOPB nadene su u
di$nim putovima, pluénom parenhimu i krvnim Zilama pluca (162). Progresivni tijek bolesti
kompliciran je nastankom sistemskih posljedica i komorbiditeta, te se KOPB viSe ne smatra
boles¢u ograni¢enom na pluc¢a. Najznacajnije sistemske posljedice su disfunkcija miSica,
osteoporoza, malnutricija, metaboli¢ki sindrom, kardiovaskularni poremecaji, anksioznost 1
depresija, karcinom pluca koje znacajno utjecu na tezinu 1 klinicku sliku bolesti, te smanjuju

kvalitetu Zivota bolesnika (165).

Klinicka dijagnoza KOPB-a postavlja se na temelju simptoma (kaSalj, produkcija
sputuma, dispneja) 1 povijesti izloZenosti rizicnim c¢imbenicima. Za potvrdu dijagnoze
potrebno je ispitati funkciju plué¢a spirometrijom. Vrijednost omjera forsiranog izdisajnog
volumena u prvoj sekundi (FEV1) i forsiranog vitalnog kapaciteta (FVC) manja od 0,7 nakon
primjene bronhodilatatora potvrduje dijagnozu KOPB-a. Globalna inicijativa za kroni¢nu

opstrukcijsku pluénu bolest (engl. Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease,
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GOLD) temeljem vrijednosti FEV1 izmjerene nakon primjene bronhodilatatora klasificira

bolesnike u Cetiri skupine obzirom na ogranic¢enje protoka zraka (Tablica 4) (162).

Tablica 4. Klasifikacija tezine ograni¢enja protoka zraka u KOPB-u (GOLD 2015.9.)

Klasifikacija tezine ograni¢enja protoka zraka u KOPB-u (na temelju FEV1 nakon primjene
bronhodilatatora), kod bolesnika s FEV1/FVC < 0,70

GOLD 1 (blagi) FEV1> 80 % predvidenog
GOLD 2 (umijereni) 50% < FEV:1 <80%
GOLD 3 (teski) 30 % < FEV: <50 %
GOLD 4 (vrlo teski) FEV1 < 50 %

1.2.2. Patogeneza KOPB-a

SrediSnje mjesto u patogenezi KOPB-a ima upala, no medutim, vaznu ulogu igraju i
oksidacijski stres, te neravnoteza aktivnosti proteaza i antiproteaza, a ti su patofizioloski

mehanizmi medusobno povezani.

Upala respiracijskog sustava kod bolesnika s KOPB-om modificirani je upalni odgovor
respiratornog trakta na kroni¢ne iritanse kao §to je dim cigarete. Mehanizam ovakve
amplificirane upale nije u potpunosti razjasnjen, ali bi mogao biti barem djelomi¢no genetski
odreden (166, 167). Upalni procesi ukljucuju razli¢ite tipove stanica poput neutrofila,
makrofaga, limfocita T i veliki broj proupalnih citokina kao §to su TNF-a, IL-1, IL-6,
IL-8, C-reaktivni protein (CRP) te fibrinogen. Upala u KOPB-u nije ograni¢ena samo na
pluca, ve¢ je razina medijatora upale osim u sputumu povecana i u perifernoj krvi bolesnika s
KOPB-om. Poznato je da je intenzitet sistemske upale izravno proporcionalan tezini bolesti i
pojacava se tijekom egzacerbacije (168-170). Smanjivanje pluéne funkcije povezano je s
pokazateljima upale kao Sto su broj neutrofila u sputumu, koncentracija mijeloperoksidaze,
fibrinogena, IL-6 i CRP-a. Upala u plu¢énom odjeljku vodi do strukturnih promjena u plu¢nom
tkivu: fibroze, emfizema, remodeliranja krvozilja u plu¢ima, a smatra se da je sistemska upala

uzrok vecine izvanpluénih posljedica KOPB-a (171).

Upala u KOPB-u nije entitet za sebe, ve¢ je usko povezana s oksidacijskim stresom i

neravnotezom proteaza i antiproteaza. Oksidacijski stres igra vaznu ulogu u patogenezi
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KOPB-a izravnim oSte¢enjem pluca, ali 1 posredno, pojacavanjem Stetnog djelovanja ostalih
mehanizama (172). Respiracijski sustav je izravno izlozen vanjskom okoliSu i visokim
koncentracijama kisika, te je stoga glavna meta oSteCenja uzrokovanog oksidansima
egzogenog, ali i endogenog porijekla. U respiracijskom sustavu glavni izvor oksidansa su
alveolarni makrofagi, epitelne, endotelne i upalne stanice kao $§to su neutrofili, eozinofili,
monociti 1 limfociti. Egzogeni oksidansi kao $to su ozon, dusikov dioksid i sumporov dioksid
poticu iz zagadenog zraka i dima cigareta koji sadrzi oko 10* slobodnih radikala po udisaju
(172). U fizioloskim uvjetima ravnotezu oksidansima ¢ini sustav antioksidansa koji dijelimo
na neenzimatske antioksidanse (vitamin C, vitamin E, beta karoten i reducirani glutation) i
enzimatske antioksidanse (glutation reduktaza, glutation peroksidaza, superoksid-dismutaza,
katalaza). Poremecéena ravnoteza izmedu oksidansa i antioksidansa kao sustava obrane naziva
se oksidacijski stres (173). PuSenje kao i sama upala, moze dovesti do oksidacijskog stresa
(174). Razliciti pokazatelji oksidacijskog stresa nadeni su u pove¢anim koli¢inama u plu¢ima,
kondenzatu izdahnutog zraka i urinu pusaca i bolesnika s KOPB-om ukljucujué¢i vodikov
peroksid, dusikov oksid i produkte lipidne peroksidacije. Posljedice oksidacijskog stresa
povezane s patogenezom KOPB-a ukljuéuju: oksidacijsku inaktivaciju antiproteaza, ozljedu
epitela diSnih putova, apoptozu, povecano nakupljanje neutrofilnih granulocita u
mikrovaskulaturi pluc¢a 1 pojacanu ekspresiju gena proupalnih medijatora. Oksidacijski stres
ima ulogu u pojacavanju upale kod pusaca i bolesnika s KOPB-om, aktivacijom redoks-
osjetljivih transkripcijskih faktora kao $to su nuklearni faktor-kB, aktiviraju¢i protein—1 i
promjenama u remodeliranju kromatina koje reguliraju gene upalnih medijatora i ekspresiju

gena antioksidacijskog sustava (175, 176).

Poremecaj ravnoteze proteaza i antiproteaza u KOPB-u moZe nastati uslijed pojaanog
stvaranja i/ili aktivnosti proteaza, te smanjenog stvaranje i/ili inaktivacije antiproteaza.
Proteaze koje su ukljucene u patogenezu KOPB-a ukljucuju one koje stvaraju neutrofili
(elastaza, katepsin G, proteinaza 3) i makrofagi (katepsin B, L, S i razli¢ite matriksne
metaloproteinaze). Smatra se da vaznu ulogu u patogenezi KOPB-a imaju al-antitripsin,
sekretorni inhibitor leukoproteinaza i tkivni inhibitori matriksnih metaloproteinaza.
Neutrofilna elastaza ne doprinosi samo destrukciji parenhima, ve¢ snazno poti¢e mukoznu
sekreciju i hiperplaziju mukoznih zlijezda (177). Proteaze kidaju komponente izvanstani¢nog
matriksa, vlakna elastina i kolagena pri ¢emu nastaju fragmenti ovih molekula. Pokazalo se da
ove molekule djeluju kemotakti¢no na monocite i neutrofile, podrzavaju daljnje nakupljanje

ovih stanica 1 oStecenje pluca. Oksidacijski stres je usko povezan s poremecenom ravnotezom
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proteaza i antiproteaza. Naime, oksidansi mogu potencirati ucinak proteaza aktivacijom ovih
enzima, ali in vitro istrazivanja su pokazala da oksidacija metioninskog ostatka u aktivnom

mjestu al-antitripsina rezultira smanjenjem njegove aktivnosti (178).

1.2.3. Zeljezo i KOPB

Izvori oksidacijskog stresa u KOPB-u proizlaze i iz povetanog opterecenja inhalacijskim
oksidansima kao i poviSenim koli¢inama ROS-a kojeg stvaraju upalne stanica kao i imunosne
te epitelne stanice di$nih putova (23). Uz to, zbog konstantnog kontakta pluéa sa zrakom, ona

su dodatno izlozena kataliti¢ki aktivnom zeljezu.

Niz istrazivanja je ukazalo da oksidacijski stres kataliziran Zeljezom ima ulogu u
patogenezi KOPB-a (179). Pusenje uzrokuje deponiranje Cestica u plu¢ima uz odgovarajuci
porast tkivnog Zeljeza. U usporedbi sa zdravim pusacima i nepusacima, pusaci koji boluju od
KOPB-a imaju povecanu koncentraciju zeljeza i feritina te smanjenu koncentraciju transferina
u bronhoalveolarnom lavatu (180). Istrazivanje Ghio i suradnika pokazalo je da dim cigareta
potice stvaranje ROS-a mehanizmom ovisnim o Zeljezu, te da Cestice dima cigareta utjecu na

homeostazu Zeljeza u plu¢ima, ali i sistemsku homeostazu (181).

Pluca osobe koja diSe normalnom frekvencijom izloZena su koli¢ini od 10 pug Zeljeza
dnevno. Plu¢ne bolesti kao Sto su infektivna upala plu¢a, KOPB, cisti¢na fibroza, sarkoidoza,
intersticijska bolest pluca, akutni respiracijski distres sindrom i bronhogeni karcinom
ukljucuju istovjetni poremecaj metabolizma Zeljeza i oksidacijski stres u donjim dijelovima
respiracijskog sustava. Istrazivanja su takoder pokazala da neutrofilna elastaza moze
razgraditi feritin, transferin i laktoferin 1 tako povecati razinu slobodnog zeljeza koje moze
posredovati niz reakcija koje kataliziraju pretvorbu superoksidnog aniona i/ili vodikovog
peroksida otpuStenog tijekom neutrofilnog respiracijskog praska u citotoksi¢ni hidroksilni

radikal (182, 183).

Stanice respiracijskog tkiva pohranjuju Zeljezo u kataliti¢ki manje aktivnom obliku. Za
pohranjivanje zeljeza epitelne stanice pluca koriste iste proteine koji posreduju apsorpciju
zeljeza u duodenalnim enterocitima, ali je regulacija njihove ekspresije modificirana u cilju
detoksifikacije ovog elementa. Mehanizam pohranjivanja zeljeza kod svih zivih bic¢a zahtjeva
njegovo skladiStenje u obliku feritina. Pohranjivanje u obliku feritina ogranicava kapacitet
zeljeza u kataliziranju stvaranja slobodnih radikala i1 ima antioksidacijsku ulogu.
Koncentracija feritina u tekucini koja obavija pluca je ekstremno visoka $to izravno odrazava

interakciju ovog tkiva sa Zeljezom iz okoliSa. U tekucini koja oblaze pluca dokazana je
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prisutnost znacajne koli¢ine transferina. Ukoliko epitelne stanice i alveolarni makrofagi ne
mogu uspostaviti ravnotezu u stanjima povecane dostupnosti Zeljeza i oksidacijskog stresa,
metal se moze transportirati i metabolizirati u neutrofilima. Neutrofili otpustaju sekundarne
granule koje sadrze laktoferin koji ima visoki afinitet vezanja za Fe3* i prenosi se u makrofage

i respiracijske epitelne stanice za pohranjivanje u feritinu (184).

1.2.4. Egzacerbacija KOPB-a

Tijek KOPB-a pracen je i nastankom akutnih pogors$anja bolesti - akutnih egzacerbacija
KOPB-a (AEKOPB) varijabilne ucestalosti i tezine. AEKOPB se definira kao dogadaj u
prirodnom tijeku bolesti karakteriziran promjenom u bazi¢nom stupnju dispneje, kaslja i/ili
sputuma iznad normalnih dnevnih varijacija, koji su akutnog nastanka i zahtijevaju trajnu
promjenu u uobic¢ajenom lijeCenju bolesnika s KOPB (162). Egzacerbaciju karakterizira
intenzivnija upala diSnih putova, ali 1 znatno pogorSanje opcéeg stanja uz slabljenje pluéne
funkcije. Obzirom na nedostatak pouzdanih laboratorijskih pokazatelja, dijagnoza
egzacerbacije postavlja se na temelju simptoma i klinic¢ke slike: pogor$anje dispneje, pojacan i
ucestaliji kasalj, pove¢ana produkcija sputuma i/ili promjena izgleda sputuma. Iako se kod
jedne tre¢ine egzacerbacija uzrok ne moze ustanoviti, respiracijske infekcije glavni su rizi¢ni
¢imbenik egzacerbacija. Tri Cetvrtine slucajeva egzacerbacije uzrokovano je infektivnim
agensom, dok se dodatnim c¢imbenicima smatraju izloZenost alergenima ili iritansima

(pusenje, onec€isc¢enje zraka) ili pogorSanje pridruzenih bolesti (185).

Bolesnike s KOPB-om moze se podijeliti na one s rijetkim (manje od dvije na godinu) i
Cestim egzacerbacijama (tri 1 viSe). Egzacerbacije su ¢eS¢e kod bolesnika s teSkim KOPB-om,
iako su neki bolesnici skloni egzacerbacijama bez obzira na tezinu bolesti (186, 187).
U usporedbi s bolesnicima koji rjede imaju egzacerbacije, oni s CeS¢im egzacerbacijama
tijekom stabilne faze bolesti imaju viSu razinu upalnih markera $to ukazuje na povezanost
izmedu razine upale i ucestalosti egzacerbacija. AEKOPB su povezane s progresijom bolesti,
rizikom od ponavljanih egzacerbacija, razvojem komplikacije, reduciranom fizickom
aktivnoS¢u, smanjenjem pluéne funkcije 1 pogorSanjem sveukupnog zdravstvenog stanja, te

povecéanim rizikom od smrtnog ishoda (188).

Plu¢na funkcija bolesnika s ces¢im egzacerbacijama u pravilu se, do pojave nove
egzacerbacije, ne vraca na pocetnu razinu sto uzrokuje njezino progresivno slabljenje.
Tijekom egzacerbacije upalni procesi jacaju, kako u plu¢ima, tako i sistemski. Serumski

pokazatelji upale Cija se koncentracija povecava u krvi tijekom egzacerbacije u odnosu na
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stabilnu fazu bolesti ukljucuju veliki broj molekula: CRP, IL-8, TNFa, leptin, endotelin-1,
eozinofilni kationski protein, mijeloperoksidazu, fibrinogen, IL-6, leukotrien E4 i leukotrien
B4 (189).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

U KOPB-u je prisutan niz ¢imbenika koji djeluju na hematopoetski sustav od kojih
neki djeluju stimuliraju¢e, a neki inhibirajuce. Iako se KOPB tradicionalno povezuje s
pojavom sekundarne policitemije ucestalost anemije kod ove skupine bolesnika krec¢e se od
7,5 do 34 %, dok je ucestalost policitemije oko 6 % (190). Prisutna anemija dodatno smanjuje
oksigenaciju tkiva, pogorSava dispneju i toleranciju napora kod ovih bolesnika (191).
Istrazivanje Kollerta i suradnika je pokazalo da kod bolesnika koji boluju od KOPB-a i
kroni¢nog zatajenja pluc¢a, a na terapiji su neinvazivnhom mehanickom ventilacijom i
dugotrajnom terapijom kisikom (engl. long term oxygen therapy, LTOT) visa koncentracija

hemoglobina povezana s boljim dugoro¢nim prezivljavanjem (192).

lako ima neke elemente anemije kroni¢ne bolesti kao §to je perzistentna sistemska
upala i rezistencija na eritropoetin, uzrok nastanka anemije kod bolesnika s KOPB-om nije u
potpunosti razjasnjen (193, 194). AKB ima vise uzroka, nastaje kao posljedica skra¢enog
zivotnog vijeka eritrocita, inhibicije koStane srzi proupalnim citokinima, rezistencije na
eritropoetin 1 poremecene homeostaze zeljeza. Glavni posrednik poremecéenog recikliranja
zeljeza u AKB-u je jetreni hormon hepcidin. IL-6 je kljuéni ¢imbenik koji poti¢e Sintezu
hepcidina tijekom upale $to uzrokuje zadrzavanje Zeljeza u stanicama i hipoferemiju, te tako
ogranicava dostupnost ovog elementa patogenima (129, 141). Ograni¢ena dostupnost zeljeza
limitiraju¢i je ¢imbenik sinteze hemoglobina te rezultira razvojem anemije pa se hepcidin
smatra medijatorom anemije kroni¢ne bolesti. Anemija i hipoksija poti¢u sintezu EPO-a,
hormona koji stimulira eritropoezu, ali 1 smanjuju ekspresiju hepcidina §to omogucava brzu
mobilizaciju Zeljeza iz retikulo-endotelnih makrofaga i povec¢anu apsorpciju u duodenalnim
enterocitima kako bi se Zeljezom opskrbili prekursori eritrocita u kostanoj srzi (119). Signali
koji reguliraju ekspresiju hepcidina u stanicama jetre hijerarhijski su uredeni. Kod bolesti ¢ija
je znaCajka neucinkovita eritropoeza, kao Sto su talasemije, dominira signal eritropoetskog
tkiva koji smanjuje sintezu hepcidina unato¢ dovoljnim rezervama Zzeljeza u organizmu

dovodec¢i do nakupljanja Zeljeza u organizmu (152).

Poznato je da je intenzitet sistemske upale izravno proporcionalan tezini bolesti i
pojacava se tijekom egzacerbacije (168-170). Buduc¢i da serumska koncentracija hepcidina
raste u upali i smanjuje se u hipoksiji i anemiji, razina hepcidina u KOPB-u mogla bi biti
kontrolirana slozenom mrezom signala koji imaju suprotan ucinak na njegovu ekspresiju.

Pracenje bolesnika s KOPB-om od faze egzacerbacije bolesti do stabilne faze moze biti dobar
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model za ispitivanje utjecaja upale, hipoksije i1 statusa Zeljeza na ekspresiju hepcidina u
KOPB-u, te njihovog ucinka na hematoloske parametre kod ovih bolesnika. Egzacerbacija
KOPB-a predstavlja stanje povecane sistemske upale uz istovremeno prisutno pogorsanje
plu¢ne funkcije koje moze rezultirati hipoksijom, stoga egzacerbacija omogucava procjenu
utjecaja sistemskog upalnog procesa i hipoksije na regulaciju hepcidina i eritropoezu kod
bolesnika s KOPB-om. Hipoksija prisutna kod odredenog broja bolesnika mogla bi nadvladati
ucinak IL-6, to jest uzrokovati supresiju sinteze ovog jetrenog hormona u cilju osiguravanja
dovoljne koli¢ine zeljeza kostanoj srzi. Neka istrazivanja pokazuju da je prevalencija anemije
u teSkom KOPB-u manja nego u blazim oblicima bolesti, vjerojatno jer hipoksemija prisutna
u tezim oblicima bolesti stimulira eritropoezu te moguce nadvladava utjecaj sistemske upale
na eritropoezu. Ovime se objaSnjava i snizena prevalencija anemije ustanovljena kod

bolesnika koji su kandidati za LTOT (195).

Regulacija sinteze hepcidina u KOPB-u slabo je ispitana. Duru i suradnici su ispitivali
razinu prohepcidina, prohormona hepcidina u stabilnoj fazi KOPB-a i pokazali da je njegova
razina snizena u skupini bolesnika s teskim KOPB-om u u odnosu na vrijednosti dobivene u
kontrolnoj skupini, te da u toj skupini bolesnika razina hepcidina pozitivno korelira s
parcijalnim tlakom kisika (PaO2) i =zasicenjem hemoglobina kisikom (Sa0O2) (196).
Kompleksna mreza stani¢nih 1 izvanstani¢nih signala regulira metabolizam Zeljeza u plu¢ima
kako bi odrzala njegovu homeostazu. U plu¢ima ekspresiju hepcidina pokazuju epitelne
stanice di$nih putova koju induciraju interferon gama i IL-6 te alveolarni makrofagi (197)
(198). U makrofagima je ekspresija hepcidina prije svega regulirana medijatorima upale i
infektivnim agensima 1 njegova ekspresija vaznija je na lokalnoj nego na sistemskoj razini, te
doprinosi obrani od infekcije, modulira upalni proces, a mogla bi utjecati na razinu
oksidacijskog stresa omogucavajuéi zadrZzavanje Zeljeza u makrofagima u kemijski inertnijoj

formi, u obliku feritina (197).

Uz kroni¢nu upalu, oksidacijski stres je vazna znacajka u patogenezi KOPB-a. Izvori
oksidacijskog stresa proizlaze iz povecanog opterecenja inhalacijskim oksidansima kao i
povisenim koli¢inama ROS-a koje stvaraju upalne stanica kao i imunosne te epitelne stanice
disnih putova (174). Uz to, zbog konstantnog kontakta pluc¢a sa zrakom, ona su dodatno
izlozena kataliti¢ki aktivnom Zeljezu. Zeljezo moZe pojacati oksidacijski stres zbog svoje
sposobnosti da potice stvaranje ROS-a. Istrazivanje Ghio 1 suradnika pokazalo je da dim

cigareta potice stvaranje ROS-a mehanizmom ovisnim o zeljezu (180).
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2.1. Cilj i hipoteze istrazivanja

Cilj ovoga rada je ispitati povezanost izmedu promjena u koncentraciji serumskog hepcidina i

Cimbenika koji ga reguliraju kod bolesnika s KOPB-om, u fazi akutne egzacerbacije, nakon

razrjesenja akutne krize - u rezoluciji i u stabilnoj fazi bolesti da bi se ispitalo kako ovi

¢imbenici utjecu na koncentraciju hepcidina i osiguravanje dovoljne opskrbe zeljezom

neophodnim za eritropoezu.

Specifi¢ni ciljevi:

Ispitati da li je koncentracija hepcidina promijenjena u skupini bolesnika s KOPB-om
u odnosu na skupinu zdravih ispitanika te da li se koncentracija hepcidina mijenja u
AEKOPB-u.

Ispitati razinu sistemske upale u egzacerbaciji, rezoluciji i stabilnoj fazi KOPB-a
odredivanjem pokazatelja sistemske upale: IL-6, CRP-a, fibrinogena, broja leukocita i

broja neutrofilnih leukocita te ispitati utjecaj upale na koncentraciju hepcidina.
Ispitati moguéi ucinak hipoksije na koncentraciju hepcidina pra¢enjem pokazatelja
hipoksije: PaOz i SatO2 u egzacerbaciji, rezoluciji i stabilnoj fazi bolesti.

Ispitati povezanost serumske koncentracije hepcidina s pokazateljima statusa Zeljeza

odredivanjem koncentraciju serumskog zeljeza, TIBC-a, feritina i Tsat-a.

Ispitati povezanost hepcidina s pokazateljima eritropoeze odredivanjem apsolutnog

broja retikulocita, koncentracije eritropoetina i STfR-a.

Ispitati utjecaj hepcidina na koncentraciju hemoglobina u AEKOPB-u i stabilnoj fazi

bolesti.

Hipoteza istraZivanja:

Koncentracija hepcidina u serumu bolesnika s KOPB-om promijenjena je u odnosu na

kontrolnu skupinu i mijenja se tijekom AEKOPB-a.

Na sintezu hepcidina u jetri i koncentraciju u serumu bolesnika s KOPB-om utje¢u

upala i/ili hipoksija.

Serumska koncentracija hepcidina povezana je S promjenom koncentracije

hemoglobina u egzacerbaciji i stabilnoj fazi bolesti.
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3. ISPITANICI | METODE

3.1. Plan istrazivanja

U ovom istrazivanju parametri su longitudinalno praceni u tri vremenske tocke: u fazi
egzacerbacije, u fazi rezolucije i u stabilnoj fazi bolesti. Rezolucija AEKOPB-a definirana je
kao zavrSeni tretman kortikosteroidima i antibioticima, vra¢anje simptoma na razinu prije
egzacerbacije bez potrebe za pove¢anom dozom bronhodilatatora. Stabilna faza je definirana
kao odsutnost zna¢ajnih promjena simptoma veca od ocekivane dnevne varijacije bez potrebe

za pojac¢anim tretmanom minimalno 12 tjedana nakon rezolucije (194).

U sve tri vremenske tocke kod bolesnika s KOPB-om odredivani su hematoloski
parametri krvne slike (broj leukocita, neutrofilnih granulocita i koncentracija hemoglobina),
serumska koncentracija hepcidina i ¢imbenika koji reguliraju ekspresiju hepcidina u jetri. Kao
pokazatelji statusa zeljeza mjereni su koncentracija zeljeza, nezasi¢eni kapacitet zeljeza
(UIBC), ukupni kapacitet vezanja Zzeljeza (TIBC) 1 feritin u serumu; kao pokazatelji
eritropoetske aktivnosti odreden je broj retikulocita (Rtc), koncentracija topivih transferinskih
receptora (STFfR) i koncentracija regulatornog hormona EPO-a; koncentracija
IL-6, CRP-a i fibrinogena, te broj leukocita odredeni su kao pokazatelji sistemske upale. Svim
bolesnicima odredeni su parcijalni tlak kisika u arterijskoj krvi i1 zasi¢enje hemoglobina
kisikom za procjenu eventualno prisutne hipoksije. Za procjenu oksidacijskog stresa u sve tri
vremenske tocke mjerena je koncentracija tiolnih skupina i antioksidacijskih molekula:

mokraéne kiseline, albumina, te ukupnog i direktnog bilirubina.

Svim bolesnicima u prvom uzorku seruma (kod prijema) odredena je koncentracija
kreatinina i Cockroft-Gaultovom formulom izracunata glomerularna filtracija (engl. estimated
glomerular filtration rate, eGFR) kako bi se iskljucila bolest bubrega, te aktivnost jetrenih
enzima aspartat-amino transferaze (AST), alanin-aminotransferaze (ALT) i alkalne fosfataze
(ALP), da bi se iskljucila bolest jetara buduci da smanjena bubrezna funkcija i jetrene bolesti
utjeCu na razinu hepcidina. Svim bolesnicima je u fazi rezolucije bila napravljena
spirometrija, izracunat indeks tjelesne mase (engl. body mass index, BMI) i Charlsonov

indeks komorbiditeta.
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3.2. ISPITANICI

Skupina pacijenata s KOPB-om

U istrazivanje je bilo ukljuc¢eno 40 bolesnika koji imaju postavljenu dijagnozu KOPB-a
prema GOLD kriterijima, te im je dijagnosticirana AEKOPB kod prijema u bolnicu (162).
AEKOPB utvrdena je na temelju pogorSanja simptoma bolesti (pogorsanje respiracijskih
tegoba, izrazena dispneja, iskaSljavanje vece koli¢ine gnojnog sputuma, respiracijskom
insuficijencijom, slabos¢u, nesanicom, umorom, depresijom te konfuzijom) i pogorSanja
stanja bolesnika u odnosu na stabilnu fazu bolesti i iznad uobicajenih dnevnih varijacija

simptoma (162).

Iz istrazivanja su bili iskljuceni svi bolesnici koji imaju poremecaje ili stanja koji sami

po sebi mogu utjecati na hematoloske parametre ili na koncentraciju hepcidina.
Kriteriji za iskljucivanje ispitanika iz istraZivanja:
= AEKOPB, terapija oralnim ili parenteralnim kortikosteroidima u posljednja tri

mjeseca

= druge bolesti pluca

= druge kroni¢ne upalne bolesti

= bolest jetre

= smanjena bubrezna funkcija (¢éGFR < 60 ml/min)

= maligne bolesti

= operativni zahvat u posljednja tri mjeseca

= transfuzija krvi u posljednja tri mjeseca

= terapija preparatima Zeljeza, folne kiseline ili vitaminom B>

Kontrolna skupina

U kontrolnu skupinu je ukljuceno trideset zdravih ispitanika podudarnih po dobi i spolu

bolesnicima s KOPB-om, koji su prosli redovni sistematski pregled, te nisu pokazivali
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znakove akutnih ni kroni¢nih stanja. Za procjenu plu¢ne funkcije svim ispitanicima je
napravljena spirometrija. Temeljem normalnih spirometrijskih nalaza dobrovoljci su ukljuc¢eni

u istrazivanje kao ispitanici kontrolne skupine.
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3.3. METODE

3.3.1. Biokemijski i hematoloski parametri

Uzorci krvi za analizu uzeti su kod svih bolesnika kojima je dijagnosticirana
AEKOPB-a prije pocetka terapije, a u stabilnoj fazi i fazi rezolucije uzorci krvi uzeti su
nataste izmedu 7 i 10 sati. Uzorci krvi za krvnu sliku uzeti na K>-EDTA analizirani su unutar
jednog sata od uzorkovanja. 1z uzorka krvi bez antikoagulansa, neposredno nakon
centrifugiranja na 3500 okretaja u minuti tijekom 10 minuta, serum je odvojen od stanica,
uzorci su razdijeljeni na alikvote i pohranjeni na -80°C do analize. Uzorci plazme uzete na
Na-citrat nakon centrifugiranja na 4000 okretaja u minuti, tijekom 15 minuta neposredno

nakon centrifugiranja odvojeni su od stanica i alikvotirani, te pohranjeni na -80°C do analize.

Koncentracija Zeljeza, urata, albumina, ukupnog i direktnog bilirubina, feritina i TIBC,
aktivnost AST, ALT i ALP mjereni su se standardnim laboratorijskim metodama na
automatskom analizatoru (Beckman Coulter, AU 680, USA). Rtc i parametri kompletne krvne
slike odredeni su na hematoloSkom analizatoru (Siemens, Advia 120, Erlangen, Germany).
Koncentracija sTfR odredena je nefelometrijski (Siemens, ProSpec, Erlangen, Germany),
koncentracija fibrinogena metodom po Claussu na automatskom optickom koagulometru
(Siemens, BCS, Erlangen, Germany). ELISA metodom odredena je koncentracija IL-6
(eBioscience, San Diego, CA, USA), hepcidina (DRG International; Marburg, Germany) i
EPO (eBioscience, San Diego, CA, USA). SaO; i PaO. odredivani su direktnom
potenciometrijom na acidobaznom analizatoru (Gem 3000, Instrumentation Laboratory,
Lexington, MA, USA).

Odredivanje tiolnih skupina

Za odredivanje tiolnih skupina koristio se Ellmanov reagens (5,5'-ditiobis-
2-nitrobenzojeva kiselina ili DTNB). U reakciji DTNB-a s tiolnim skupinama oslobada se
5-tio-2-nitrobenzojeva kiselina (TNB) i nastaju mijeSani disulfidi izmedu molekula sa
sulfhidrilnom (SH) skupinom i TNB. Reakcija se odvija brzo i stehiometrijski pri ¢emu jedan
mol tiola oslobada jedan mol TNB-a. TNB u vodenoj sredini pri alkalnom i neutralnom pH
ionizira u Zuto obojeni anion TNB. Oslobodeni TNB se odreduje spektrofotometrijski

mjerenjem apsorbancije pri 412 nm.
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3.3.2. Ostali postupci

Za procjenu plucéne funkcije bolesnika s KOPB-om i zdravih ispitanika napravljena je
spirometrija. Spirometrija je metoda dinamickog mjerenja pluénih volumena. Nakon
maksimalnog udaha izdahne se brzo i jako i pokusa se iz plu¢a izdahnuti sav zrak. Pomocu
krivulje protoka volumena zraka mjeri se FEVi, FVC, izratunava Tiffaneu-ov indeks
(FEV1/FVC), ali i niz drugih parametara. Spirometrijsko mjerenje kod bolesnika s KOPB-om
napravljeno je nakon primjene kratko-djelujuceg bronhodilatatora prema GOLD smjernicama

u stabilnoj fazi bolesti.

U istrazivanje su ukljuceni ispitanici koji nemaju dijagnosticiranu bolest bubrega ni
jetre i vrijednostima eGFR>60 ml/min, te vrijednostima aktivnosti jetrenih enzima manjim od
trostruke vrijednosti gornje granice referentnog raspona. Svim bolesnicima je u fazi rezolucije
napravljena spirometrija, izracunat indeks tjelesne mase i Charlsonov indeks komorbiditeta.
Charlsonov indeks komorbiditeta predvida desetogodi$nji rizik od smrtnog ishoda za
bolesnike koji imaju veci broj bolesti ili stanja kao §to su bolesti srca, AIDS, zlocudne bolesti,
dijabetes melitus itd. (ukupno 22 stanja). Svakoj bolesti ili stanju pridruzuje se ocjena 1, 2, 3
ili 6 ovisno o riziku od smrti povezanom s tim stanjem. Ocjene se zatim zbrajaju i dobiveni

zbroj predvida rizik od smrti (199).

Svim bolesnicima 1 ispitanicima kontrolne skupine uzeti su podaci o puSackim
navikama 1 izraCunat je broj puSackih godina (200). Pusacke godine (engl. pack-years) su
indeks ukupne izlozenosti duhanskom dimu ili ukupni pusacki staz. Pusacke godine racunaju

se prema sljedec¢oj formuli:

Broj cigareta dnevno
Pusacke godine = x godine pusenja
20
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3.4. STATISTCKA ANALIZA

Izmjereni rezultati s obzirom na veli¢inu uzorka i normalnost raspodjele prikazani su
odgovaraju¢im mjerama srediSnjice i rasapa i to srednjom vrijednoséu i standardnom
devijacijom za podatke koji slijede normalnu raspodjelu, a medijanom i interkvartilnim
rasponom za podatke koji ne slijede normalnu raspodjelu. Normalnost raspodjele ispitana je
Kolmogorv-Smirnovljevim testom. Podaci su obzirom na raspodjelu usporedivani
parametrijskim ili odgovarajuéim neparametrijskim testovima. Rezultati varijabli vezanih
mjerenja usporedeni su zavisnim testovima i to parametrijskim ANOVA testom za ponovljena
mjerenja (engl. Repeated measures analysis of variance) ili Friedmanovim testom,
neparametrijskim testom za ponavljana mjerenja. Medusobna povezanost varijabli ispitana je
parametrijskim Pearsonovim testom korelacije ili neparametrijskom Spearmanovom
korelacijom obzirom na normalnosti raspodjele podataka. Statisti¢ki znacajne povezanosti (uz
P<0,05) tumacena je sukladno Coltonovu kriteriju ( za r <0,25 i r < -0,25 kao nepostojanje
povezanosti, za r = 0,25 — 0,50 i r= -0,25 — -0,50 kao slaba do umjerena povezanost,
zar=05-0,751r=-0,5--0,75 kao dobra povezanost, te zar > 0,75 i r < -0,75 kao izvrsna
povezanost). Razlika varijabli izmedu ispitivane 1 kontrolne skupine ispitana je
parametrijskim nezavisnim t-testom ili neparametrijskim Mann-Whitneyevim testom za
nezavisne uzorke. Raspodjela kategorickih varijabli izmedu skupina usporedena je hi-kvadrat
testom, a izmedu triju vezanih mjerenja Cochranovim Q testom. Statisticki znafajnima

smatrane su sve razlike i povezanosti uz P<0,05.
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4. REZULTATI

Osnovne karakteristike bolesnika s KOPB-om i ispitanika kontrolne skupine prikazana
su u tablici 5. Skupina zdravih ispitanika bila je podudarna sa skupinom bolesnika s
KOPB-om obzirom na dob i spol, ali je u kontrolnoj skupini bilo vise pusa¢a nego u skupini
bolesnika s KOPB-om. U skupini bolesnika s KOPB-om 9 bolesnika je bilo na LTOT-u.

Tablica 5. Demografske karakteristike bolesnika s KOPB-om i ispitanika kontrolne skupine.

KOPB skupina Kontrolnha skupina | P vrijednost
N 40 30
Spol (Zzene/muskarci) 9/31 6/24 0,800
Starost (godine) 71+8 73+7 0,269
BMI (kg/m?) 26,1+5.9 27,5423 0,197
Pusacke navike (pusacke godine) 39+£18 26+19 0,051
Pusadi / bivsi /nepusaci 18/16/6 3/14/13 0,002
Charlson indeks 2(1-4)
FEV1 (% ocekivanog) 39+19 85+15 <0,0001
FEV1/FVC (%) 52+14 9449 <0,0001

Klasifikacija bolesnika s KOPB-om prema teZini ograni¢enja protoka zraka (GOLD 2015.)

Blagi KOPB (FEV:1 > 80 % ocekivanog) 1/40
Umijereni KOPB (50 % < FEV1< 80 % ocekivanog) 6/40
Teski KOPB (30 % < FEV1< 50 % ocekivanog) 17/40
Vrlo teski KOPB (FEV:< 30 % oc¢ekivanog) 16/40

lako je KOPB cesto pracen drugim bolestima Charlsonov indeks komorbiditeta bio je
relativno nizak (Tablica 5). Pokazalo se da je najviSe bolesnika s KOPB-om pobolijevalo od
srCane dekompenzacije, SecCerne bolesti, ishemijske bolesti srca 1 hipertenzije. Nizak
Charlsonov indeks posljedica je odabranih kriterija za isklju€ivanje iz istraZivanja (jetrene

bolesti, kroni¢no bubrezno zatajenje, zlo¢udni tumori, zlo¢udne hematoloske bolesti).
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4.1. Longitudinalne vrijednosti hepcidina, pokazatelja upale, statusa zeljeza,

eritropoetske aktivnosti i hemoglobina, te hipoksije u skupini bolesnika s KOPB-om i
kontrolnoj skupini

Hepcidin

Serumska koncentracija hepcidina kod bolesnika s KOPB-om bila je povecana u
egzacerbaciji, rezoluciji kao i u stabilnoj fazi bolesti u odnosu na skupinu zdravih ispitanika,
ali istrazivanjem nije dokazano postojanje razlike izmedu serumske koncentracije hepcidina u
egzacerbaciji u odnosu na stabilnu fazu KOPB-a. Podaci pokazuju veéi rasap vrijednosti
hepcidina u fazi egzacerbacije, te je iz grafa uocljivo da je kod odredenog broja bolesnika

doslo do snizavanja koncentracije hepcidina (Slika 8).
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Slika 8. Longitudinalne vrijednosti koncentracije hepcidina u skupini bolesnika s KOPB-om i
kontrolnoj skupini.

Razina statisticke znacajnosti (P) u usporedbi KOPB skupine sa skupinom zdravih ispitanika.
Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + standardna devijacija.
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Pokazatelji upale

Koncentracija IL-6 bila je statisticki znacajno visa kod bolesnika s KOPB-om kod
prijema i u stabilnoj fazi u odnosu na kontrolnu skupinu, dok se koncentracija ovog
proupalnog citokina nije razlikovala od kontrolne skupine u fazi rezolucije. Vrijednosti IL-6 u
fazi egzacerbacije nisu bile statistiCki znacajno viSe nego u stabilnoj fazi, ve¢ samo u odnosu

na fazu rezolucije (Slika 9).
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Slika 9. Longitudinalne vrijednosti koncentracije IL-6 u skupini bolesnika s KOPB-om i
kontrolnoj skupini.

Razina statisticke znacajnosti (P) u usporedbi KOPB skupine sa skupinom zdravih ispitanika.
‘Razine statisti¢ke znacajnosti (P) u usporedbi egzacerbacije s rezolucijom.
Vrijednosti su prikazane kao medijan (25-ti do 75-ti percentil).
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Koncentracija CRP-a u egzacerbaciji bila je zna¢ajno visa od vrijednosti ovog reaktanta
akutne faze u rezoluciji i u stabilnoj fazi kao i od vrijednosti dobivenih u kontrolnoj skupini.
U sve tri faze mjerenja koncentracija CRP-a bila je znacajno visa u skupini bolesnika s

KOPB-om u odnosu na vrijednosti dobivene u kontrolnoj skupini.
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Slika 10. Longitudinalne vrijednosti CRP-a u skupini bolesnika s KOPB-om i kontrolnoj
skupini.

®Razina statisticke znacajnosti (P) u usporedbi KOPB skupine sa skupinom zdravih ispitanika.
bRazina statisticke znacajnosti (P) u usporedbi egzacerbacije sa stabilnom fazom bolesti.
‘Razine statisti¢ke znacajnosti (P) u usporedbi egzacerbacije s rezolucijom.

Vrijednosti su prikazane kao medijan (25-ti do 75-ti percentil).
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Skupina bolesnika s KOPB-om imala je znacajno veci apsolutni broja leukocita
(Slika 11) i neutrofilnih granulocita (Slika 12) u sve tri faze u odnosu na kontrolnu skupinu,
ukazujuéi na stalno prisutnu sistemsku upalu. Oba parametra su u fazi rezolucije, ali ne i u

egzacerbaciji, bila statisti¢ki znacajno visa od vrijednosti dobivenih u stabilnoj fazi.
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Slika 10. Longitudinalne vrijednosti broja leukocita u skupini bolesnika s KOPB-om i
kontrolnoj skupini.

Razina statisticke znacajnosti (P) u usporedbi KOPB skupine sa skupinom zdravih ispitanika.
bRazina statisticke znacajnosti (P) u usporedbi egzacerbacije sa stabilnom fazom bolesti.
‘Razine statisti¢ke znacajnosti (P) u usporedbi egzacerbacije s rezolucijom.

Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + standardna devijacija.
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Skupina bolesnika s KOPB-om imala je znacajno veci apsolutni broja leukocita
(Slika 11) i neutrofilnih granulocita (Slika 12) u sve tri faze u odnosu na kontrolnu skupinu,
ukazujuci na stalno prisutnu sistemsku upalu. Oba parametra su u fazi rezolucije, ali ne i u

egzacerbaciji, bila statisticki znacajno visa od vrijednosti dobivenih u stabilnoj fazi.
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Slika 12. Longitudinalne vrijednosti apsolutnog broja neutrofila u skupini bolesnika s
KOPB-om i kontrolnoj skupini.

®Razina statisticke znacajnosti (P) u usporedbi skupine bolesnika s KOPB-om sa skupinom
zdravih ispitanika.

bRazina statisti¢ke zna¢ajnosti (P) u usporedbi rezolucije sa stabilnom fazom bolesti.
Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + standardna devijacija.
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Longitudinalne vrijednosti pokazuju da je koncentracija fibrinogena u fazi rezolucije
bila znacajno niza od koncentracije fibrinogena u egzacerbaciji, kao i u stabilnoj fazi.
Koncentracija fibrinogena nije bila statisticki znacajno visa u skupini bolesnika s KOPB-om u
odnosu na kontrolnu skupinu ni u fazi egzacerbacije, ni u stabilnoj fazi bolesti, dok je u fazi
rezolucije koncentracija fibrinogena bila niza u skupini bolesnika s KOPB-om u odnosu na

kontrolnu skupinu (Slika 13).
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Slika 13. Longitudinalne vrijednosti koncentracije fibrinogena u skupini bolesnika s
KOPB-om i kontrolnoj skupini.

®Razina statisticke znacajnosti (P) u usporedbi skupine bolesnika s KOPB-om sa skupinom
zdravih ispitanika.

bRazina statisti¢ke znacajnosti (P) u usporedbi rezolucije sa stabilnom fazom bolesti.

‘Razina statisti¢ke znacajnosti (P) u usporedbi egzacerbacije s fazom rezolucije.

Vrijednosti su prikazane kao medijan (25-ti do 75-ti percentil).
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Pokazatelji statusa Zeljeza

Egzacerbaciju KOPB-a, kao S§to je ocekivano, karakterizira znacajno snizena
koncentracija serumskog zeljeza i TSat. RazrjeSenjem akutne krize oba parametra porasla su
iznad vrijednosti dobivenih u stabilnoj fazi, kao i onih dobivenih u zdravoj skupini ispitanika.
Serumska koncentracija zeljeza i Tsat-a u stabilnoj fazi bolesti ne razlikuju se od vrijednosti
dobivenih u kontrolnoj skupini (Slike 14 i 15).
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Slika 14. Longitudinalne vrijednosti koncentracije Zeljeza u skupini bolesnika s KOPB-om i
kontrolnoj skupini.

®Razina statisticke znacajnosti (P) u usporedbi skupine bolesnika s KOPB-om sa skupinom
zdravih ispitanika.

bRazina statisti¢ke zna¢ajnosti (P) u usporedbi rezolucije sa stabilnom fazom bolesti.

‘Razina statisti¢ke znacajnosti (P) u usporedbi egzacerbacije s fazom rezolucije.

Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + standardna devijacija.
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Slika 15. Longitudinalne vrijednosti Tsat-a u skupini bolesnika s KOPB-om i kontrolnoj
skupini.

®Razina statisticke znacajnosti (P) u usporedbi skupine bolesnika s KOPB-om sa skupinom
zdravih ispitanika.

bRazina statisti¢ke znagajnosti (P) u usporedbi rezolucije sa stabilnom fazom bolesti.

‘Razina statisti¢ke znacajnosti (P) u usporedbi egzacerbacije s fazom rezolucije.

Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + standardna devijacija.
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Vrijednosti ostalih izmjerenih parametara statusa zeljeza - TIBC-a i feritina nisu se

statistiCki znaCajno razlikovale u tri faze mjerenja. Ovi parametri nisu se razlikovali od

vrijednosti dobivenih u kontrolnoj skupini ni u fazi egzacerbacije, ni u stabilnoj fazi

(Slike 16 i 17).
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Slika 16. Longitudinalne vrijednosti TIBC-a u skupini bolesnika s KOPB-om i kontrolnoj

skupini.

Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + standardna devijacija.
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Slika 17. Longitudinalne vrijednosti feritina u skupini bolesnika s KOPB-om i kontrolnoj
skupini.

Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + standardna devijacija.
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Hemoglobin i pokazatelji eritropoetske aktivnosti

Koncentracija hemoglobina u skupini bolesnika s KOPB-om nije se razlikovala od one
zdravih ispitanika u egzacerbaciji i rezoluciji, ve¢ je bila znacajno niza samo u stabilnoj fazi
bolesti, tri mjeseca nakon egzacerbacije KOPB-a. Koncentracija hemoglobina u stabilnoj fazi

bila je znacajno niza u odnosu na fazu rezolucije, ali ne i fazu egzacerbacije (Slika 18.)
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Slika 18. Longitudinalne vrijednosti koncentracije hemoglobina u skupini bolesnika s
KOPB-om i kontrolnoj skupini.

Razina statisti¢ke znacajnosti (P) u usporedbi skupine bolesnika s KOPB-om sa skupinom
zdravih ispitanika.
bRazina statisti¢ke zna¢ajnosti (P) u usporedbi rezolucije sa stabilnom fazom bolesti.

Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + standardna devijacija.
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Apsolutni broj retikulocita kao pokazatelj eritropoetske aktivnost u sve tri faze
istrazivanja bio je nizi od vrijednosti dobivenih u kontrolnoj skupini, ali se vrijednosti nisu
statisticki znaCajno razlikovale u tri mjerenja provedena kod bolesnika s KOPB-om

(Slika 19).
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Slika 19. Longitudinalne vrijednosti apsolutnog broja retikulocita u skupini bolesnika s
KOPB-om i kontrolnoj skupini.

%Razina statisticke znacajnosti (P) u usporedbi skupine bolesnika s KOPB-om sa skupinom
zdravih ispitanika.
Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + standardna devijacija.
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Rezultati pokazuju da je koncentracija sTfR-a kod prijema i u fazi rezolucije znacajno visa

nego kod zdravih ispitanika (Slika 20).
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Slika 20. Longitudinalne vrijednosti koncentracije sTfR u skupini bolesnika s KOPB-om i
kontrolnoj skupini.

Razina statisti¢ke znacajnosti (P) u usporedbi KOPB skupine sa skupinom zdravih ispitanika.
Vrijednosti su prikazane kao medijan (25-ti do 75-ti percentil).
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Koncentracija eritropoetina u skupini pacijenata s KOPB-om bila je samo u fazi egzacerbacije
viSa u odnosu na vrijednosti dobivene u kontrolnoj skupini. U skupini pacijenata s KOPB-om

eritropoetin je bio visi u fazi egzacerbacije u odnosu na rezoluciju, ali ne i na stabilnu fazu
bolesti (Slika 21).
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Slika 21. Longitudinalne vrijednosti koncentracije eritropoetina u skupini bolesnika s
KOPB-om i kontrolnoj skupini.

%Razina statisticke znacajnosti (P) u usporedbi skupine bolesnika s KOPB-om sa skupinom
zdravih ispitanika.

‘Razina statisti¢ke znacajnosti (P) u usporedbi egzacerbacije s fazom rezolucije.
Vrijednosti su prikazane kao medijan (25-ti do 75-ti percentil).
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Pokazatelji hipoksije

U egzacerbaciji KOPB-a PaO i SaO: bile su znac¢ajno nize u odnosu na vrijednosti ovih

parametara u fazi rezolucije i stabilnoj fazi KOPB-a (Slike 22 i 23). Budu¢i da ovi parametri

nisu izmjereni u skupini zdravih bolesnika na grafovima su crvenom crtom oznacene grani¢ne

vrijednosti PaO; i Sa0..
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Slika 22. Longitudinalne vrijednosti PaO2 u skupini bolesnika s KOPB-om.

bRazina statisti¢ke zna¢ajnosti (P) u usporedbi rezolucije sa stabilnom fazom bolesti.

‘Razina statisti¢ke znacajnosti (P) u usporedbi egzacerbacije s fazom rezolucije.
Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + standardna devijacija.
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Slika 23. Longitudinalne vrijednosti SaO; u skupini bolesnika s KOPB-om.

bRazina statisti¢ke znadajnosti (P) u usporedbi rezolucije sa stabilnom fazom bolesti.

‘Razina statisti¢ke znacajnosti (P) u usporedbi egzacerbacije s fazom rezolucije.
Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + standardna devijacija.
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Ucestalost bolesnika s razli¢itim stupnjem hipoksemije znaajno se razlikovala u tri
mjerenja (P=0,001) (Slika 24). U egzacerbaciji je devet bolesnika imalo vrlo tesku
hipoksemiju, a dvadeset bolesnika teSku hipoksemiju. U fazi rezolucije vrlo teska hipoksemija
nije bila prisutna kod niti jednog bolesnika, dok je teSka hipoksemija bila prisutna kod

devetnaest bolesnika u fazi rezolucije i Sesnaest bolesnika u stabilnoj fazi bolesti.
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Slika 24. Distribucija bolesnika prema stupnju hipoksemije u tri faze mjerenja.
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Longitudinalne vrijednosti svih izmjerenih parametara kod bolesnika s KOPB-om i
kontrolne skupine sazeto su prikazane u tablici 6.
Tablica 6. Longitudinalne vrijednosti hepcidina, hemoglobina, pokazatelja upale, statusa

zeljeza, pokazatelja eritropoetske aktivnosti i hipoksije u skupini bolesnika s KOPB-om i
kontrolnoj skupini.

KopPB KONROLNA
Parametar Egzacerbacija Rezolucija Stabilna faza SKUPINA
Hepcidin (ng/ml) 18,27+17,672 19,23+13,6% 15,36+9,512 9,59+4,83

Pokazatelji upale
IL-6 (pg/ml) 3,74 (1,63-10,32)* ¢ | 1,64 (1,03-3,85) 2,79 (1,48-4,07)? 1,97 (0,69-1,59)
CRP (mg/l) 19,3 (9,3-82,00>2¢ | 3,7 (2,0-13,4)2 5,8 (3,2-15,0) 2,5 (1,4-5,2)
Fibrinogen (g/l) 45 (3,1-6,0)° 2,8 (2,2-3,6)* b 4,4 (3,2-5,6) 4,1 (3,5-4,8)
Leukociti (x<10%L) | 10,1443 10,7+3,0% P 9,143,12 6,1+1,3
Neutrofili (x10%/L) | 8,1+4,5% 7,842,9% P 6,6+3,08 3,740,9
Hemoglobin i pokazatelji statusa Zeljeza
Hemoglobin (g/) | 147+17 149+18P 1424202 152413
Zeljezo (umol/L) | 12,110,225 ¢ 24,1+13,4% P 17,247,7 19,1459
TIBC (umol/L) 54,9+12,6 55,43+11,4 54,4+9,6 56,4+7,5
TSat (%) 21+16%0:¢ 4320 &P 32415 34411
Feritin (pmol/l) 197+181 195+142 181122 193+£109
Pokazatelji eritropoetske aktivnosti i hipoksije

Rtc (x10%/L) 62,47+31,802 51,44+23,128 53,79+23,39% 85,12+21,92
sTfR (mg/L) 1,345 (1,125-1,975)* | 1,395 (1,08-1,78)% 1,250 (1,030-1,510) | 1,188 (1,05-1,3)
EPO (1U/I) 11,22 (4,68-24,14)* | 5,20 (3,95-10,7) 7,28(5,5-11,55) 6,5 (3,5-9,9)
PaO; (kPa) 7,0542,120 ¢ 8,51+1,69 8,88+1,56 n.m.
Sa0, (%) 82,9+12,6 ¢ 91,4+4,3 91,9+4,8 n.m.

aStatisticki znacajna razlika izmedu skupine bolesnika s KOPB-om i kontrolne skupine
(P<0,05).

bStatisticki znadajna razlika izmedu faze egzacerbacije ili rezolucije u odnosu na stabilnu fazu
bolesti (P<0,05).

“Statisticki znacajna razlika izmedu faze egzacerbacije i rezolucije (P<0,05).

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija ukoliko slijede normalnu
raspodjelu u sva tri mjerenja ili kao medijan i 25-ti do 75-ti percentil ako ne slijede normalnu
raspodjelu.

EPO (eritropoetin), PaO2 (parcijalni tlak kisika), Rtc (retikulociti), SaO. (saturacija
hemoglobina kisikom), sTfR (topivi transferinski receptori), TIBC (ukupni kapacitet vezanja
zeljeza), Tsat (saturacija transferina zeljezom).
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4.2. Povezanost izmedu hepcidina i biokemijskih pokazatelja upale, statusa Zeljeza,
eritropoeze i hipoksije u kontrolnoj skupini i u skupini bolesnika s KOPB-om u tri

vremenske tocke

Povezanost hepcidina s pojedina¢nim parametrima sazeto je prikazana u tablici 7.

Tablica 7. Povezanost hepcidina i biokemijskih pokazatelja upale, hemoglobina i statusa
zeljeza i eritropoetske aktivnosti. Vrijednosti otisnute masnim slovima statisticki su znacajne

(P<0,05).

EGZACREBACIJA

REZOLUCIJA

Korelacija hepcidina s pokazateljima upale

STABILNA FAZA

KONTROLNA
SKUPINA

IL-6 r=0,59 (P<0,0001)  r=0,19 (P=0,249) r=0,35 (P= 0,033) r=0,05 (P=0,807)
CRP r=0,41 (P= 0,010) r=-0,003 (P=0,984) | r=0,34 (P=0,037) r=0,07 (P=0,721)
LEUKOCITI r=0,22 (P=0,181) r=-0,09 (P=0,601) r=-0,17 (P=0,316) r=0,10 (P=0,619)
NEUTROFILI r=0,20 (P=0,264) r=-0,06 (P=0,758) r=-0,13 (P= 0,547) r=-0,01 (P= 0,946)

Korelacija hepcidina s hemoglobinom 1 pokazateljima statusa zeljeza

HEMOGLOBIN r=0,14 (P= 0,414) r=0,25 (P=0,118) r=0,10 (P= 0,547) r=0,15 (P= 0,446)
7ELJEZO r=0,03 (P=0,822) r=0,22 (P=0,172) r=-0,04 (P=0,804) r=0,14 (P= 0,471)
TIBC r=-059 (P<0,001)  r=-0,27 (P=0,100) r=-0,36 (P=0,028) | r=-0,57 (P=0,001)
TSat r=0,21 (P=0,206) r=0,41 (P=0,009) r=0,021 (P=0,528) r=0,24 (P=0,119)
FERITIN r= 0,69 (P<0,001)  r=0,67 (P<0,001) r=0,56 (P<0,001) r= 0,58 (P=0,001)

Korelacija hepcidina s pokazateljima eritropoetske aktivnosti i hipoksije

Rtc r=-0,46 (P=0,003)  r=-0,19 (P=0,224) r=-0,05 (P=0,751) r=0,07 (P=0,719)
TR r=-0,63 (P<0,001)  r=-0,38(P=0,016) | r=-034(P=0,043) | r=-021(P=0,72)
EPO r=-0,08 (P= 0,65) r=-0,15 (P= 0,357) r=-0,08 (P= 0,650) r=-0,05 (P=0,776)
Pa0, r=0,10 (P= 0,552) r=-0,18 (P= 0,262) r=-0,18 (P=0,290)  /
Sa0; r=0,11 (P=0,493) r=-0,21 (P=0,186)) | r=-0,09 (P=0,614)  /

EPO (eritropoetin), PaO> (parcijalni tlak kisika), Rtc (retikulociti), SaO» (saturacija
hemoglobina kisikom), sTfR (topivi transferinski receptori), TIBC (ukupni kapacitet vezanja
zeljeza), Tsat (saturacija transferina Zeljezom).

Vrijednosti otisnute masnim slovima statisticki su znacajne (P<0,05).
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U egzacerbaciji KOPB-a dokazana je dobra povezanost izmedu koncentracije
serumskog hepcidina i medijatora upale: IL-6 i CRP-a. Rezultati ukazuju na vrlo dobru
pozitivnu povezanost izmedu serumske koncentracije hepcidina i feritina te negativnu
povezanost hepcidina i TIBC-a, osobito u fazi egzacerbacije. Ustanovljena je dobra negativna

povezanost izmedu serumskog hepcidina 1 apsolutnog broja retikulocita i sTfR-a.

U fazi rezolucije, serumska koncentracija hepcidina nije korelirala ni s jednim
pokazateljem upale, ali je i dalje bila pozitivno povezana s feritinom i umjereno negativno sa
sTfR-om. Samo u ovoj fazi istrazivanja koncentracija hepcidina je bila pozitivno povezana s

Tsat-om.

U stabilnoj fazi dokazana je slaba pozitivhna povezanost serumskog hepcidina s IL-6 i
CRP-a kao pokazateljima upale. Kao i u fazi rezolucije hepcidin je pozitivno korelirao s

feritinom dok je slaba negativna korelacija pokazana za TIBC i sTfR.

Pokazatelji hipoksije (PaO2 i SaOz2) nisu korelirali sa serumskim hepcidinom ni u jednoj
tocki mjerenja. Korelacija hepcidina s ovim parametrima nije nadena ni u post hock
identificiranoj skupini bolesnika ¢ija je koncentracija hepcidina bila niza u egzacerbaciji nego
u stabilnoj fazi bolesti. Ova skupina bolesnika imala je znacajno nizu razinu CRP-a i IL-6 te
znacajno veci broj retikulocita od ostalih bolesnika s KOPB-om, ali mali broj bolesnika

(9 bolesnika) u ovoj skupini ne dopusta donosenje zakljucka.

lako epidemioloSka istraZivanja ukazuju na povezanost izmedu razine medijatora upale
— CRP-a i IL-6 i smanjene plué¢ne funkcije tj. FEV1 takva povezanost nije dokazana u ovoj
skupini bolesnika: CRP (r=0,05; P=0,758), IL-6 (r=0,05; P=0,787). Nije nadena ni povezanost
izmedu hepcidina i FEV1 (r=-0,21; P=0,251).

U skupini zdravih ispitanika serumski hepcidin je pokazivao pozitivnu povezanost samo
s pokazateljima statusa zeljeza, pozitivnu s feritinom i negativau s TIBC-om. Koncentracija

hepcidina nije bila povezana ni s jednim pokazateljem upale ili eritropoetske aktivnosti.
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4.3. Longitudinalne vrijednosti pokazatelja oksidacijskog stresa i povezanost hepcidina s

pokazateljima oksidacijskog stresa u KOPBu- i kontrolnoj skupini

Koncentracija antioksidacijskih molekula: albumina, ukupnog i direktnog bilirubina u
sva tri mjerenja bila je niza od vrijednosti dobivenih za kontrolnu skupinu, ali nije bilo razlike

u vrijednostima ovih parametara u tri faze mjerenja (Slike 25-27).
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Slika 25. Longitudinalne vrijednosti serumske koncentracije albumina u skupini bolesnika s
KOPB-om.

®Razina statisticke znacajnosti (P) u usporedbi skupine bolesnika s KOPB-om sa skupinom
zdravih ispitanika.
Vrijednosti su prikazane kao medijan (25-ti do 75-ti percentil).
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Slika 26. Longitudinalne vrijednosti koncentracije ukupnog bilirubina u skupini bolesnika s
KOPB-om.

®Razina statisticke znacajnosti (P) u usporedbi skupine bolesnika s KOPB-om sa skupinom
zdravih ispitanika.

Vrijednosti su prikazane kao medijan (25-ti do 75-ti percentil).
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Slika 27. Longitudinalne vrijednosti koncentracije direktnog bilirubina u skupini bolesnika s
KOPB-om.

®Razina statisticke znacajnosti (P) u usporedbi skupine bolesnika s KOPB-om sa skupinom
zdravih ispitanika.
Vrijednosti su prikazane kao medijan (25-ti do 75-ti percentil).
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Koncentracija mokraéne kiseline u egzacerbaciji i stabilnoj fazi bila je visa u skupini

bolesnika s KOPB-om od vrijednosti dobivenih u kontrolnoj skupini (Slika 28).
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Slika 28. Longitudinalne vrijednosti koncentracije mokraéne kiseline u skupini bolesnika s
KOPB-om.

%Razina statisticke znacajnosti (P) u usporedbi skupine bolesnika s KOPB-om sa skupinom
zdravih ispitanika.
Vrijednosti su prikazane kao medijan (25-ti do 75-ti percentil).
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Koncentracija tiolnih skupina u sva tri mjerenja kod bolesnika s KOPB-om bila je niza u
odnosu na kontrolnu skupinu, ali je koncentracija u egzacerbaciji i rezoluciji bila znacajno

niza nego u stabilnoj fazi (Slika 29).
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Slika 29. Longitudinalne vrijednosti koncentracije tiola u skupini bolesnika s KOPB-om.
®Razina statistiCke znacajnosti (P) u usporedbi skupine bolesmika s KOPB-om sa skupinom
zdravih ispitanika.

bRazina statistiCke znac¢ajnosti (P) u usporedbi rezolucije ili egzacerbacije sa stabilnom fazom
bolesti.

Vrijednosti su prikazane kao medijan (25-ti do 75-ti percentil).
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Longitudinalne vrijednosti pokazatelja oksidacijskog stresa sazeto su prikazane u tablici 8.

Tablica 8. Longitudinalne vrijednosti pokazatelja oksidacijskog stresa u skupini bolesnika s
KOPB-om i kontrolnoj skupini.

KOPB KONTROLNA
Parametar Egzacerbacija Rezolucija Stabilna faza SKUPINA
Albumini (g/1) 39 (36-42)2 38 (35-41)? 40 (36-42)? 44 (42-44)
Ukupni bilirubin a a a ;
(umoll) 7,4 (54-9,1) 8,0 (5,9-11,8) 8,3 (6,3-10,6) 12,5 (11,6-19,0)
Direktni bilirubin a a a .
(umol/l) 1,2 (0,7-1,7) 1,2 (0,8-1,9) 1,5 (1,0-1,9) 2,2 (1,8-2,6)
xfnksﬁfl’)“a kiselina 00 (328-463)* 355 (287-428) 382 (336 -428)° 326 (293-400)
Tiolne skupine 0,127 0,156 0,228
(mmol/l) (0,072-0,179)*® (0,117-0,223)*® (0,198- 0,317)? 0.324+0,107

Vrijednosti otisnute masnim slovima statisticki su znacajne (P<0,05).

#Statisti¢ki znacajna razlika izmedu KOPB skupine i kontrolne skupine.

bStatisticki znadajna razlika izmedu faze egzacerbacije ili rezolucije u odnosu na stabilnu fazu
bolesti.

Podaci su prikazani kao medijan i 25-ti do 75-ti percentile jer ne slijede normalnu raspodjelu.

Serumska koncentracija antioksidacijskih molekula i tiolnih skupina nije bila povezana s

koncentracijom hepcidina (Tablica 9).

Tablica 9. Povezanost hepcidina i pokazatelja oksidacijskog stresa.

EGZACERBACIJA REZOLUCIJA STABILNA FAZA K%ELE?N'-A’\'A
Korelacija hepcidina s pokazateljima oksidacijskog stresa
Ukupni bilirubin r=0,05 (P=0,774) r= 0,026 (P=0,36) r=0,15 (P=0,389) r=0,14 (P=0,467)
Direktni bilirubin r=0,08 (P=0,623) r=0,011 (P=0,401) r=0,05 (P=0,758) r=0,09 (P=0,649)
Mokraéna kiselina | r=0,01 (P=0,41) r=0,13 (P=0,426) r=-0,10 (P=0,552) r=0,15 (P=0,43)
Albumini r=-0,07 (P=0,652) r=0,15 (P=0,364) r=0,08 (P=0,657) r=0,03 (P=0,861)
Tiolne skupine r=-0,25 (P=0,119) r=0,02 (P=0,928) r=-0,16 (P=0,334) r=-0,12 (P=0,523)
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5. RASPRAVA

Ovo istrazivanje je pokazalo da je serumska koncentracija hepcidina povecana u skupini
bolesnika s KOPB-om, kako u egzacerbaciji tako i u stabilnoj fazi bolesti. U skupini zdravih
ispitanika koncentracija hepcidina je, ocekivano, bila povezana samo s pokazateljima statusa
zeljeza — feritinom i TIBC-om, dok je u skupini bolesnika s KOPB-om vrijednost serumskog
hepcidina rasla paralelno s pokazateljima upale i bila je povezana s IL-6 koji je glavni poticaj
sinteze hepcidina tijekom upale ili infekcije (slike 8 i 9).

Poveéana serumska koncentracija hepcidina kod bolesnika s KOPB-om mogla bi biti
posljedica inducirane sinteze ovog hormona pove¢anom koncentracijom IL-6 u cirkulaciji, ali
i povecane sinteze hepcidina u plu¢ima. Istrazivanja su pokazala da sintezu hepcidina u
pluénim makrofagima poti¢u zeljezo i lipopolisaharid, a u epitelnim stanicama pluca
interferon-y i IL-6 (197, 198). Smatra se da je ekspresija hepcidina u ovim stanicama vazna za
odrzavanje lokalne homeostaze zeljeza kojoj je cilj obrana od infekcije 1 zeljezom
posredovanog oksidacijskog stresa. Povecana koncentracija serumskog hepcidina u ovoj
skupini bolesnika mogla bi stoga biti i posljedica poveéane sinteze u plu¢ima i “prelijevanja”
hepcidina iz plu¢nog odjeljka u cirkulaciju. U nizu istrazivanja dokazano je da se proteinske
molekule mogu kretati iz pluca u sistemsku cirkulaciju (201). Neki dokazi ukazuju da pusenje
kao takvo i/ili KOPB mogu povecati permeabilnost pluénih krvnih zila i na taj nacin
doprinijeti prelasku medijatora upale iz pluénog odjeljka u sistemsku cirkulaciju. Stoga se
moze pretpostaviti da je povecana koncentracija hepcidina u skupini bolesnika s KOPB-om
vjerojatno posljedica povecane sinteze ovog peptida u jetri, ali 1 povecanog stvaranja
hepcidina u makrofagima i epitelnim stanicama pluca koju stimulira perzistentna upala u

ovom odjeljku.

Povezanost hepcidina s IL-6 bila je snaznija kod prijema (r=0,59; P<0,001) nego u
stabilnoj fazi bolesti (r=0,35; P=0,033). U fazi rezolucije, serumska koncentracija IL-6
smanjila se na razinu koncentracije ovog citokina u kontrolnoj skupini, a istovremeno se
izgubila i povezanost izmedu IL-6 i hepcidina $to jo§ jednom ukazuje da je IL-6 vjerojatno
glavni regulator sinteze hepcidina kod bolesnika s KOPB-om. Ovakvo kretanje IL-6
vjerojatno je posljedica terapije sistemskim kortikosteroidima tijekom egzacerbacije bolesti,

za koje se zna da imaju izrazito imunosupresivno djelovanje.
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U nizu istrazivanja dokazano je da je IL-6 klju¢ni poticaj za sintezu hepcidina tijekom
upale (140-142). Povecana serumska koncentracija hepcidina vezanjem na feroportin
smanjuje broj molekula ovog transportera Zeljeza na povrsini makrofaga RES-a, hepatocita i
enterocita, Sto za posljedicu ima snizavanje serumske koncentracije zeljeza u cilju
ograni¢avanja dostupnosti ovog clementa patogenima kao dio urodenog imuniteta (141).
Gotovo svi patogeni mikroorganizmi trebaju Zeljezo za odvijanje metaboli¢kih funkcija i
razmnozavanje. Strategija uskracivanja zeljeza vazna je komponenta urodenog imuniteta.
Brojna istrazivanja su pokazala da su bolesnici koji boluju od nasljedne hemokromatoze
skloniji infekcijama S$to se povezuje upravo s povecanom dostupnoSéu Zeljeza patogenim
mikroorganizmima (202). Vjeruje se da snizavanje serumske koncentracije zeljeza doprinosi
obrani domacina od infekcije (146). U tom smislu hepcidin predstavlja poveznicu izmedu
imuniteta 1 metabolizma Zeljeza, ali smanjena dostupnost zeljeza prekursorima eritrocita u
koStanoj srzi istovremeno za posljedicu ima i snizavanje koncentracije hemoglobina to jest
razvoj anemije te se upravo hepcidin smatra glavnim posrednikom AKB-a (138, 139). U fazi
egzacerbacije serumska koncentracija zeljeza i Tsat-a u skupini bolesnika s KOPB-om bile su
izrazito niske dok su u fazi razrjeSenja akutne krize porasle znatno iznad vrijednosti dobivenih
u stabilnoj fazi bolesti kao i u kontrolnoj skupini. Porast koncentracije zeljeza u fazi oporavka
mogao bi imati za cilj pove¢anu opskrbu koStane srzi zeljezom nakon perioda u kojem je zbog
upale dostupnost Zeljeza bila smanjena. Serumska koncentracija hepcidina samo je u ovoj fazi
pozitivno korelirala s Tsat-om. PoviSena TSat potakla je sintezu hepcidina u jetri kako bi se
razina Zeljeza smanjila, Sto je u skladu s rezultatima drugih istrazivanja koje su ispitivale

regulaciju hepcidina zeljezom (203, 204).

Izmjerene vrijednosti pokazatelja upale ukazuju na konstantno prisutnu sistemsku upalu
koja jaca u egzacerbaciji, ali perzistira i u stabilnoj fazi bolesti. Apsolutni broj leukocita 1
neutrofila bio je konstantno ve¢i u skupini bolesnika s KOPB-om, a zna¢ajno visSe vrijednosti
ustanovljene su u fazi rezolucije u odnosu na stabilnu fazu $to je vjerojatno posljedica terapije
glukokortikoidima. Naime, istrazivanja su pokazala da terapija glukokortikoidima uzrokuje
porast broja leukocita kojem najviSe doprinosi porast broja neutrofilnih granulocita. Uzroci
porasta broja leukocita odnosno neutrofilnih granulocita su: otpustanje leukocita iz
marginalnog bazena, odgodena migracija neutrofila u tkiva, odgodena apoptoza te pojacano
otpuStanje iz koStane srzi (205, 206). Posljedica terapije kortikosteroidima tijekom
egzacerbacije vjerojatno je i shizavanje koncentracije fibrinogena u fazi rezolucije na

vrijednosti koje su bile nize od vrijednosti dobivenih u skupini zdravih ispitanika, ali i u
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usporedbi s vrijednostima u drugim fazama mjerenja. Iako je ovo istrazivanje pokazalo da
fibrinogen nije znacajno povisen u KOPB skupini u odnosu na skupinu zdravih ispitanika, §to
je u skladu s nekim prethodnim istrazivanjima, valja spomenuti da su neka istrazivanja
ustanovila da je fibrinogen koristan biomarker koji je povezan s rizikom od buduce

egzacerbacije bolesti i mortalitetom (207, 208).

Feritin je parametar koji je pokazivao najbolju korelaciju s hepcidinom u svim fazama
istrazivanja, §to je logi¢no buduci da hepcidin i feritin na isti nac¢in odgovaraju na upalu i
promjene statusa zeljeza. U upali serumska koncentracija feritina i hepcidina rastu jer su oba
proteini akutne faze. Kada raspolozivost i rezerve Zeljeza porastu raste koncentracija feritina,
ali 1 hepcidina kako bi se smanjilo nakupljanje Zeljeza. Snazna povezanost izmedu serumskog
feritina i hepcidina u svim tockama mjerenja ukazuje da Zeljezo samo ili kinetika njegovog

koristenja mogu regulirati ekspresiju hepcidina (151).

Bilo je za ocekivati da ¢e jaCanje sistemske upale u egzacerbaciji u odnosu na stabilnu
fazu uzrokovati veci porast koncentracije hepcidina, ali to nije dokazano. No medutim, dok je
koncentracija CRP-a bila znacajno visa u egzacerbaciji KOPB-a, koncentracija IL-6 Kkoji je
odgovoran za pojacanu ekspresiju hepcidina u upali nije bila visa u ovoj fazi u odnosu na
stabilnu fazu ¢ime se moze objasniti izostanak ocekivanog porasta koncentracije hepcidina u
egzacerbaciji. Nadalje, regulacija hepcidina rezultat je integracije vise razlicitih signala, te se
ovakav rezultat moZe objasniti istovremenim utjecajem upale 1 hipoksije koje su izraZenije u
egzacerbaciji, ali imaju suprotan u¢inak na regulaciju hepcidina. Dok porast sinteze hepcidina
doprinosi obrani od patogena, potiskivanje sinteze hepcidina hipoksijom omogucava opskrbu
prekursora eritrocita dovoljnom koli¢inom Zzeljeza u cilju bolje opskrbe tkiva kisikom.
Rezultati jedinog do sada objavljenog istrazivanja koje je ispitivalo regulaciju hepcidina u
KOPB-u pokazali su da je njegova koncentracija niza u skupini s teskim i umjerenim KOPB-
om u odnosu na kontrolnu skupinu, te da u skupini bolesnika s teskim KOPB-om ta
koncentracija korelira s PaO (r=0,80; P<0,001) i SaO. (r=0,53; P=0,006)(12). U toj skupini
bolesnika koncentracija hepcidina korelirala je sa feritinom, TIBC-om i Tsat-om, ali to nije
bio slucaj u skupini bolesnika s blagim i umjerenim oblikom. Serumska koncentracija
hepcidina bila je takoder niza u skupini s teSkim -om u odnosu na skupinu s blagim, ali ne i
onu s umjerenim KOPB-om. Iako je u ovom istrazivanju koncentracija hepcidina korelrala s
pokazateljima hipoksije u skupini s teskim KOPB-om, autori nisu prikazali podatke o razini
hipoksemije. Nadalje, iz prikazanih rezultata nije jasno postoji li razlika u razini hipoksemije

izmedu KOPB skupina. Suprotno njihovim rezultatima, u ovom istrazivanju koncentracija
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hepcidina bila je povecana u sva tri mjerenja i nije dokazana povezanost s pokazateljima
hipoksije. Istrazivanja pokazuju da se ekspresija hepcidina smanjuje kao odgovor na
hipoksiju, ali mehanizmi regulacije hepcidina hipoksijom jo$ uvijek nisu razjasnjeni. U¢inak
hipoksije na ekspresiju hepcidina moze biti posredovan cirkuliraju¢im ¢imbenicima koje
otpustaju stanice kao odgovor na hipoksijom induciranu aktivaciju eritropoeze, ali moze biti
uzrokovan i izravnim ili neizravnim utjecajem HIF-a na ekspresiju gena za hepcidin (149,
151, 158, 209, 210). Eksperimentalni podaci pokazuju da signalni putovi regulacije hepcidina
ne funkcioniraju potpuno neovisno jedan o drugome. U prisutnosti antagonistickih signala
serumska koncentracija hepcidina odredena je relativnom snagom individualnih regulatora
(211). Iako je tijekom egzacerbacije hipoksemija bila zna¢ajno ja¢a nego u stabilnoj fazi
rezultati ovog istrazivanja ne pokazuju korelaciju hepcidina s indikatorima hipoksemije niti u
jednoj fazi istrazivanja $to ukazuje da je u ovoj skupini bolesnika s KOPB-om upalni signal
nadvladao negativni signal hipoksije. Medutim, u spomenutom istrazivanju Duru 1 suradnika
nije mjerena koncentracija hepcidina, ve¢ koncentracija njegovog prohormona koji nije
bioloski aktivan, a nije mjerena ni koncentracija pokazatelja upale. U radu takoder nisu
prikazani podaci o povezanosti prohepcidina s ostalim izmjerenim parametrima u skupini

zdravih ispitanika.

Koncentracija hemoglobina u egzacerbaciji nije se razlikovala od vrijednosti dobivenih
u skupini zdravih ispitanika, hemoglobin je imao tendenciju pada i njegova koncentracija je u
stabilnoj fazi bolesti bila znafajno niZa od kontrolne skupine. Drugo longitudinalno
istrazivanje je dokazale obrnuto kretanje vrijednosti hemoglobina ¢ija je koncentracija bila
niza u egzacerbaciji u odnosu na fazu razrjeSenja i stabilnu fazu te je u toj fazi bila negativno
povezana s koncentracijom eritropoetina i IL-6, dok su eritropoetin i IL-6 bili medusobno
pozitivno povezani. Autori su zakljucili da je uzrok nize koncentracije hemoglobina u
egzacerbaciji rezistencija na eritropoetin (194). U naSem istrazivanju koncentracija EPO bila
je znacajno visa u egzacerbaciji u odnosu na kontrolnu skupinu. EPO i IL-6 pokazivali su u
fazi egzacerbacije slabu povezanost sa grani¢nom vrijednosti statisticke znacajnosti (r=0,31,
P=0,05), te se EPO rezistencija ne moze u potpunosti iskljuciti. Rezultati ovog istrazivanja ne
ukazuju na povezanost hemoglobina i serumske koncentracije hepcidina. U KOPB-u je
prisutan niz ¢imbenika koji utjecu na eritropoezu. Nedostatak povezanosti hemoglobina s
pojedinaénim parametrima ukazuje na sloZenost regulacije eritropoeze kod bolesnika s

KOPB-om (212).
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Skupina bolesnika s KOPB-om imala je u svim fazama pracenja nizi apsolutni broj
retikulocita sto ukazuje na konstantno potiskivanje eritropoeze. Nadalje, broj retikulocita je
procesi. Istovremeni negativni utjecaj upalnih citokina 1 ograni¢ene dostupnosti zeljeza
posredovane hepcidinom kao ogranicavaju¢im ¢imbenikom u sintezi hemoglobina vjerojatno
je rezultirao snizavanjem koncentracije hemoglobina u stabilnoj fazi KOPB-a. Vazno je
naglasiti da IL-6 moze imati negativan utjecaj na eritropoezu neovisno 0 hepcidinu. Ovaj
citokin inhibira sintezu kao i djelovanje eritropoetina na progenitorske stanice eritrocita,
naruSava funkciju mitohondrija u prekursorima eritrocita Sto ometa sintezu hemoglobina i

sazrijevanje eritrocita.

lako je sTfR odabran kao pokazatelj eritropoetske aktivnosti, njegova koncentracija u
cirkulaciji odraZava i gustocu transferinskih receptora na progenitorskim stanicama eritroidne
loze koja raste kod nedostatka zeljeza u nastojanju da se stanice u okoliSu siromasnim
zeljezom opskrbe dovoljnom koli¢inom ovog elementa. Serumska koncentracija sTfR-a u
skupini bolesnika s KOPB-om bila je viSa u odnosu na vrijednosti dobivene u kontrolnoj
skupini, u egzacerbaciji i u fazi rezolucije. Rezultati su takoder pokazali negativnu povezanost
hepcidina i STfR-a §to je u skladu s nekim prethodnim istrazivanjima (118, 215). Obzirom da
nizi apsolutni broj retikulocita ukazuje na konstantnu supresiju eritropoeze u KOPB skupini,
povecéana koncentracija sTfR kod prijema mogla bi biti posljedica povecane ekspresije ovog
receptora na prekursorskim stanicama eritroidne loze usljed niske dostupnosti zeljeza, to jest
sniZzene saturacije transferina. Naime, istrazivanje Dassler i suradnika je pokazala da upravo
Tsat utjeCe na proteoliticko kidanje transferinskih receptora s povrSine staniéne membrane i

da je moguce da ovaj proces ima ulogu u regulaciji metabolizma zeljeza (55).

Smatra se da je lokalna regulacija sinteze hepcidina u plu¢ima usmjerena na obranu od
infekcije, ali i smanjivanje razine oksidacijskog stresa buduci da Zeljezo moze sudjelovati u
Haber-Weiss i Fentonovim reakcijama posredujuéi u nastajanju ROS-a. Stoga je cilj ovog
istrazivanja bio ispitati razinu oksidacijskog stresa, kao i povezanost parametara oksidacijskog
stresa i hepcidina. Pokazalo se da je koncentracija oksidacijskog stresa kod bolesnika s
KOPB-om ve¢a u odnosu na kontrolnu skupinu Sto potvrduje snizena koncentracija
antioksidacijskih molekula: ukupnog, direktnog bilirubina 1 albumina te poviSena
koncentracija mokra¢ne kiseline. Serumska koncentracija tiolnih skupina koje su izrazito
ucinkoviti antioksidansi u skupini bolesnika s KOPB-om bila je takoder snizena u svim

fazama istrazivanja u odnosu na kontrolnu skupinu. RazrjeSavanjem akutne krize
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koncentracija tiolnih skupina polako je rasla te je u stabilnoj fazi bila najviSa pokazujuci da je
oksidacijski stres izrazeniji u egzacerbaciji, ali perzistira i u stabilnoj fazi. SniZena
koncentracija tiolnih skupina kod bolesnika s KOPB-om nadena je i u drugim istrazivanjima
(216-218).

Albumini predstavljaju glavni antioksidans plazme, tjelesnog odjeljka koji je
kontinuirano izlozen oksidacijskom stresu zbog velikog kapaciteta vezanja liganda,
reaktivnosti s prooksidativnim molekulama, a predstavlja i izvor sulfhidrilnih skupina. U
stanjima nakupljanja zeljeza znacajna koli¢ina Zeljeza vezana je na albumine ¢ime smanjuje
se njegova reaktivnost (219). Niza koncentracija albumina nadena kod bolesnika s KOPB-om
mogla bi biti i posljedica prisutne sistemske upale jer je albumin negativni reaktant akutne
faze, ali i slabijeg nutricijskog statusa bolesnika iako se BMI skupine bolesnika s KOPB-om

nije znacajno razlikovao u odnosu na zdrave ispitanike.

Mokrac¢na kiselina je antioksidans, ali predstavlja 1 pokazatelj razine oksidacijskog
stresa povezanog s visokom aktivnosti ksantin oksidaze (220). Koncentracija mokraéne
kiseline bila je u egzacerbaciji i1 stabilnoj fazi viSa od vrijednosti dobivenih u kontrolnoj
skupini §to je u skladu s drugim istrazivanjima koja su pokazala da je koncentracija mokra¢ne
Kiseline poveéana u respiracijskim oboljenjima osobito u prisutnosti hipoksije i upale (221).
Istrazivanja su pokazala da je koncentracija mokra¢ne kiseline viSa kod bolesnika s tezim
ograni¢enjem protoka zraka kao i onima koji pripadaju skupini Cestih egzacerbatora, te da
serumska koncentracija mokra¢ne kiseline korelira s hipoksemijom kod bolesnika u fazi
egzacerbacije, kao i kod bolesnika sa stabilnim KOPB-om (222). Porast serumske
koncentracije mokraéne kiseline posljedica je razgradnje purina uslijed tkivne hipoksije.
Koncentracija mokraéne kiseline u serumu ispitivana je u nekoliko stanja povezanih s
hipoksi¢nim uvjetima i rezultati konzistentno pokazuju da ovaj parametar odrazava teze stanje
1 loSiju prognozu. Serumska vrijednost mokra¢ne kiseline bila je povezana s povecanim
mortalitetom i rizikom ponavljanja egzacerbacije i hospitalizacijom tijekom pracenja od jedne

godine (221).

Bilirubin je razgradni produkt metabolizma hema, ali mu se pripisuju i osobine
antioksidansa. ViSe istrazivanja je pokazalo da je puSenje povezano s nizim serumskim
koncentracijama bilirubina ¢ija je koncentracija bila niZza kod puSaca 1 biv§ih puSaca u odnosu
na skupinu nepusaca (223, 224). Stoga bi snizena razina bilirubina u skupini s KOPB-om

mogla biti povezana s pusenjem buduci da je u ovoj skupini bio znacajno veci broj pusaca
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nego u kontrolnoj skupini. Smatra se da bi snizena koncentracija bilirubina mogla biti
posljedica povecanog troSenja bilirubina vezanog uz slobodne radikale prisutne u dimu
cigareta. Drugi mehanizam koji moze utjecati na serumsku koncentraciju bilirubina je
aktivnost jetrene bilirubin UDP-glukuroniltransferaze. Poznato je da dim cigareta inducira
aktivnost UDP-glukuroniltransferaze koja je inverzno povezana sa serumskom

koncentracijom bilirubina (225).

Razumijevanje regulacije hepcidina u KOPB-u vazno je zbog nekoliko razloga. Uzrok
anemije koja je Cesta kod bolesnika koji boluju od KOPB-a nije razjasnjen, a nedavno
istrazivanje je pokazalo da 67,6 % anemicnih bolesnika s kroni¢nim respiratornim zastojem
ima poremecaj metabolizma zeljeza (226). Nadalje, nedostatak Zeljeza prisutan je kod 40 %
bolesnika s KOPB-om koji nisu anemicni, a deficit zeljeza povezan je sa slabim aerobnim
kapacitetom (227). Istrazivanje Kollerta i suradnika pokazalo je da je koncentracija
hemoglobina povezana s dugoro¢nim prezivljavanjem bolesnika s KOPB-om i da su
vrijednosti hemoglobina znacajno vise od grani¢nih vrijednosti za anemiju povezane s boljim
prezivljavanjem (192). Nadalje, pluéna arterijska hipertenzija (PAH) Cesta je komplikacija
KOPB-a, a istrazivanja pokazuju da dostupnost Zeljeza utjeCe na vaskularni odgovor na
hipoksiju. Istrazivanje Rhodesa i suradnika je pokazalo da je deficit zeljeza Cest u idiopatskoj

PAH i da bi mogao biti posljedica upravo povisene razine hepcidina (215).

Ovo istrazivanje je sveobuhvatno buduci da je ispitivan istovremeni utjecaj razlicitih
signala na regulaciju hepcidina: statusa zeljeza, upale, hipoksije, eritropoetske aktivnosti. Svi
parametri mjereni su u fazi egzacerbacije, nakon razrjeSenja akutne krize i u stabilnoj fazi
bolesti nakon tri mjeseca. Istrazivanje je ukljucila i1 skupinu zdravih ispitanika podudarnih po
dobi i spolu sa skupinom bolesnika s KOPB-om $§to je vazno buduci da su parametri statusa
zeljeza kao 1 koncentracija hepcidina ovisni o dobi, a metode za odredivanje hepcidina nisu
standardizirane (228). Postoji nekoliko ograni¢enja ovog istrazivanja. Iako su u istraZivanje
ukljuceni samo bolesnici s normocitnom, normokromnom anemijom nije mjerena
koncentracija vitamina B2 ni folne kiseline te nije ispitivano okultno krvarenje kao moguci
uzrok anemije. No medutim, iskljuena je ve¢ina stanja koja bi mogla utjecati na
koncentraciju hemoglobina ili je poznato da utjece na koncentraciju hepcidina. U istraZivanje
je ukljuceno devet bolesnika s KOPB-om koji su bili na kontinuiranoj terapiji kisikom. Neki
bolesnici su u egzacerbaciji lijeCeni suportivnom terapijom kisikom Sto ometa procjenu
utjecaja hipoksije na hepcidin. Ovim bolesnicima je uzorak arterijske krvi za plinske analize

kod prijema u bolnicu kao i na kontrolnom pregledu uzeta bez kisika, te izmjereni parametri
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PaO> i SaO» nisu stoga bili odraz stupnja oksigenacije tkiva koji je utjecao na regulaciju

hepcidina.
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6. ZAKLJUCAK

Cilj ovoga rada je ispitati povezanost izmedu: promjena u koncentraciji serumskog hepcidina i
¢imbenika koji ga reguliraju kod bolesnika s AEKOPB-om u tri vremenske tocke, da bi se
ispitalo kako ovi ¢imbenici utje€u na koncentraciju hepcidina i osiguravanje dovoljne opskrbe

zeljezom neophodnim za eritropoezu.

= Serumska koncentracija hepcidina povecana je u egzacerbaciji i stabilnom KOPB-u.
U skupini bolesnika s KOPB-om vrijednost serumskog hepcidina raste paralelno s
pokazateljima upale i povezana je s IL-6 koji je glavni regulator sinteze hepcidina
tijekom upale ili infekcije. U skupini zdravih ispitanika, u odsutnosti upale,
koncentracija hepcidina povezana je samo s feritinom i TIBC-om kao pokazateljima

statusa Zeljeza.

» U svim fazama istrazivanja hepcidin je pokazivao najbolju povezanost s feritinom §to
je ocekivano buduc¢i da hepcidin i feritin na isti nacin odgovaraju na upalu i promjene

statusa Zeljeza.

= Jako je tijekom egzacerbacije hipoksemija bila znacajno jaca nego u stabilnoj fazi,
rezultati ovog istrazivanja ne pokazuju povezanost hepcidina s indikatorima
hipoksemije ni u jednoj fazi istraZivanja $to ukazuje da je u ovoj skupini bolesnika s

KOPB-om pozitivni upalni signal nadvladao negativni signal hipoksije.

= Skupina bolesnika s KOPB-om imala je u svim fazama pracenja nizi apsolutni broj
retikulocita Sto ukazuje na konstantno potiskivanje eritropoeze. Broj retikulocita bio je
negativno povezan s koncentracijom hepcidina u egzacerbaciji tijekom koje jacaju

upalni procesi.

» Rezultati istrazivanja pruzaju uvid u dinami¢ku regulaciju hepcidina i promjene
pokazatelja statusa zeljeza pod utjecajem upale i1 hipoksije u egzacerbaciji i stabilnoj
fazi bolesti. Za razliku od ostalih parametara koji su pokazatelji statusa Zzeljeza,
promjene u koncentraciji hepcidina uzrok su poremecaja metabolizma Zeljeza. Stoga
mjerenje ovog parametra moze pomoc¢i u razjaSnjavanju uzroka apsolutnog ili
relativnog nedostatka zZeljeza kao i uzroka razvoja anemije kod bolesnika s KOPB-om

Sto bi moglo ukazati na odgovarajuci tretman.
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8. POPIS KRATICA

AEKOPB
AKB
ALP
ALT
AST
BMI
BMP
CRP
DMT-1
DTNB
DyctB

eGFR

EPO

ESCRT

FEV1
FvVC
GAPDH
GDF15

GOLD

HCP-1
HFE

HIF

akutna egzacerbacija kroni¢ne opstrukcijske pluéne bolesti
anemija kroni¢ne bolesti

alkalna fosfataza

alanin-amino transferaza

aspartat-amino transferaza

indeks tjelesne mase

kostani morfogenetski protein (eng. bone morphogenic protein)
C-reaktivni protein

transporter dvovalentnih metala 1 (engl. divalent metal transporter 1)
5,5'-ditiobis-2-nitrobenzojeva kiselina

duodenalni citokrom B

procijenjena brzina glomerularne filtracije (engl. estimated glomerular

filtration rate)
eritropoetin

endosomalni sortiraju¢i kompleks zaduZen za transport (engl. endosomal

sorting complex required for transport)

forsirani izdisajni volumen u prvoj sekundi

forsirani vitalni kapacitet

gliceraldehid-fosfat dehidrogenaza

faktor rasta i diferencijacije 15 (engl. growth differentiation factor 15)

Globalna inicijativa za kroni¢nu opstrukcijsku pluénu bolest (engl. Global

Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease)
protein nosa¢ hema 1 (engl. heme-carrier protein 1)
protein nasljedne hemokromatoze (engl. hereditaryhemochromatosis protein)

faktor induciran hipoksijom (engl. hypoxia inducible factors)
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HJIV
HO-1
HRE
IL-6
IRE
IRP
JAK
KOPB

LEAP

LIP
LTOT
MMP
NTBI
PAH
PaO2
PCFT

PDGF-BB

PI-PCL
RES
ROS
Rtc
Sa02
SHJIV

STAT

hemojuvelin

hem-oksigenaza 1

element koji odgovora na stanje hipoksije (engl.hypoxiaresponsive element)
interleukin 6

element koji odgovora na zeljezo (engl. iron responsive element)

zeljezom regulirani proteini (engl. iron responsive protein)

Janus kinaza

kroni¢na opstrukcijska bolest pluca

antimikrobni peptid eksprimiran u jetri (engl. liver-expressed antimicrobial

peptide)

labilni odjeljak Zeljeza (engl. labile iron pool)

dugotrajna terapija kisikom (engl. long term oxygen therapy)
matriksna metaloproteinaza

Zeljezo nevezano za transferin (engl. non transferrin bind iron)
pluéna arterijska hipertenzija

parcijalni tlak O2

transporter za folat i proton (engl. proton coupled folate transporter)

faktor rasta BB porijeklom iz trombocita (engl. platelet derived growth factor-
BB)

fosfolipaza C specifi¢na za fosfatidil-inozitol

retikulo-endotelni sustav

reaktivne kisikove vrste (engl. reactive oxygen species)

retikulociti

zasi¢enje hemoglobina kisikom

topivi hemojuvelin

prenositelj signala i aktivator transkripcije (engl. signal transducer and

activators of transcription)
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STEAP

sTfR

TfR1

TfR2

TIBC

TNB

TNFa

uiBC

3-UTR

5-UTR

protein prostate 3 sa Sest transmembranskih podruc¢ja (engl. sixtransmembrane

prostate protein 3)

topivi transferinski receptori

transferinski receptor tipa 1

transferinski receptor tipa 2

ukupni kapacitet vezanja zeljeza (engl. total iron binding capacity)
5-tio-2-nitrobenzojeva kiselina

faktor tumorske nekroze a (engl. tumor necrosis factor )

nezasiceni kapacitet vezanja Zeljeza (engl. unsaturated iron binding capacity)
3’ netranslatirajuca regija (engl. 3"-untranslated region)

5" netranslatirajuca regija (engl. 5"-untranslated region)

101



9. ZIVOTOPIS

Leida Tandara rodena je 3. svibnja 1969. godine u Delnicama gdje je polazila i osnovnu
skolu. U Rijeci je 1988. godine zavrsSila Centar usmjerenog obrazovanja za kadrove u
zdravstvu stekavsi zvanje sanitarno-laboratorijskog tehnicara. Iste godine upisala je
Farmaceutsko-biokemijski fakultet SveuciliSta u Zagrebu, gdje je 1993. godine diplomirala i
stekla naslov diplomiranog inzinjera medicinske biokemije. Poslijediplomski studij iz

medicinske biokemije upisala je 1994. godine.

Od 1994. do 2003. godine radila je kao voditelj laboratorija u Domu zdravlja "Dr. Josip
Kajfes” u Delnicama. U Zavodu za medicinsko-laboratorijsku dijagnostiku KBC Split radi od
2003. godine, a specijalisticki ispit iz medicinske biokemije polozila je 2010. godine. Od
2014. godine radi na mjestu procelnika Zavoda za medicinsko-laboratorijsku dijagnostiku
KBC Split. Od 2004. godine, kao vanjski suradnik, sudjeluje u nastavi na Medicinskom
fakultetu u Splitu i na Katedri za medicinsku laboratorijsku dijagnostiku na Zdravstvenom

studiju Sveucilista u Splitu, a 2014. godine na istoj katedri izabrana je u zvanje predavaca.

Aktivni je ¢lan Hrvatskog drustva za medicinsku biokemiju i laboratorijsku dijagnostiku

1 Hrvatske komore medicinskih biokemicara.

Aktivno je sudjelovala na viSe domacih 1 medunarodnih znanstvenih skupova. Autor je i

koautor vi$e znanstvenih i stru¢nih radova.

Popis znanstvenih i stru¢nih ¢lanaka:

1. Tandara L, Zani¢ Grubisic T, Gudelj I, Jurisic Z, Tandara M, Gugo K, Mladinov S,
Salamunic I. Systemic inflammation up-regulates serum hepcidin in exacerbations and stabile

chronic obstructive pulmonary disease. Clin Biochem 2015;48:1252-7.

2. Plestina-Borjan |, Katusic D, Medvidovic-Grubisic M, Supe-Domic D, Bucan K, Tandara
L, Rogosic V. Association of age-related macular degeneration with erythrocyte antioxidant
enzymes activity and serum total antioxidant status. Oxid Med Cell Longev 2015: Article ID
804054,

102


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tandara%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26164540
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Grubisic%20TZ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26164540
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ivan%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26164540
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jurisic%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26164540
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tandara%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26164540
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gugo%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26164540
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mladinov%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26164540
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Salamunic%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26164540
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Plestina-Borjan%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25815109
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Katusic%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25815109
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Medvidovic-Grubisic%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25815109
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Supe-Domic%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25815109
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bucan%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25815109
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tandara%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25815109
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tandara%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25815109
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rogosic%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25815109

3. Tandara M, Bajic A, Tandara L, Bilic-Zulle L, Sunj M, Kozina V, Goluza T, Jukic M.
Sperm DNA integrity testing: big halo is a good predictor of embryo quality and pregnancy
after conventional IVF. Andrology 2014;5:678-86.

4. Sunj M, Kasum M, Canic T, Karelovic D, Tandara M, Tandara L, Palada I. Assessment of
ovarian reserve after unilateral diathermy with thermal doses adjusted to ovarian volume.
Gynecol Endocrinol 2014;30:785-8.

5. Jurisic Z, Martinovic-Kaliterna D, Marasovic-Krstulovic D, Perkovic D, Tandara L,
Salamunic |, Carevic V. Relationship between interleukin-6 and cardiac involvement in

systemic sclerosis. Rheumatology 2013;52:1298-302.

5. Tandara L, Salamunic I. Iron metabolism: current facts and future decisions. Biochem Med
2012;22:311-28.

6. Salamuni¢ I, Paukovi¢ Sekuli¢ B, Galetovic A, Tandara L, Martinovi¢ Kaliterna D.
Usporedba testa AtheNA Multi-Lyte ANA za odredivanje autoantitijela s indirektnom
imunofluorescencijom i testom ELISA. Biochemia Medica. 2010;20:45-56.

103


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tandara%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24947544
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Baji%C4%87%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24947544
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tandara%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24947544
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bili%C4%87-Zulle%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24947544
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=%C5%A0unj%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24947544
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kozina%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24947544
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Golu%C5%BEa%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24947544
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Juki%C4%87%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24947544
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24947544
http://www.pubfacts.com/author/Martina+Sunj
http://www.pubfacts.com/author/Miro+Kasum
http://www.pubfacts.com/author/Tomislav+Canic
http://www.pubfacts.com/author/Deni+Karelovic
http://www.pubfacts.com/author/Marijan+Tandara
http://www.pubfacts.com/author/Leida+Tandara
http://www.pubfacts.com/author/Ivan+Palada
http://www.pubfacts.com/detail/24927076/Assessment-of-ovarian-reserve-after-unilateral-diathermy-with-thermal-doses-adjusted-to-ovarian-volu
http://www.pubfacts.com/detail/24927076/Assessment-of-ovarian-reserve-after-unilateral-diathermy-with-thermal-doses-adjusted-to-ovarian-volu

TEMELJINA DOKUMENTACIJSKA KARTICA

Sveuciliste u Zagrebu
Farmaceutsko-biokemijski fakultet Doktorski rad

UTJECAJ SISTEMSKE UPALE NA HOMEOSTAZU ZELJEZA U EGZACERBACIJI I STABILNOJ
FAZI KRONICNE OPSTRUKCIJSKE PLUCNE BOLESTI

Leida Tandara

Uvod: Glavni regulator sistemske homeostaze Zeljeza je hepcidin, ¢iju sintezu reguliraju status Zeljeza, upalni
citokini, eritropoetska aktivnost, hipoksija i anemija. Cilj ovoga rada bio je ispitati povezanost izmedu
serumskog hepcidina i ¢imbenika koji ga reguliraju u skupini bolesnika s KOPB-om, da bi se ispitalo kako ovi
¢imbenici utjecu na koncentraciju hepcidina i osiguravanje opskrbe Zeljezom neophodnim za eritropoezu.
Hipoteze istrazivanja: koncentracija hepcidina u serumu bolesnika s KOPB-om promijenjena je u odnosu na
kontrolnu skupinu i mijenja se tijekom egzacerbacije u odnosu na stabilnu fazu bolesti; na koncentraciju
hepcidina u KOPB-u utjecu upala i/ili hipoksija.

Metode i ispitanici: U istrazivanje je bilo uklju¢eno 40 bolesnika s KOPB-om i 30 zdravih ispitanika. U KOPB-
u skupini parametri su longitudinalno praceni u tri vremenske tocke: u egzacerbaciji, fazi rezolucije i stabilnoj
fazi bolesti. Svim ispitanicima odredena je koncentracija hepcidina, pokazatelja statusa zeljeza (serumsko
zeljezo, TIBC, saturacija transferina, feritin); pokazatelja upale (broj leukocita i neutrofilnih granulocita, IL-6 i
CRP-a), eritropoetske aktivnosti (broj retikulocita, topivi transferinski receptor i eritropoetin) i koncentracija
hemoglobina. Svim bolesnicima s KOPB-om odredeni su parcijalni tlak kisika i saturacija hemoglobina kisikom
kao pokazatelji hipoksije.

Rezultati: Serumska koncentracija hepcidina bila je povisena u egzacerbaciji i stabilnoj fazi KOPB-a u odnosu
na kontrolnu skupinu, te je pozitivno korelirala s IL-6 i CRP-om. Koncentracija hepcidina je bila pozitivno
povezana s feritinom i negativno s TIBC-om. Eritropoetska aktivnost, mjerena apsolutnim brojem retikulocita
bila je u svim fazama istrazivanja niza od kontrolne skupine, a negativha povezanost je pokazana u
egzacerbaciji. Koncentracija hepcidina nije bila povezana s parametrima hipoksije. U kontrolnoj skupini
hepcidin je korelirao samo s pokazateljima statusa Zeljeza, negativno s TIBC-om i pozitivno s feritinom.

Zakljucak: Istrazivanje je pokazalo da prisutna sistemska upala i poviSena razina IL-6 u egzacerbaciji i stabilnoj
fazi KOPB-a mogu biti odgovorne za opaZeni porast koncentracije hepcidina. Porast koncentracije hepcidina
mogao bi biti povezan s restriktivnom eritropoezom koja se oéituje snizenim brojem retikulocita u svim fazama
istrazivanja, kao i snizavanju koncentracije hemoglobina u stabilnoj fazi bolesti. Dobiveni rezultati pruzaju uvid
u dinamicke promjene metabolizma Zeljeza i povezanosti s razinom hepcidina. Sistemska upala prisutna kod
velikog broja bolesnika s KOPB-om jaca kako bolest napreduje, te bi porast razine IL-6 mogao voditi do
daljnjeg porasta koncentracije hepcidina.
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INFLUENCE OF SYSTEMIC INFLAMMATION ON IRON HOMEOSTASIS DURING
EXACERBATION AND STABILE CHRONIC OBSTRUCTIVE PULMONARY DISEASE

Leida Tandara

Background: Hepcidin is the main regulator of systemic iron homeostasis, and its expression is modulated by
iron status, hypoxia, erythroid factors and inflammation. The aim of this study was to examine a relationship
between level of hepcidin and iron status, erythropoietic activity, hypoxia and inflammation in exacerbations and
stable COPD. We hypothesized that hepcidin concentration is changed compared to control group and is
changing in acute exacerbation compared to stable COPD; hepcidin concentration is substantially influenced by
inflammation and/or hypoxia.

Methods: The study included 40 COPD patients and 30 healthy subjects. In COPD group parameters were
longitudinally monitored at three time points: at exacerbation, on resolution and in stable disease. We determined
concentration of hepcidin and hemoglobin; parameters of iron status: serum iron, total iron binding capacity
(TIBC), ferritin and calculated transferrin saturation. Soluble transferrin receptors, reticulocyte number (Rtc),
and regulatory hormone erythropoietin were measured as indicators of erythropoietic activity. Systemic
inflammation was assessed by determination of CRP, IL-6, and number of white blood cells and neutrophils. In
COPD group partial oxygen pressure and haemoglobin oxygen saturation were determined.

Results: Hepcidin was elevated in exacerbations and in a stable phase compared to the control group and we
found positive correlations of hepcidin with inflammatory markers IL-6 and CRP. Hepcidin also correlated
positively with ferritin and inversely with TIBC. Erythropoietic activity, measured by absolute Rtc number, was
significantly reduced in COPD compared to the control group in all study phases, and negative correlation with
hepcidin was established in exacerbation. In exacerbation and stable disease hepcidin correlated with ferritin and
TIBC. No correlations were observed with indices of hypoxia. In the control group, positive associations were
observed only with indices of iron status, positive with ferritin and negative one with TIBC.

Conclusion: This study shows that elevated values of IL-6 present in exacerbations and stabile COPD might be
responsible for the observed increased hepcidin level. These might be associated with restricted erythropoiesis as
shown by lower number of reticulocytes and decreased level of haemoglobin at the stable phase. The results
obtained might provide new insights into dynamic changes of iron metabolism and its relation to hepcidin level
in COPD. Systemic inflammation present in majority of COPD patients increases over time as disease progresses
so raising of 1L-6 level could lead to further up-regulation of hepcidn.
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