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SAZETAK

Kod bolesnika s COVID-19 istovremeno su prisutni upala 1 hipoksija kao signali sa suprotnim
uc¢inkom na ekspresiju hepcidina. Istrazivanje se temeljilo na hipotezi da je u skupini
hipoksi¢nih bolesnika s COVID-19 koncentracija hepcidina u krvi snizena i da je razina
parametara statusa Zeljeza promijenjena u odnosu na skupinu normoksi¢nih bolesnika. Glavni
cilj istrazivanja bio je ispitati postoji li razlika u koncentraciji hepcidina 1 ¢imbenika koji
reguliraju koncentraciju hepcidina kod normoksi¢nih 1 hipoksi¢nih bolesnika s COVID-19 te u
skupini zdravih ispitanika. Takoder, Zeljelo se ispitati postoji li povezanost koncentracije
hepcidina i1 parametara statusa zeljeza, eritropoeze, hipoksije 1 sustavne upale u ispitivanim
skupinama. Primijenjeni su omjeri koji su ukljucivali hepcidin i molekule koje su povezane s
hepcidinom (hepcidin/Zeljezo, feritin/hepcidin, hepcidin/interleukin-6 (IL-6), hepcidin/C-
reaktivni protein (CRP), hepcidin/eritropoetin (EPO)) kako bi se istodobno pratio njihov
suodnos i medusoban utjecaj, ali i omjeri kojima se povezuju i stavljaju u suodnos razliciti
upalni parametri (CRP/IL-6, omjeri CRP-a 1 IL-6 s leukocitnim podskupinama, omjeri
neutrofila i limfocita (NLR), neutrofila i monocita (NMR) te monocita 1 limfocita (MLR)) kako
bi se pokusalo §to bolje razlikovati skupine bolesnika s COVID-19 koje imaju razli¢it obrazac
klini¢ke prezentacije i ishode bolesti.

U istrazivanje je ukljuceno 96 bolesnika s COVID-19 1 47 zdravih ispitanika podudarnih po
dobi i spolu. Uzorkovanje je provedeno po primitku na Hitni infektoloski prijem te su bolesnici
s COVID-19 podijeljeni u skupinu normoksi¢nih i hipoksi¢nih bolesnika na temelju zasi¢enje
hemoglobina kisikom (SpO2), a daljnjim pracenjem tijeka bolesti podijeljeni su u skupine
prema tezini bolesti.

Najvazniji rezultati ovog istrazivanja ukazuju da su plazmatske koncentracije hepcidina,
feritina, EPO-a, CRP-a i IL-6 te omjeri hepcidin/Zeljezo i feritin/hepcidin bili znacajno visi,
dok su omjeri hepcidin/IL-6 i hepcidin/CRP bili znac¢ajno nizi u hipoksi¢nih u odnosu na
normoksi¢ne bolesnike te u bolesnika s teskim 1ili kriticnim oblikom COVID-19 u odnosu na
one s blagim i umjerenim oblikom bolesti. Nadena je dobra povezanost hepcidina s CRP-om i
IL-6 kod normoksi¢nih bolesnika, dok je u skupini hipoksi¢nih bolesnika povezanost s CRP-
om bila slaba, a s IL-6 odsutna. Vrijednosti omjera CRP/neutrofilni granulociti, CRP/limfociti,
CRP/monociti, NLR i NMR na prijemu bile su najvise kod bolesnika koji su imali teski i kriticni
tijek bolesti. Omjeri IL-6/neutrofilni granulociti, IL-6/limfociti, IL-6/monociti bili su statistic¢ki

znacajno visi u skupini ispitanika koja je imala kriti¢ni tijek bolesti u odnosu na ostale skupne



bolesnika. Multiparametarski model za predvidanje razvoja kriti¢nog oblika COVID-19 koji je
ukljucivao EPO i feritin/hepcidin ispravno je klasificirao 88 % slucajeva.

Prisutnost izraZenije sustavne upale u skupini hipoksi¢nih bolesnika vjerojatno je uzrok vise
koncentracije hepcidina u odnosu na normoksi¢ne bolesnike s COVID-19. Uz to, razlike u
vrijednostima pojedinih omjera upalnih biljega medu skupinama bolesnika s COVID-19
ukazuju da bi ovi omjeri mogli biti korisni u predvidanju tezine bolesti.

Kljuéne rije¢i: COVID-19, hepcidin, zZeljezo, feritin, eritropoetin, interleukin 6, hipoksija,

upala



EXTENDED SUMMARY

Background: The liver hormone hepcidin is the master regulator of iron metabolism. Hepcidin
controls intestinal iron absorption and release of iron from storage compartments. Hepcidin
production is regulated on a transcriptional level. Inflammation, high iron stores, and transferrin
saturation stimulate hepcidin expression, while anaemia/hypoxia, low iron stores and
erythropoietic activity downregulate hepcidin expression. In Coronavirus disease-19 (COVID-
19), different factors can affect iron homeostasis. Disturbances of iron metabolism are reported
in these patients and are found to be predictors of disease severity and outcome. Iron
homeostasis during infection is very important since both pathogens and host organisms need
iron. During inflammation, inflammatory cytokines, namely interleukin 6 (IL-6), stimulate
hepcidin expression. Hepcidin binds iron exporter ferroportin, causing its internalisation. This
leads to iron retention in storage compartments and iron deprivation from pathogenic
microorganisms. On the other hand, tissue hypoxia stimulates the expression of erythropoietin
(EPO). EPO stimulates erythropoiesis and indirectly leads to inhibition of hepcidin expression.
In some COVID-19 patients, inflammation and hypoxia are present simultaneously as signals
with opposing effects on hepcidin expression. Studies have shown that hypoxia can overcome
the effect of inflammation on hepcidin expression.

Aim: We hypothesised that hypoxia, when present in COVID-19 patients, can overcome the
stimulating effect of inflammation on hepcidin expression and can cause decreased
concentration of hepcidin in the peripheral circulation of hypoxic patients compared to COVID-
19 patients with normal oxygen saturation. The main goal of the present study was to explore
the difference in concentration of hepcidin and parameters that regulate hepcidin levels in
groups of non-anaemic normoxic and hypoxic COVID-19 patients admitted to the emergency
unit before the introduction of therapeutic interventions. Also, we wanted to explore the
relationship of hepcidin concentration with parameters that influence hepcidin production:
parameters of systemic inflammation (C-reactive protein (CRP), IL-6), the parameter of
hypoxia (oxygen saturation (SpO>)), parameters of erythropoiesis (reticulocyte number (RTC),
immature reticulocyte fraction (IRF) and EPO concentration) and parameters of iron status (iron
(Fe), unsaturated iron binding capacity (UIBC), total iron binding capacity (TIBC), transferrin
saturation (TSAT), ferritin, soluble transferrin receptors (sTfR) and reticulocyte haemoglobin
equivalent (RET-He)). Additionally, in order to identify representative surrogates that could

indicate dysregulation of iron homeostasis in different patient groups, we applied ratios of



hepcidin concentration with parameters of iron metabolism (hepcidin/iron, ferritin/hepcidin),
inflammation (hepcidin/CRP, hepcidin/IL-6), and erythropoiesis (EPO). Furthermore, ratios
that interconnect and correlate different inflammatory parameters (CRP/IL-6, CRP/neutrophil
leukocytes, CRP/lymphocytes, CRP/monocytes, IL-6/neutrophil granulocytes, IL-
6/lymphocytes, IL-6/monocytes, neutrophil to lymphocyte ratio (NLR), neutrophil to monocyte
ratio (NMR) and monocyte to lymphocyte (MLR)) were also used in order to distinguish
subgroups of COVID-19 patients with different clinical presentations and disease outcomes.
Materials and methods: The study included 96 COVID-19 patients admitted to the emergency
unit of the Department of Infectious Diseases and 47 healthy volunteers as a control group.
SARS-CoV-2 positivity was confirmed by reverse transcription polymerase chain reaction (RT-
PCR) from a nasopharyngeal swab. The inclusion criteria for both groups was age between 20
and 75 years. Strict exclusion criteria were applied to eliminate conditions and diseases that
could affect hepcidin concentration and the concentration of other studied parameters. The
control group met the same inclusion and exclusion criteria as the patient group except for
SARS-CoV-2 positivity. Patients were categorised based on oxygen saturation (SpO:)
measured on admission as hypoxic (SpOz < 94 %) and normoxic (SpO2 > 94 %). Forty-seven
hypoxic COVID-19 patients and 49 normoxic patients were matched by sex and age. Also, the
healthy control group was matched by sex and age to COVID-19 patients. Additionally,
COVID-19 patients were categorised based on prospective follow-up into groups according to
the World Health Organization guidelines as patients with mild and moderate, severe and
critical forms of the disease.

Demographic, clinical, and anamnestic data were collected upon patients' admission to the
Department of Infectious Diseases emergency unit. SpO2, complete blood count, and routine
biochemical tests were analysed. Information on the course of the disease was prospectively
monitored by reviewing the medical documentation in the hospital information system. Blood
samples for the control group were collected in the Medical Laboratory Diagnostics Division.
Haematological parameters (complete blood count (CBC), RTC, IRF, and RET-He) were
analysed using the haematology analyser Sysmex XN-1000 (Sysmex Corporation, Kobe,
Japan). Plasma concentration of creatinine, iron, UIBC, ferritin, CRP and IL-6 was analysed by
standard laboratory methods on analyser Roche Cobas 6000 (Roche Diagnostics GmbH,
Manheim, Germany). sTfR concentration was measured nephelometrically on a BN ProSpec
analyser (Siemens Healthcare Diagnostics, Marburg, Germany). Commercially available
ELISA tests were used for the measurement of hepcidin and EPO concentrations: Hepcidin 25

(bioactive) HS ELISA (DRG Diagnostics GmbH, Marburg, Germany) and Quantikine® IVD®



Human Erythropoietin ELISA (R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, USA). SpO> was
measured by an oximetric method on an ABL90 analyser FLEX PLUS (Radiometer,
Copenhagen, Denmark). eGFR was calculated according to the CKD-EPI (Chronic Kidney
Disease Epidemiology Collaboration) equation. TIBC and TSAT were calculated by the
following equations: TIBC = iron (umol/L) + UIBC (umol/L); TSAT (%) = iron (umol/L)/TIBC
(umol/L) x 100. Ratios of hepcidin with parameters of iron metabolism (ferritin/hepcidin,
hepcidin/iron), inflammation (hepcidin/CRP, hepcidin/IL-6) and erythropoiesis (hepcidin/EPO)
were calculated. Also, different ratios of inflammatory parameters were calculated: CRP/IL-6,
CRP/neutrophil leukocytes, CRP/lymphocytes, CRP/monocytes, IL-6/neutrophil granulocytes,
IL-6/lymphocytes, IL-6/monocytes, NLR, NMR and MNR.

Data analysis was performed using MedCalc statistical software version 20.013 (MedCalc
Software, Ostend, Belgium).

Results: Hepcidin concentration was significantly higher in COVID-19 patients compared to
healthy controls, and a higher concentration was found in the hypoxic patient group than in the
normoxic group. Significantly higher ferritin levels were also found in COVID-19 patients,
with higher values in the hypoxic group. Iron, TIBC, TSAT, RET-He, RTC, and IRF were lower,
and sTfR was higher in normoxic and hypoxic patient groups than in healthy controls. UIBC
and TIBC were lower, and IRF was higher in hypoxic COVID-19 patients than in normoxic
patients. Compared to the normoxic patients and healthy volunteers, increased EPO
concentration was found only in the hypoxic patient group. Inflammatory parameters CRP and
IL-6 were both elevated in COVID-19 patients compared to the control group, and the highest
concentrations were found in the hypoxic patients group. Elevated values of ferritin/hepcidin
and hepcidin/iron ratios were found in the hypoxic compared to the normoxic group, while
hepcidin/CRP, hepcidin/IL-6 ratios were lower in hypoxic compared to the normoxic group. No
difference in hepcidin/EPO value was observed between normoxic and hypoxic patient groups.
Hepcidin concentration was positively correlated with CRP and IL-6 levels in the normoxic
patient group. At the same time, a weak positive correlation with CRP and no correlation with
IL-6 was found in the hypoxic patient group. Positive correlation with ferritin was observed in
both patient groups, while no correlation of hepcidin with SpO> and EPO was found.

When patients were classified by disease severity based on prospective follow-up, hepcidin
concentration was significantly higher in all patient groups than in healthy individuals. Higher
hepcidin levels were found in severe and critical patients compared to mild and moderate
patients. However, no significant difference was observed between severe and critical patients.

Similarly, concentrations of ferritin, CRP, IL-6, and EPO were higher in severe and critical



patient groups compared to the mild and moderate group. No significant difference was found
between disease severity groups for iron concentration, TSAT, sTfR, RET-He, and RTC. UIBC,
TIBC, hepcidin/CRP and hepcidin/IL-6 were lower, and IRF, ferritin/hepcidin and hepcidin/iron
values were higher in severe and critical patients compared to mild and moderate patient group.
IL-6 and EPO concentration and hepcidin/EPO value significantly differed between severe and
critical groups of patients.

The results of the univariate logistic regression analysis indicated an increased odds ratio for
the development of a critical form of COVID-19 for hepcidin, EPO, CRP, IL-6,
ferritin/hepcidin and hepcidin/iron ratios. On the other hand, a reduced odds ratio for
developing a critical form of COVID-19 was found for UIBC and TIBC. In multiparametric
logistic regression analysis, a model was obtained that included the combination of EPO and
the ferritin/hepcidin ratio as parameters that proved to be the best predictors of disease severity
in univariate regression analysis. The resulting model had an AUC of 0.838 (0.749 — 0.906)
with 88 % correctly classified cases.

A lower total leukocyte number was found in hypoxic patients compared to normoxic COVID-
19 patients and healthy controls. Also, a lower total leukocyte number was found in the mild
and moderate patient groups compared with patients with severe and critical course of the
disease and healthy controls. This finding is a result of the presence of neutrophilia and more
pronounced lymphopenia in patients with a more severe form of the disease. In addition, a lower
absolute number of monocytes and eosinophils was found in COVID-19 patients compared to
healthy controls. The value of MLR was higher in COVID-19 patients, with no difference
between the hypoxic and normoxic patient groups. NMR and CRP/IL-6 ratios were higher in
hypoxic patients compared to normoxic patients and healthy controls, but no difference was
observed between hypoxic and normoxic patient groups. All other ratios of inflammatory
parameters were the highest in hypoxic COVID-19 patients, with higher values measured in
normoxic patients compared to healthy controls. On the other hand, when patients were
prospectively divided into groups according to the disease severity, values for MLR and
CRP/IL-6 were the highest in the group of patients with a severe form of COVID-19, while
values for NLR, NMR, CRP/neutrophil granulocytes, CRP/lymphocytes and CRP/monocytes
were the highest and similar to each other in severe and critical patients with COVID-19. The
highest values of the IL-6 ratio with leukocyte subgroups (IL-6/neutrophil granulocytes, IL-
6/lymphocytes and IL-6/monocytes) were found in the critical patient group.

Conclusions: This is the first study that investigated the simultaneous presence of inflammation

and hypoxia in non-anaemic COVID-19 patients selected based on rigorous exclusion criteria



to eliminate conditions and comorbidities that could influence hepcidin concentration and
concentration of other iron metabolism parameters. Also, hepcidin/iron and hepcidin/EPO
ratios were measured in COVID-19 patients for the first time. Hepcidin/IL-6 ratio was
introduced to observe hepcidin concentration normalised to the level of inflammation. Similar
results were also obtained with the hepcidin/CRP ratio that was already used in some studies.
Additionally, different ratios of inflammatory parameters were calculated as it was shown that
they are valuable in recognising the disease severity and predicting the outcomes of the disease.
Inflammatory ratios IL-6/neutrophil granulocytes and IL-6/monocytes were applied in COVID-
19 patients for the first time, while other inflammatory ratios were used previously in some
studies on COVID-19 patients.

This research showed that in patients with COVID-19 the hypoxic signal was not strong enough
to overcome the stimulating effect of inflammation on hepcidin concentration. The presence of
more pronounced systemic inflammation probably overcame the influence of hypoxia on
hepcidin concentration, which can explain elevated hepcidin concentration in hypoxic
compared to normoxic COVID-19 patients. However, hepcidin concentration in hypoxic
patients was not proportional to the level of systemic inflammation. The positive correlation of
hepcidin with IL-6 observed in normoxic patients was not present in the group of hypoxic
subjects. This study provides insight into the hepcidin concentration in different clinical settings
where antagonistic signals that regulate hepcidin concentration are simultaneously present. The
results of this doctoral thesis contribute to a better understanding of the complex relationships
between hepcidin and other parameters of iron metabolism, hypoxia, inflammation, and
erythropoiesis. However, the challenge for the future is to apply the obtained results for
potential new diagnostic, prognostic, and/or therapeutic purposes not only in SARS-CoV-2

virus infection but also in various other infectious and inflammatory conditions and diseases.

Keywords: COVID-19, hepcidin, iron, ferritin, erythropoietin, interleukin 6, hypoxia,

inflammation
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1. UVOD
1.1. Hepcidin
1.1.1. Struktura i bioloSka uloga hepcidina

Glavni regulator sustavne homeostaze Zeljeza je hepcidin. Hepcidin je otkriven prilikom
ispitivanja antimikrobnih svojstava tjelesnih tekucina. Ovaj peptid izoliran je istovremeno iz
humane mokrace te je nazvan hepcidin prema mjestu sinteze u hepatocitima (hep-) i prema
antibakterijskim svojstvima (-cidin) te u ultrafiltratu humane plazme i nazvan je antimikrobni
peptid 1 eksprimiran u jetri (LEAP-1, engl. liver expressed antimicrobial peptide) (1, 2).
Hepcidin ima bakteriostatsku aktivnost prema ve¢em broju mikroorganizama (Echerichia coli,
Staphilococcus aureus, Staphilococus epidermidis, Streptococcus spp.) te antigljivicnu
aktivnost (Candida albicans, Aspergillus niger, Aspergillus fumigates) (1). Prilikom
istrazivanja jetrenog odgovora na nakupljanje zeljeza otkrivena je uloga hepcidina u regulaciji
homeostaze Zeljeza. Ispitivanjem ekspresije jetrenih gena kod miSeva izlozenih suvisku zeljeza
nadena je povecana ekspresija mRNA za hepcidin (3).

HAMP gen koji kodira za hepcidin kod ljudi smjesten je na 19. kromosomu i
eksprimiran je prvenstveno u jetri, no ekspresija je zabiljeZena i u srcu, plu¢ima, makrofagima,
adipocitima, mozgu, lednoj mozdini, crijevima, zelucu, gusteraci, skeletnim miSi¢ima i
testisima. Hepcidin se sintetizira kao preprohepcidin, peptid od 84 aminokiseline, ¢ijim
kidanjem nastaje prohepcidin, peptid od 60 aminokiselina (4). Djelovanjem prohormon
konvertaze furina na prohepcidin uklanja se proregija i nastaje hepcidin (5). Poznata su tri
oblika hepcidina koja se razlikuju po broju aminokiselinskih ostataka: hepcidin-25, hepcidin-
22 1 hepcidin-20 (6). Bioloski aktivan oblik hepcidina je hepcidin-25, koji sadrzi osam
cisteinskih ostataka povezanih disulfidnim vezama. Molekula hepcidina ima strukturu
jednostavne ukosnice stabiliziranu s Cetiri disulfidne veze izmedu antiparalelnih lanaca (8).
Cisteinski ostatci povezani su na sljede¢i nacCin Cysl-Cys-8, Cys3-Cys6, Cys2-Cys4, Cys5-
Cys7 (7).

Dio aktivnog oblika hepcidina u cirkulaciji vezan je za plazmatski protein
a2-makroglobulin (8). Medutim, to¢an odnos slobodnog i vezanog aktivnog oblika hepcidina
jos$ nije poznat (9). Hepcidin se izlucCuje iz organizma uglavnom putem bubrega zbog male
molekulske mase i malog promjera. U fizioloSkim uvjetima koncentracija hepcidina izlu¢ena
mokra¢om korelira sa serumskom koncentracijom (10). Medutim, pokazalo se da izlucivanje

hepcidina putem mokrace iznosi samo 0 - 5 % od njegove plazmatske koncentracije (11).
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Hepcidin filtriran u glomerulima vjerojatno se reapsorbira i razgraduje u bubreznim tubulima
te se jedan mali dio u konacnici izlu¢uje mokra¢om (10). Koncentracija hepcidina negativno
korelira s procijenjenom glomerularnom filtracijom kod bubreznih bolesnika Sto ukazuje na
vaznost eliminacije hepcidina ovim putem (12). Drugi moguc¢i naCin uklanjanja hepcidina je
desSava se pri vezanju hepcidina na njegovi funkcionalan receptor feroportin (10, 13).
Apsorpcija i raspodjela Zeljeza u organizmu kontrolirani su interakcijom hepcidina s
feroportinom (14). Feroportin je jedini poznati protein koji iznosi zeljezo iz stanica.
Eksprimiran je u tkivima uklju¢enim u pohranu i transport Zeljeza: na bazolateralnoj membrani
duodenalnih enterocita koji sudjeluju u apsorpciji zeljeza iz probavnog sustava, citoplazmatskoj
membrani makrofaga retikuloendotelnog sustava (RES) koji recikliraju zeljezo iz eritrocita,
membrani hepatocita koji pohranjuju zeljezo i stanicama posteljice koje sudjeluju u prijenosu
zeljeza fetusu. Uklanjanjem feroportina sa stani¢ne membrane sprjecava se izlazak Zeljeza iz
makrofaga RES-a, hepatocita 1 enterocita u cirkulaciju (15). Vezanje hepcidina za feroportin
dolazi do njegove konformacijske promjene, $to uzrokuje vezanje i autofosforilaciju Janus
kinaze 2 (JAK2) te fosforilaciju feroportina (16). Time dolazi do uklanjanja feroportina sa
stanicne membrane endocitozom te do njegove razgradnje u lizosomima djelovanjem

lizosomalnih hidrolaza (17).
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Slika 1. Regulacija homeostaze zeljeza interakcijom hepcidina s feroportinom.



1.1.2. Regulacija ekspresije hepcidina

Ekspresija hepcidina regulirana je na transkripcijskoj razini. Glavni regulatori
ekspresije hepcidina su status Zeljeza (rezerve zeljeza i plazmatsko Zeljezo), upala, hipoksija,
anemija te eritroidni ¢imbenici (18, 19). Povecana koli¢ina Zeljeza u jetrenom tkivu, povecano
zasi¢enje transferina (TSAT) i upala poticu ekspresiju hepcidina. Ekspresiju hepcidina smanjuju
nedostatak zeljeza u skladiStima i smanjen TSAT, hipoksija i eritropoetska aktivnost. Pokazalo
se da ekspresiju hepcidina u jetri mogu inhibirati 1 drugi ¢imbenici, primjerice epidermalni
faktor rasta, faktor rasta hepatocita, faktor tumorske nekroze alpha (TNF-a, engl. tumor
necrosis factor alpha), estrogen i testosteron. Medutim, uloga ovih mehanizama nije u

potpunosti jasna (20).
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Slika 2. Cimbenici koji reguliraju ekspresiju hepcidina



1.1.2.1. Regulacija ekspresije hepcidina statusom Zeljeza

Zeljezo je esencijalni element neophodan za odvijanje brojnih procesa u stanicama.
Sastavni je dio hemoproteina koji transportiraju kisik (hemoglobin, mioglobin) te raznih
enzima. Medutim, suviSak Zeljeza moze biti potencijalno toksic¢an. Nedostatak ili suvisak
zeljeza ima ulogu u razvoju raznih patofizioloskih procesa kod ljudi. Homeostaza Zeljeza stoga
je strogo kontrolirana kako bi se sprijecio njegov nedostatak ili suvisak u organizmu (20).
Hepcidin je glavni regulator homeostaze Zeljeza u organizmu 1 njegova ekspresija regulirana je
mehanizmom povratne sprege statusom zeljeza. Ekspresiju hepcidina regulira koli¢ina zeljeza
u skladiStima, odnosno koli¢ina rezervnog Zeljeza u jetri, te koli¢ina Zeljeza u cirkulaciji,

odnosno TSAT (21).
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Slika 3. Raspodjela zeljeza u organizmu. Preuzeto i prilagodeno prema Nemeth i Ganz, 2021.
(14).

Organizam odrasle osobe sadrzi oko 3 — 4 g zeljeza. Najvece koli¢ine Zeljeza u
organizmu nalaze se u eritrocitima i eritroidnim prekursorima (oko 2 - 3 g zeljeza), dok se oko
1 g Zeljeza nalazi u hepatocitima u obliku feritina. Oko 0,5 g zeljeza nalazi se u makrofagima
slezene te se oko 0,3 g nalazi kao sastavni dio mioglobina i drugih enzima. Iako je Zeljezo jedan
od najzastupljenijih elemenata u zemljinoj kori, bioloska dostupnost trovalentnog oblika zeljeza

je mala. Stoga organizam osigurava velik dio Zeljeza recikliranjem (14).



Dnevno se gubi od 1 do 2 mg Zeljeza ljuStenjem epitelnih stanica kozZe i epitela crijeva.
Zeljezo se u cirkulaciji prenosi vezano za prijenosni protein transferin koji predstavlja prijelazni
oblik Zeljeza. 20 — 45 % transferina u normalnim uvjetima zasi¢eno je Zeljezom. Koli¢ina
zeljeza koja se nalazi u plazmi vezana za transferin iznosi 2 — 3 mg zeljeza, medutim dnevne
potrebe stanica za zeljezom su znatno vece (20 — 25 mg), Sto znaci da se plazmatski odjeljaka
zeljeza izmjeni oko 10 puta dnevno. Makrofagi RES-a koji recikliraju Zeljezo iz eritrocita glavni
su izvor zeljeza za dnevne potrebe organizma, dok se manji dio Zeljeza (1 do 2 mg dnevno)
osigurava apsorpcijom iz probavnog sustava (14).

Prilikom apsorpcije u probavnom sustavu anorgansko zeljezo reducira se iz
trovalentnog u dvovalentan oblik djelovanjem duodenalnog citokroma B (DyctB) te se potom
apsorbira na apikalnoj membrani u citoplazmu duodenalnih enterocita putem prijenosnika 1
dvovalentnih metala (engl. divalent metal transporter 1, DMT1). Organski oblik Zeljeza,
hemsko Zeljezo, apsorbira se na apikalnoj membrani enterocita putem proteina 1 koji prenosi
hem (HCP1, engl. heme-carrier protein 1). Djelovanjem oksigenaze 1 hema (HO-1) u
duodenalnim enterocitima Zeljezo se oslobada iz protoporfirinskog prstena. Zeljezo se potom
moze pohraniti u obliku feritna ili se mozZe prenijeti putem feroportina u cirkulaciju preko
bazolateralne strane enterocita. Prilikom bazolateralnog prijenosa dolazi do oksidacije
dvovalentnog u trovalentni oblik Zeljeza djelovanjem feroksidaze hefestina u duodenumu i
ceruloplazmina u drugim tkivima (22).

Zeljezo se prenosi u plazmi vezano za glikoprotein transferin. Transferin se sastoji od
dvije globularne domene od koji svaka veze jedan ion trovalentnog zZeljeza (23, 24). U stanjima
nakupljanja Zeljeza u plazmi se moze naci i zeljezo vezano za druge molekule s kojima je
vezano manjim afinitetom. Frakcija Zeljeza koja nije vezana za transferin (NTBI, engl. non-
transferin binding iron) vrlo je reaktivna i moze katalizirati reakcije u kojima nastaju slobodni
radikali te time pridonijeti oSte¢enju DNA, proteina i lipida (25). Unos Zeljeza u stanice odvija
se vezanjem transferina za tip 1 transferinskog receptora (TfR1) na membrani stanice.
Regulacijom ekspresije TfR1 stanice kontroliraju unos Zeljeza s obzirom na svoje potrebe.
Poznata su dva tipa transferinskih receptora, TfR1 i tip 2 transferinskog receptora (TfR2), koja
se razlikuju po svojoj funkciji 1 ekspresiji na razli¢itim stanicama. Ekspresija TfR1 prisutna je
na svim stanicama, no ekspresija je najizraZenija na eritroidnim prekursorima, stanicama koje
se brzo dijele i stanicama posteljice (26, 27). U cirkulaciji su takoder prisutni topljivi
transferinski receptori (sTfR) koji nastaju proteolitickom razgradnjom izvanstani¢ne domene
membranskog receptora TfR1. Koncentracija sTfR u plazmi ukazuje na eritropoetsku aktivnost

budu¢i da ovisi o broju stanica koje eksprimiraju TfR1, ali takoder je 1 odraz dostupnosti zeljeza
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stanicama jer se kod snizene dostupnosti zeljeza kompenzacijski povecava ekspresija TfR1
(28). TfR2 eksprimiran je na hepatocitima, hematopoetskim stanicama, te stanicama
duodenalnih kripti te se njegova ekspresija preklapa s ekspresijom proteina nasljedne
hemokromatoze (HFE, engl. hereditary hemochromatosis protein) (29). Interakcija TfR2 s
HFE-om i transferinom bitna je u regulaciji transkripcije hepcidina (30, 31).

Kada je koli¢ina Zeljeza u stanicama povecana, suviSak se pohranjuje u obliku feritina kako bi
se sprijecilo toksi¢no djelovanje Zeljeza (32). Feritin ima molekulsku masu 450000 Da i gradena
je od teskih ili sr€anih H (engl. heavy, heart) te lakih ili jetrenih L (engl. light, liver) podjedinica.
Globularnu strukturu molekule feritina ¢ine 24 podjedinice, pri ¢emu se omjer H 1 L podjedinica
razlikuje u razli¢itim tkivima te u razli¢itim stanjima kao §to je primjerice upala. H podjedinica
dominantna je u tkivu srca i bubrega, dok je L podjedinica zastupljenija u tkivu jetre i slezene.
U stanjima upale raste udio H podjedinica u molekuli feritina u odnosu na udio L podjedinica
(33). H podjedinica ima feroksidaznu aktivnost koja je potrebna za ugradnju zeljeza u stanicu,
dok L podjedinica sudjeluje u mineralizaciji (34). Zeljezo pohranjeno u obliku feritina je
bioloski dostupno te se oslobada po potrebi (35 — 37). Sinteza feritina regulirana je statusom
zeljeza. U netranslatirajucoj regiji na 5' kraju (5'-UTR, engl. 5’ untranslated region) mRNA za
feritin nalazi se element koji odgovara na zeljezo (IRE, engl. iron-responsive element).
Vezanjem proteina koji odgovaraju na zeljezo (IRP, engl. iron-responsive protein), IRP1 1 IRP2,
za IRE regulirana je translacija mRNA raznih proteina ukljucenih u metabolizam Zeljeza. U
prisutnosti zeljeza IRP1 1 IRP2 ne stupaju u interakciju s IRE-om. Medutim, kod nedostatka
zeljeza dolazi do vezanja IRP1/2 za IRE te regulacije transkripcije mRNA 1 sinteze proteina.
Vezanje IRP1/2 za IRE na netranslatirajucoj regiji na 3' kraju (3'-UTR, engl. 5’ untranslated
region) poticu se transkripcija mRNA 1 sinteza proteina, dok se vezanjem IRP1/2 za IRE na 5'-
UTR inhibira translacija. IRE u 3'-UTR-u nalazi se u mRNA za TfR1 i DMT1, a u 5'-UTR-u
IRE sadrze mRNA za feritin, feroportin i faktor 2 alpha induciran hipoksijom (engl. Aypoxia
inducible factor 2 alpha, HIF2a) (38). Osim statusom zeljeza, sinteza feritina regulirana je
djelovanjem upalnih citokina (33). Vecina feritina nalazi se u citoplazmi stanica, no manje
koli¢ine nadene su i u stani¢noj jezgri 1 u mitohondrijima (39, 40). Feritin je takoder prisutan u
cirkulaciji no njegova tocna bioloSka uloga nije jasna. Koncentracija feritina u cirkulaciji u
fizioloSkim uvjetima ukazuje na koli¢inu tkivnih rezervi Zeljeza. Medutim, iznimka su upalna
stanja u kojima je potaknuta sinteza feritina i stanja u kojima se koli¢ina Zeljeza u makrofagima
znacajno razlikuje u odnosu na koli¢inu u parenhimskom tkivu (41). Smatra se da bi feritin
mogao imati aktivhu ulogu u modulaciji upalnih procesa ostvaruju¢i svoj ucinak

imunosupresivnim ili upalnim djelovanjem, medutim ovi ucinci tek trebaju biti razjaSnjeni (42).
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Dva glavna signalna puta regulacije ekspresije hepcidina u jetri statusom zeljeza su
interakcijom HFE/TfR2 te kosStani morfogenski protein (BMP, engl. bone morphogenic
protein)/SMAD (engl. sons of mothers against decapentaplegic) (43). U promotorskoj regiji
HAMP gena nalazi se element koji odgovara na BMP (BMP-RE, engl. BMP responsive element)
(44). BMP-ovi su dio obitelji citokina transformiraju¢eg faktora rasta beta (TGF-B, engl.
transforming growth factor beta). Regulacija ekspresije hepcidina ovim putem ovisna je o
BMP6 i proteinu hemojuvelinu (HJV) koji je vezan na membranu pomocu glikozil-
fosfatidilinozitola. Kod povecane koli¢ine zeljeza u tkivu endotelne sinusoidalne stanice jetre
detektiraju prisutno Zeljezo te aktiviraju transkripcijske faktore koji poticu ekspresiju BMP6.
Izluc¢eni BMP6 veze se za odgovarajuce receptore i koreceptor HJV na membrani hepatocita.
Time dolazi do fosforilacije unutarstani¢nih transkripcijskih faktora SMADI, SMADS i
SMADS koji zajedno sa SMAD4 induciraju transkripciju HAMP gena (43, 45). Prijenos signala
BMP ligandima u fizioloSkim uvjetima zahtijeva prisutnost koreceptora. Istrazivanja su
pokazala da HJV ima najve¢i afinitet za BMP6 medu koreceptorskim molekulama (46).
Ekspresija HJV-a dokazana je u srcu, misi¢ima i jetri (47). Osim HJV-a koji je povezan s
membranom, dokazan je i topljivi oblik HIV-a (sHJV, eng. solubile hemojuvelin) za kojeg se
pokazalo da moze inhibirati signalni put BMP/SMAD te ekspresiju hepcidina (48, 49).
Proprotein konvertaza furin i transmembranska serinska proteaza matriptaza-2 koju kodira
TMPRSS6 gen mogu kidati HIV i dovesti do nastanka sHJV-a (50 — 52). Takoder, pokazalo se
da protein neogenin stupa u interakciju s HIV-om i matriptazom-2. Neka istrazivanja ukazuju
da bi neogenin mogao imati ulogu u signalnom putu BMP/SMAD, no to¢na funkcija neogenina
u regulaciji ekspresije hepcidina jos nije jasna (53 — 55). Osim regulacijom koli¢inom zeljeza
u jetrenom tkivu, ekspresija hepcidina regulirana je takoder plazmatskim zeljezom. Istrazivanje
na miSevima pokazalo je da povecana koncentracija Zeljeza u plazmi u odsutnosti povecane
koli¢ine zeljeza u jetrenom tkivu potice fosforilaciju SMADI1/5/8 transkripcijskih faktora u
odsutnosti porasta ekspresije BMP6 (56). Toc¢an signalni put regulacije hepcidina plazmatskim
zeljezom, odnosno zasi¢enjem transferina nije u potpunosti razjasnjen, no poznato je da
ukljucuje HFE, TfR2 1 HJV (57). Na ulogu ovih molekula u regulaciji hepcidina ukazuje
podatak da mutacije u genima za ove molekule uzrokuje pojedine tipove hemokromatoze kod
kojih je koncentracija hepcidina u krvi bolesnika snizena unato¢ nakupljanju Zeljeza u
organizmu (43). Dva tipa transferinskih receptora TfR1 i TfR2 te membranski protein HFE
sudjeluju u detekciji holotransferina, molekule trasferina na kojoj je na oba vezna mjesta vezano
zeljezo. HFE ima sposobnost vezanja i TfR1 1 TfR2. Medutim, vezna mjesta na molekuli HFE-

a za ove TfR-ove se razlikuju (58). Vezanje holotransferina stabilizira molekulu TfR2, koja
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vjerojatno funkcionira kao senzor plazmatskog zeljeza (41). Holotransferin se natjece s HFE za
vezna mjesta na TfR1 te kod visokog TSAT-a HFE otpusta TfR1 i veZe se za vezno mjesto na
TfR2 domenom razli¢itom od one ukljucene u vezanje s TfR1. Ova interakcija vodi ka aktivaciji

transkripcije gena za hepcidin (29, 30).



1.1.2.2. Regulacija ekspresije hepcidina upalom

Prilikom upale dolazi do sinteze upalnih citokina koji potic¢u ekspresiju hepcidina u jetri
(59). Prilikom in vitro stimulacije humanih hepatocita snazna indukcija mRNA za hepcidin bila
je potaknuta interleukinom 6 (IL-6), ali ne s IL-1 i TNF-aq, Sto je ukazalo da bi IL-6 mogao biti
glavni medijator ekspresije hepcidina kod upale (60). IL-6 je pleiotropni citokin koji ima upalnu
ulogu, ali takoder 1 imunomodulacijsko djelovanje. Reaktant je akutne faze te stimulira sintezu
proteina u jetri. PotiCe diferencijaciju limfocita B u plazma stanice te poti¢e proliferaciju i
diferencijaciju T limfocita (61). Sintetiziraju ga makrofagi, endotelne stanice i limfociti T, ali 1
razne druge stanica. Poremecena regulacija ili pretjerana ekspresija IL-6 ima ulogu u i
patogenezi raznih bolesti (62). IL-6 djeluje na ekspresiju hepcidina signalnim putom
JAK?2/prenositelj signala i aktivator transkripcije 3 (STAT3, engl. signal transducer and
activators of transcription 3). Nakon fosforilacije STAT3 dolazi do njegove translokacije u
jezgru i vezanja sa vezno mjesto za STAT3 u promotorskoj regiji HAMP gena ¢ime se povecava
ekspresija hepcidina (63).

Tretiranje hepatocita in vitro lipopolisaharidom dovelo je do ekspresije hepcidina, a
ekspresija je inhibirana primjenom monoklonskih antitijela na IL-6, dok primjenom antitijela
na TNF-a nije zabiljeZzen ovaj ucinak. To ukazuje da je za stimulaciju ekspresije hepcidna
lipopolisaharidom potrebna prisutnost IL-6. Nadalje, eksperimentalna primjena IL-6 infuzijom
na malom broju ispitanika dovela je do snaZznog porasta serumske koncentracije IL-6 kod
ispitanika koji je bio prac¢en brzim porastom koncentracije hepcidina u mokraci. Takoder, doslo
je do brzog pada koncentracije Zeljeza u serumu i TSAT-a u odnosu na vrijednosti prije primjene
IL-6 (64).

Porast hepcidina tijekom upale uzrokuje zadrzavanje Zeljeza u stanicama i smanjenje
izvanstanicne koncentracije zeljeza (64, 65). Uklanjanje Zeljeza iz izvanstani¢nih prostora jako
je vazno radi uskracivanja zeljeza patogenim mikrooganizmima (66). Budu¢i da plazmatsko
zeljezo ¢ini mali dio ukupne koli¢ine Zeljeza u organizmu, ovaj odjeljak Zeljeza obnovi se
desetak puta dnevno otpustanjem zeljeza iz makrofaga RES-a. Blokiranje otpustanja zeljeza iz
makrofaga stoga vrlo brzo dovodi da pada plazmatske koncentracije zeljeza. U stanju smanjene
dostupnosti Zeljeza u izvanstani¢nim prostorima smanjuje se opskrba eritroidnih prekursora
kojima je zeljezo neophodno za sintezu hemoglobina (64). Budu¢i da najveée dnevne koli€ine
zeljeza troSe upravo eritroidni prekursori, smanjena dostupnost zeljeza, odnosno funkcionalni

nedostatak zeljeza u ovim stanjima, vodi ka razvoju anemije upale (67).



1.1.2.3. Regulacija ekspresije hepcidina hipoksijom

Hipoksija takoder potiskuje ekspresiju hepcidina, no upitan je izravan doprinos
hipoksije na regulaciju hepcidina. Hipoksija djeluje na ekspresiju brojnih gena ukljucenih u
metabolizam zeljeza. Prilikom hipoksije dolazi do stabilizacije HIF-a. U stanju odsutnosti
hipoksije HIFla i HIF2a smjeSteni su u citoplazmi stanica gdje se proteoliticki razgraduju.
Poticaj za njihovu razgradnju je hidroksilacija prolinskih ostataka djelovanjem enzima prolil-
hidroksilaze. Kod hipoksije inhibirane su prolil-hidroksilaze koje posreduju u razgradnji te se
HIF-ovi nakupljaju i prenose se u stani¢nu jezgru gdje se vezu za HIF1 (68). Nastali kompleks
veze se za element koji odgovara na stanje hipoksije (HRE, engl. hypoxia responsive element),
a koji je prisutan u regulacijskim sljedovima ciljnih gena ¢iju transkripciju kontrolira. Gen za
eritropoetin (EPO) sadrzi HRE te je u stanju hipoksije potaknuta ekspresija gena za EPO (69).

Hipoksija na ovaj nacin neizravno potiskuje ekspresiju hepcidina, $to su potvrdile i
studije na humanim modelima. U istraZzivanju na zdravim dobrovoljcima koji su izlozeni
uvjetima hipoksije na visokoj nadmorskoj visini s i bez prethodne suplementacije Zeljezom
prisutnost hipoksije bila je prac¢ena padom plazmatske koncentracije hepcidina dok jo$ nisu
uocene promjene u koncentraciji parametara statusa zeljeza. Kod skupine ispitanika kod kojih
su prethodno primijenjeni intravenski preparati Zeljeza takoder je doslo do pada koncentracije
hepcidina, iako s odgodom nakon $to je uocen pad TSAT-a, dok koncentracija feritina jo$ nije
bila promijenjena. Autori su zakljucili da potiskivanje ekspresije hepcidina kod ovih ispitanika
nije bilo posredovano smanjenjem razine zeljeza u skladistima (70). U drugoj studiji gdje su
ispitanici izlozeni akutnim i kroni¢nim uvjetima hipoksije na visokoj nadmorskoj visini ucen je
brzi porast koncentracije EPO-a, dok je pad razine hepcidina uocen nakon 1 - 2 dana od akutnog
izlaganja uvjetima hipoksije. U studiji je takoder uocCen brz pad koncentracije serumskog
feritina koji je u svim tockama mjerenja korelirao s koncentracijom hepcidina te su autori
zakljucili da je koncentracija Zeljeza ili dinamika njegovog koriStenja vjerojatno pridonijela
potiskivanju ekspresije hepcidina kod ovih ispitanika (71). Medutim, rezultati ovih istrazivanja
ne potvrduju da li je potiskivanje ekspresije hepcidina hipoksijom izravno ili je posredovano
drugim mehanizmima.

Pojedina istrazivanja ukazala su da bi transkripcijski faktori HIF mogli izravno djelovati
na potiskivanje ekspresije hepcidina vezu¢i se na HRE u promotorskoj regiji HAMP gena (68).
Takoder, in vitro studije su ukazale da bi hipoksija mogla inhibirati ekspresiju hepcidina
poticanjem ekspresije TMPRSS6 gena djelovanjem transkripcijskih faktora HIF.

Transmembranska serinska proteaza 6 (TMPRSS6, engl. transmembrane serine protease 6)
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potice kidanje HJV-a te smanjuje odgovor promotorske regije HAMP gena na BMP (72).
Nadalje, pojedina istrazivanja ukazuju da bi trombocitni faktor rasta BB (PDGF-BB, engl.
platelet derived growth factor BB) mogao imati ulogu u potiskivanju ekspresije hepcidina
hipoksijom. PoviSene vrijednosti PDGF-BB-a nadene su kod ispitanika izlozenih
eksperimentalnim uvjetima hipoksije gdje je porast bio proporcionalan padu koncentracije
hepcidina te su rezultati potvrdeni na misjem modelu gdje je izlaganje hipoksiji bilo pra¢eno
padom ekspresije mRNA za hepcidin u jetrenom tkivu te porastom serumske koncentracije

PDGF-BB-a (73).
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1.1.2.4. Regulacija ekspresije hepcidna anemijom i eritroidnim éimbenicima

SniZena razina hepcidina nadena je kod raznih oblika anemije, primjerice anemije zbog
nedostatka zeljeza, hemolitiCke anemije te anemije zbog neucinkovite eritropoeze. Medutim,
mehanizmi koji reguliraju ekspresiju hepcidina kod ovih oblika anemija su razliciti. S jedne
strane anemija uzrokuje tkivnu hipoksiju koja moze djelovati inhibiraju¢e na ekspresiju
hepcidina. Takoder, pojacana eritropoeza kao kompenzacijski odgovor na prisutnu anemiju
moze dovesti do luenja raznih molekula od strane eritroidnih prekursora za koje je uoceno da
djeluju na ekspresiju hepcidina. Pored toga, uslijed pojacane eritropoeze povecavaju se i
potrebe za Zeljezom buduci da najvece koli¢ine Zeljeza koriste upravo eritroidni perkursori za
sintezu hemoglobina(10).

U anemiji tkivna hipoksija uzrokuje porast EPO-a (74). EPO je hormon koji stimulira

eritropoezu omogucavajuci prezivljenje 1 proliferaciju eritroidnih prekursora (75). Sintetiziraju
ga bubrezne peritubularne stanice na poticaj hipoksije. Gen za EPO sadrzi sljedove koji su
regulirani djelovanjem HIF2a (76). Pri tome dolazi do potiskivanja ekspresije hepcidina kako
bi se osiguralo zeljezo za eritropoetske potrebe. Pad koncentracije hepcidina omogucava izlazak
zeljeza iz RES-a 1 apsorpciju zeljeza preko duodenalnih enterocita. Najvecu potrebu za
zeljezom imaju eritroidni prekursori koji koriste zeljezo za sintezu hemoglobina (77). Medutim,
anemija vjerojatno ne djeluje izravno na smanjenje sinteze hepcidina, ve¢ neizravno putem
povecane eritropoetske aktivnosti, §to je i dokazano u studijama provedenim na miSevima kod
kojih je bila prisutna anemija zbog gubitka krvi ili hemoliticka anemija (78).
Inhibicija eritropoeze citotoksi€nim agensima ili zracenjem nije dovela do potiskivanja
ekspresije hepcidina, $to ukazuje da je za potiskivanje ekspresije hepcidina nuzna prisutnost
ucinkovite eritropoeze (79). U prilog tome govori 1 ¢injenica da kod bolesnika s talasemijom
gdje je prisutna neucinkovita no izrazito stimulirana eritropoeza, eritropoeza nadvladava ucinak
regulacije statusom Zeljeza na ekspresiju hepcidina te dolazi do nakupljanja Zeljeza u organizmu
(80).

Istrazivanja su pokazala da bi u regulaciji ekspresije hepcidina eritropoezom mogli biti
ukljuceni eritroferon (ERFE), faktor rasta i diferencijacije 15 (GDF 15, engl. growth
differentiation factor 15) i homolog 1 proteina izokrenute gastrulacije (TWSGI1, engl. twisted
gastrulation protein homologue 1) koje luce eritroidni prekursori (81 — 83).

ERFE je hormon koji sintetiziraju eritroblasti u svim fazama razvoja nakon stimulacije
EPO-om. Ekspresija ERFE-a nakon stimulacije s EPO-om posredovana je signalnim putom

STAT-a (83). Istrazivanja su ukazala da ERFE vjerojatno izravno djeluje na potiskivanje
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ekspresije hepcidina. U studiji na miSevima podvrgnutim flebotomiji otkrivena je povecana
ekspresija mRNA za ERFE koja je prethodila potiskivanju ekspresije hepcidina. Daljnjim
istrazivanjem zabiljezilo je da nakon primjene flebotomije ili EPO-a dolazi do znacajnog
porasta ekspresije ERFE-a u koStanoj srzi i slezeni miSeva kao primarnim mjestima eritropoeze
te je uoceno da ERFE nije nuzan za normalno odvijanje eritropoeze kod odraslih miseva, no
nuzan je u stanjima povecane eritropoetske potrebe za zeljezom kao $to su ubrzani rast ili
gubitak krvi (83). Istrazivanje na misjim modelima B-talasemije te na ljudima ukazala su na
ulogu ERFE-a u regulaciji hepcidina (84, 85).

GDF 15 ¢lan je skupine citokina TGFf ga stvaraju eritroidni prekursori u kasnom stadiju
sazrijevanja. U istraZivanjima humanom modelu nadena je znacajno veca ekspresija GDF 15 u
eritroblastima bolesnika s -talasemijom, kod kojih je ekspresija hepcidina potisnuta izrazenom
eritropoetskom aktivno$¢u u odnosu na zdrave ispitanike. Takoder, koncentracija GDF 15 u
perifernoj krvi bila je znacajno visa kod bolesnika s B-talasemijom te je pozitivno korelirala s
koncentracijom sTfR-a, EPO-a i feritina. Uz to, pokazalo se da serum ovih bolesnika inhibira
ekspresiju mRNA za hepcidin u hepatoma stanicama (81). Medutim, u istrazivanju na miSevima
s ablacijom gena za GDF 15 1 miSevima divljeg tipa nisu nadene znacajne razlike u parametrima
metabolizma Zeljeza te je flebotomijom inducirana stimulacija eritropoeze dovela do jednakog
eritropoetskog odgovora u obje skupine, Sto ukazuje da GDF 15 nije nuzan za fiziolosko
potiskivanje ekspresije hepcidina i stimulaciju eritropoeze inducirane flebotomijom (86).

TWSG 1 stvaraju eritroidni prekursori u ranijem stadiju diferencijacije nego GDF 15.
In vitro istrazivanja ukazala su da ovaj protein potiskuje ekspresiju hepcidina vjerojatno na
nacin da se veze na BMP. Dokazana je povisena ekspresija TWSG 1 na modelu miseva s
talasemijom. Medutim, njegova uloga u regulaciji ekspresije hepcidina kod ljudi jos nije jasna

(82).

13



1.1.3. Nutricijska imunost

Nutricijska imunost mehanizam je urodene imunosti koji se temelji na uklanjanju
esencijalnih elemenata potrebnih mikroorganizama. lako se naziv nutricijska imunost primarno
koristio za mehanizme uklanjanja Zeljeza, danas se zna da je uklanjanje cinka i mangana takoder
bitno u obrani od patogenih mikroorganizama. Uklanjanjem Zeljeza iz izvanstani¢nih u
skladisne odjeljke smanjuje se dostupnost Zeljeza patogenim mikroorganizama. Naime, Zeljezo
je nuzno svim zivim organizmima, pa tako i mikroorganizmima kojima je potrebno za
proliferaciju i patogenost (87). lako virusima Zeljezo nije neophodno za prezivljavanje,
prisutnost Zeljeza u stanicama nuzna je za uspjeSnu replikaciju virusnih Cestica jer je Zeljezo
sastavni dio raznih proteina i enzima ukljucenih u sintezu virusnih Cestica. Virusne infekcije
mogu biti pracene promjenom homeostaze Zeljeza 1 te promjene mogu doprinijeti pogorsanju
bolesti (88). Upala potic¢e sintezu hepcidina, Sto uzrokuje zadrzavanje zeljeza u stanicama i
snizavanje izvanstani¢ne koncentracije Zeljeza. Medutim, promjene u koncentraciji hepcidina i
homeostazi Zeljeza koje se mogu naci kod pojedinih infekcija nisu jedinstvene ve¢ su specifi¢ne
za odredene vrste patogenih mikroorganizama, a ovise i 0 odgovoru domacina (88 — 90).

Kod infekcije virusom humane imunodeficijencije (HIV, engl. human
immunodeficiency virus) nadena je poviSena koncentracija hepcidina u akutnoj fazi bolesti koja
je bila pracena hipoferemijom te je poviSena koncentracija hepcidina bila prisutna i u kroni¢noj
fazi bolesti ¢ak 1 kod bolesnika na antivirusnoj terapiji. Takoder je zabiljezeno da veca
dostupnost zeljeza u stanicama pogoduje replikaciji virusa HIV-a. S druge strane, akutna
infekcije virusom hepatitisa B (HBV) i virusom hepatitisa C (HCV) nije bila pra¢ena porastom
hepcidina (90). Kod bolesnika s kroni¢nom infekcijom HCV-om zabiljeZzeno je nakupljanje
zeljeza u jetrenom tkivu koje se povezuje s tezim oblikom bolesti. Kod ovih bolesnika nadena
je visa vrijednost TSAT-a te visa koncentracija feritina u serumu. Studije na transgenskim
misSevima ukazale su da infekcija HCV-om moze sniziti ekspresiju hepcidina te tako utjecati na
metabolizam Zeljeza. lako tocni mehanizmi regulacije homeostaze Zeljeza kod bolesnika s
HCV-om nisu razjaSnjeni poznato je da nakupljanje Zeljeza pridonosi patogenezi bolesti. U
prilog tome govore i podaci da je primjena flebotomije u cilju snizavanja koncentracije Zeljeza
djelovala povoljno na tijek bolesti kod bolesnika s infekcijom HCV-a (88, 89). Studije kod
bolesnika s infekcijom HBV-a pokazale su da je kod velikog broja bolesnika prisutno
nakupljanje Zeljeza u jetri te je u nekim studijama nadena povisena koncentracija Zeljeza i u
perifernoj krvi koja je vjerojatno posljedica otpusStanja zeljeza iz inficiranih i oStecenih

hepatocita. Bolesnici s kroni¢nom infekcijom HBV-om imali su poviSenu koncentraciju
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hepcidina koja je vjerojatno uzrok nakupljanja Zeljeza kod ovih bolesnika. Iako su neke studije
ukazale da prisutnost Zeljeza potice replikaciju HBV-a, druge studije dale su suprotne rezultate
(89).

Mnogi virusi razvili su na¢ine kojima nadvladavaju mehanizme imunosnog sustava
domacina u obrani od patogena. Razli¢iti mikroorganizmi, ukljucujuéi i1 viruse, posjeduju
mehanizme kojima nastoje osigurati Zeljezo za vlastite potrebe. Primjerice, pojedini
mikroorganizmi stupaju u interakciju s proteinima uklju¢enim u metabolizam Zeljeza, dok drugi
koriste odredene stanicne receptore za ulazak u stanice koje su dobro opskrbljene zeljezom.
Humani citomegalovirus (HCMV, engl. human cytomegalovirus) utjecCe na metabolizam Zeljeza
kako bi osigurao dostupnost Zeljeza za vlastitu replikaciju (89). HCMV kodira protein US2
(engl. unique short 2) koji stupa u interakciju s HFE-om na stanicama domacina, $to potice
proteosomalnu razgradnju HFE-a. Membranski protein HFE interakcijom s TfR-om kontrolira
ulazak Zeljeza u stanice. Medutim, proteosomalna razgradnja HFE-a uzrokuje nakupljanje
zeljeza u stanicama $to pogoduje virusnoj replikaciji (88). Nef (engl. negative regulatory factor)
protein HI'V-a takoder stupa u interakciju s HFE-om te uzrokuje premjestanje ovog proteina s
membrane ciljnih stanica. Moduliranjem homeostaze zeljeza virus stimulira nakupljanje Zeljeza
u makrofagima, a to pogoduje virusnoj replikaciji (88, 89).

Kod virusne infekcije poja¢ane su metabolicke aktivnosti u stanici radi sinteze novih virusnih
Cestica, Sto zahtjeva dovoljnu opskrbu zeljezom. Ulaskom u stanice koje su dobro opskrbljene
zeljezom virus osigurava povoljno okruzje za vlastitu replikaciju. Metabolicki aktivne stanice
koje se brzo dijele pojacano eksprimiraju TfR1 na stani¢noj membrani kako bi se opskrbile
zeljezom za svoje potrebe. Razni virusi koriste upravo TfR1 kao receptor za ulazak u ciljne
stanice. Virus macje panleukopenije (FNP, engl. feline panleukopenia virus) i pseéi parvovirus
(CNV, engl. canine parvovirus) inficiraju stanice kripti crijevnog epitela 1 hematopoetske
stanice koje pojacano eksprimiraju TfR1 te je dokazano da je TfR1 receptor kojeg ovi virusi
koriste za ulazak u stanice. Glavni receptor za ulazak patogenih sojeva arenavirusa u ciljne
stanice upravo je TfR1 za kojeg se virus veze svojim glikoproteinom 1(88). Iako je homeostaza
zeljeza kod koronavirusne bolesti (COVID-19, engl. coronavirus disease) promijenjena, nije
poznato jesu li promjene u metabolizmu Zeljeza samo posljedica upalnih zbivanja ili virus ima
aktivnu ulogu u metabolizmu Zeljeza. Istrazivanje Ehsani i sur. provedeno na strukturnim
modelima ukazalo je na sli¢nost strukture citoplazmatskog dijela proteina Siljka (engl. spike,
protein S) koronavirusa 2 povezanog s teSkim akutnim respiracijskim sindromom (SARS-CoV-
2, engl. severe acute respiratory syndrome coronavirus 2) s hepcidinom. Medutim, nije

dokazano da li zahvaljujuéi ovoj strukturnoj slicnosti virus ima aktivnu ulogu u promjenama
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homeostaze zeljeza (91). lako je glavni receptor za ulazak SARS-CoV-2 virusa u stanice
receptor za enzim 2 koji kida angiotenzin (ACE2, engl. angiotensin-converting enzyme 2),
ispitivanja na in vitro modelima ukazala su da bi TfR1 mogao biti alternativni receptor za ulazak
virusa u stanice, no tocni mehanizmi ove interakcije virusa s TfR1 receptorima jo§ nisu
razjasnjeni (92).

Zbog cinjenice da je virusna replikacija ovisna o dostupnosti zZeljeza u ciljnim
stanicama, terapijska intervencija s ciljem regulacije homeostaze Zeljeza mogla bi biti korisna
u kontroli infekcije i komplikacija bolesti. Moguc¢i pristupi u regulaciji metabolizma Zeljeza
ukljucuju primjenu kelatora zeljeza, agonista hepcidina ili regulaciju ekspresije gena ukljucenih
u metabolizam Zeljeza (93). Medutim, nuzna su daljnja istraZivanja koja bi ukazala na korisnost

ovih pristupa u lijecenju pojedinih virusnih bolesti.
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1.2. COVID-19

1.2.1. Definicija i epidemiologija COVID-19

COVID-19 akutna je infekcijska bolest uzrokovana virusom SARS-CoV-2 (91). Prvi
sluc¢ajevi bolesnika sa simptomima pneumonije nepoznatog porijekla pojavili su se u prosincu
2019. godine u kineskom gradu Wuhanu (94). Analizom uzoraka zaraZenih bolesnika kao
uzroc¢nik identificiran je novi pripadnik obitelji korona virusa nazvan 2019-nCoV (95). Od prve
pojave bolesti epidemija COVID-19 brzo se prosirila po cijelom svijetu i uzrokovala je zarazu
milijuna osoba i velik broj smrtnih slucajeva (96). U veljaci 2020. Svjetska zdravstvena
organizacija (SZO) proglasila je globalnu pandemiju COVID-19 te je prema Medunarodnom
odboru za taksonomiju virusa uzro¢nik nazvan SARS-CoV-2 (97, 98).

Brzom Sirenju COVID-19 pridonijela je visoka zaraznost virusa koja je veca u odnosu
na ostale pripadnike skupine koronavirusa te Cinjenica da je dio zarazenih ispitanika
asimptomatski (99). Primarnim izvorom SARS-CoV-2 virusa smatraju se zZivotinje dok je kod
ljudi primarni put prijenosa virusa respiracijskim putem ili bliskim kontaktom sa zarazenom
osobom (97).

Koronavirusi dobili su naziv jer promatrani pod elektronskim mikroskopom nalikuju na
krunu zahvaljujuéi prisutnosti proteina Siljka na svojoj povrsini(93). Dijele se u Cetiri roda:
alpha-CoV, beta-CoV, gamma-CoV i delta-CoV. SARS-CoV-2 pripada beta rodu koronavirsa
kao 1 drugi uzro¢nici zoonoza u ljudi poput SARS-CoV i koronavirusa povezanog s
bliskoistocnim respiracijskim sindromom (MERS-CoV, engl. Middle East respiratory
syndrome coronavirus) (97). Analizom genoma SARS-CoV-2 nadeno je 96 % sli¢nosti s
genomom koronavirusa §iSmiSa RaTG13, 79,5 % sli¢nosti s genomom SARS-CoV te 50 %
sli¢nosti s MERS-CoV (99, 100).

Mutacije virusnog genoma tijekom pandemije COVID-19 dovele su do pojave razlicitih
varijanti SARS-CoV-2. Promjene u genomu koje stvaraju nove varijante mogu utjecati na
prijenos virusa, sposobnost izazivanja bolesti, smrtnost i u¢inkovitost cjepiva(101).

Infekcija koronavirusima kod ljudi zabiljeZzena je prvi put 1965. u Engleskoj (101). Prvi
slucajevi infekcije SARS-CoV-om zabiljezeni su 2002. u Kini (102). Epidemija bliskoisto¢nog
respiracijskog sindroma (MERS, engl. Middle East respiratory syndrome) pojavila se u
Saudijskoj Arabiji 2012. godine te su i nakon te epidemije zabiljezeni povremene pojave

MERS-a na Bliskom istoku (103).
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SARS-CoV-2 je pozitivni jednolancani RNA virus s ovojnicom veli¢ine genoma od 30
kilobaza te promjera oko 125 nm. Virusni genom kodira strukturne proteine: nukleokapsidni
protein (engl. nucleocapside, protein N), protein $iljka, protein virusnog omotaca (engl.
envelope, protein E) 1 membranski protein (engl. membrane, protein M) te nestrukturne proteine
ukljucene u virusnu replikaciju, transkripciju te razne druge procese. SARS-CoV-2 virus ulazi
u stanicu domacina vezanjem proteina S za receptor na povrsini ciljne stanice. Protein S sastoji
se od S1 podjedinice koja se veze na receptor za ACE2 na povrSini ciljnih stanica i S2
podjedinice koja posreduje u fuziju virusa s membranom domacina. Proteolitickim kidanjem
proteina Siljka pomo¢u TMPRSS2 dolazi do aktivacije S2 podjedinice te se omogucavaju fuzija
virusne Cestice s membranom stanice domacina i ulazak virusnog genoma u stanicu. Nakon
ulaska u stanicu domacina dolazi do replikacije genoma i sinteze virusnih proteina koji se
uklapaju u nove virusne Cestice koje se vezikularnim putem prenose do stanicne membrane te

otpustaju egzocitozom (104).

a) b) ACE2
STRUKTURA SARS-CoV-2
TMPRSS2
lipidna membrana ——
membrana stanice
protein Siljka domacdina

protein ovojnice
membranski protein

nukleokapsida
iRNA

i ulazakvirusau

//'/ ﬁ?ﬂ ))) stanicu domaéina

Slika 4. Struktura SARS-CoV-2 virusa (a) i ulazak virusa u stanicu domacina (b). Preuzeto i

prilagodeno prema Russo i sur., 2023. (105).
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1.2.2. Klasifikacija i dijagnosticka procjena bolesti

Klinicka prezentacija COVID-19 je heterogena. Dio zarazenih osoba moze biti
glavobolja te gastrointestinalne tegobe. Medutim, kod dijela bolesnika moze do¢i do razvoja
teSkog oblika bolesti pracenih respiracijskim komplikacijama te napredovanjem bolesti moze
do¢i 1 do razvoja sindroma akutnog respiracijskog distresa (ARDS, engl. acute respiratory
distress syndrome). U sklopu COVID-19 mogu se javiti i razne manifestacije bolesti izvan pluca
poput sr¢anih, neuroloskih, jetrenih i bubreznih poremecaja (104).

Prema preporukama SZO-a stupanj tezine COVID-19 klasificira se kao blagi oblik
bolesti (simptomatska bolest bez znakova virusne pneumonije ili hipoksije), umjereni oblik
bolesti (prisutni klinicki znakovi pneumonije kao Sto su vrucica, kasalj, dispneja, ubrzano
disanje, bez znakova teSke pneumonije uz zasi¢enja hemoglobina kisikom (SpO2) > 90 % na
sobnom zraku), teski oblik bolesti (prisutni klini¢ki znakovi pneumonije uz prisustvo jo$ jednog
od kriterija kao §to su brzina disanja > 30 udisaja/minuti, teski respiratorni distres ili SpO2 < 90
% na sobnom zraku) te kriti¢ni oblik bolesti (respiracijsko zatajenje, ARDS, sepsa, septicki Sok
te multiorgansko zatajenje) (106).

Pokazalo se da oko 80 % bolesnika s COVID-19 razvija blagi do umjereni oblik bolesti, u oko
15 % slucajeva dolazi do razvoja teSkog oblika bolesti i 5 % razvija kritican oblik bolesti (107).
Simptomi bolesti javljaju se naj¢es¢e 4 do 5 dana nakon infekcije. Kod tezih oblika COVID-19
komplikacije obi¢no nastupaju oko tjedan dana nakon pojave simptoma bolesti (104).
Prisutnost komorbiditeta 1 stanja kao S$to su dijabetes, pretilost, respiracijske bolesti,
kardiovaskularne bolesti i odredeni polimorfizmi gena predstavljaju cimbenike rizika za razvoj
tezeg oblika COVID-19 (108).

ARDS teska je komplikacija COVID-19. Mehanizmi razvoja ARDS-a ukljucuju upalu,
oSte¢enje alveolarnog epitela, oStecenje alveolarnih kapilara uz povecanje propusnosti te
fibroproliferacijske promjene. Ostecenje alveola dovodi do poveéanja propusnosti alveolarnih
kapilara te razvoja alveolarnog edema koji remeti difuziju plinova u plu¢ima te uzrokuje
nastanak hipoksije (104, 108).

Kod bolesnika sa sumnjom na infekciju virusom SARS-CoV-2 dokazivanje trenutne
infekcije provodi se testovima lan¢ane reakcije polimerazom nakon obrnutog prepisivanja (RT-
PCR, engl. reverse transcription poymerase chain reaction) kojima se dokazuje prisutnost
virusne RNA ili antigenskim testovima temeljenim na imunokemijskoj metodi kojima se

detektira prisutnost virusnog antigena (106, 109).
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Osnovna pretraga u procjeni tezine COVID-19 ispitivanje je pluéne funkcije odredivanjem
SpO: (110). Za procjenu tezine respiracijskog zatajenja kod bolesnika s ARDS-om koristi se
omjer parcijalnog tlaka kisika u arterijskoj krvi (PaO., engl. partial pressure of oxygen in
arterial blood) 1 frakcije kisika u udahnutom zraku (FiO», engl. fraction of inspiratory oxygen
concentration) (111).

Za dijagnostiku pneumonije kod COVID-19 koriste se radiografske tehnike. Karakteristicne
promjene na radiografskim snimkama (RTG) plu¢a kod COVID-19 pneumonije su obostrani
infiltrati tipa mlije¢nog stakla u perifernim dijelovima pluénog parenhima, no kod
simptomatskih bolesnika u ranoj fazi bolesti mogu se na¢i i normalni nalazi RTG-a (112, 113).
Promjene u nalazima rutinskih laboratorijskih pretraga omogucuju procjenu teZine i prognoze
bolesti (114). Kod bolesnika se moze naci povecan udio neutrofilnih granulocita u odnosu na
druge leukocitne subpopulacije. Kod bolesnika s tezim oblikom bolesti poviSen je i apsolutni
broj neutrofilnih granulocita vjerojatno kao posljedica stimulacije hematopoeze upalom(108).
PoviSen broj neutrofilnih granulocita smatra se ¢imbenikom rizika za razvoj tezeg oblika
bolesti(115). Uz broj neutrofilnih granulocita, omjer neutrofilnih granulocita i limfocita (NLR,
engl. neutrophil to lymphocite ratio) takoder se pokazao dobrim prognostickim biljegom u
procjeni tezine bolesti (116). Kod bolesnika s COVID-19 takoder je prisutna limfopenija.
Snizen broj limfocita smatra se prognostickim biljegom u procjeni teZine bolesti i smrtnosti kod
bolesnika s COVID-19(117 — 119). Mehanizmi nastanka su vjerojatno visestruki te ukljucuju
smanjenu proliferaciju limfocita, potro$nju, migraciju limfocita u pluca te pojacanu apoptozu
uzrokovanu djelovanjem virusa i upalnih citokina(120, 121). Snizen broj eozinofila zabiljezen
je kod vecine bolesnika s COVID-19 ve¢ u ranom stadiju bolesti. Mehanizmi razvoja
eozinopenije vjerojatno ukljucuju smanjenu proizvodnju eozinofila u kostanoj srzi, pove¢anu
apoptozu eozinofila te migraciju eozinofila u podrucje zahvaceno upalom (120, 122).
Koagulacijski poremecaji koji u najtezem obliku mogu dovesti 1 do diseminirane
intravaskularne koagulacije (DIK) cesti su uzroci komplikacija kod bolesnika s COVID-19.
Porast koncentracije D-dimera bitan je u procjeni tezine bolesti i predvidanju komplikacija kod
COVID-19 bolesnika (114, 123).

Porast koncentracije upalnog biljega C-reaktivnog proteina (CRP) pokazao se dobrim
parametrom u procjeni tezine klinicke slike (124). Koncentracija upalnog biljega prokalcitonina
(PCT) pokazala se korisnom u isklju¢ivanju bakterijske superinfekcije kod bolesnika s COVID-
19 (125). Porast aktivnosti laktat-dehidrogenaze (LDH) u serumu posljedica je oslobadanja
LDH iz stanica uslijed oStec¢enja organa te se LDH smatra prognostickim biljegom tezine bolesti

(126). Porast aktivnosti aspartat-aminotransferaze (AST), alanin-aminotransferaze (ALT),
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bilirubina i1 kreatinina ukazuju na jetreno i bubrezno oste¢enje kod COVID-19 bolesnika (127,
128). Koncentracija feritina pokazala se biljegom teskog oblika COVID-19 te predikcijskim
biljegom losijeg ishoda (129). Oste¢enje miokarda takoder je jedna od komplikacija COVID-
19. Mogu¢i mehanizmi razvoja oSteCenja su poremecena aktivacija receptora za ACE2 te
posljedi¢no poremecaj u regulaciji renin-angiotenzin-aldosteronskog sustava te ozljede
miokarda uslijed sustavnog upalnog odgovora (130). Kod bolesnika u jedinici intenzivnog
lijecenja (JIL) nadene su znacajno vise vrijednosti troponina I visoke osjetljivosti I (hsTnl, engl.
high sensitivity troponin I) (131).

Terapija COVID-19 ovisi o klini¢koj prezentaciji. Kod bolesnika s blagim oblikom bolesti
primjenjuje se simptomatsko lijeCenje, dok bolesnici s tezim oblikom bolesti zahtijevaju
hospitalizaciju. Kod bolesnika s pneumonijom i prisutnom hipoksijom primjenjuje se terapija
kisikom (132). Terapijske mogucénosti obuhvacaju standardnu terapiju kisikom, te kod tezeg
oblika hipoksemije primjena kisika kroz nosnu kanilu visokog protoka (HFNO, engl. high-flow
nasal canula), neinvazivnu ventilaciju i intubaciju uz mehanicku ventilaciju (110).

Takoder, u lijecenju bolesnika s COVID-19 primjenjuju se razni imunomodulacijski i
antivirusni lijekovi (133). Za prevenciju tezeg oblika bolesti primjenjuje se cijepljenje protiv

virusa SARS-CoV-2 (134).
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1.2.3. Patogeneza bolesti

Glavni patofizioloski mehanizmi ukljuceni u razvoj; COVID-19 ukljucuju poremecaje
imunosnog odgovora, osteCenje endotela te poremecaje koagulacijskog sustava (104, 108).

Prilikom infekcije virus SARC-CoV-2 ulazi u stanice gornjih diSnih putova u kojima
dolazi do replikacije virusa. Prepoznavanje virusnih komponenti od strane receptora za
molekularne obrasce (PRR, engl. pattern rescognition receptor) dovodi do aktivacije signalnih
putova te do aktivacije transkripcijskih faktora koji poti¢u ekspresiju gene za sintezu upalnih
citokina kao Sto je nuklearni faktor kappa B (NF-xB, engl. nuclear factor kappa B) te
transkripciju interferona tipa I koji posreduju u imunosnoj obrani od virusa (135). Lucenje
upalnih citokina dovodi do usmjeravanja upalnih stanica u plu¢no tkivo te dodatnog luc¢enja
citokina i kemokina koji poti¢u adaptacijski imunosni odgovor na infekciju. Osim djelovanja
stanicnih mehanizama imunosne obrane, takoder dolazi do razvoja humoralne imunosne
reakcije s ciljem suzbijanja virusne infekcije. Ukoliko urodeni i adaptacijski imunosni odgovor
ne uspiju suzbiti virusnu infekciju, virus se Siri u donje diSne putove inhalacijom ili spontanim
Sirenjem kroz di3ni sustav. Primarno mjesto $irenja virusa moze biti i donji disni sustav. Sirenje
virusa u donji diSni sustav uzrokuje oStecenje alveola s posljedicnim poremecajem izmjene
plinova i razvojem hipoksije. Kod infekcije virusom SARS-CoV-2 inficirane stanice i
alveolarni makrofagi lu¢e upalne medijatore te dolazi do usmjeravanja neutrofila, monocita i
limfocita u podrucje zahvaceno infekcijom. Nadalje, dolazi do otpustanja vazoaktivnih peptida,
Sto za posljedicu ima opustanje glatkih misic¢a krvnih zila 1 povec¢anje vaskularne propusnosti.
Posljedicno dolazi do razvoja angioedema te aktivacije koagulacije koji pridonose razvoju
teskih komplikacija COVID-19 (104, 108). Kod bolesnika s COVID-19 zabiljezena je
neravnoteza izmedu koagulacijskih 1 fibrinolitickih procesa. Hiperkoagulabilnosti kod
bolesnika s COVID-19 vjerojatno doprinosi izravno ostecenje endotela djelovanjem virusa te
oslobadanje upalnih medijatora koji privlace upalne stanice na mjesto oste¢enja (108). Tome u
prilog govori i relativno visoka ucestalost arterijske i venske tromboembolije kod bolesnika s
teskim i kriti¢nim oblikom COVID-19 (136, 137). Histopatoloski nalazi bolesnika koji su imali
tezi oblik COVID-19 ukazali su na prisutnost difuznog oste¢enja plu¢nog tkiva, pluénog edema,
nakupljanja tekudine i fibrina u alveolama (138, 139). Povecana signalizacija putem TGF-f3
nadena je kod bolesnika s teskim COVID-19 (140). TGF-f ima ulogu u obnovi oSte¢enja
nastalih upalom. Medutim, pretjerana aktivnost mogla bi biti uzrokom razvoja fibroze (141 —

143).
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Za uspjesno razrjesenje virusne infekcije nuzna je ucinkovita reakcija urodenog 1 adaptacijskog
imunosnog sustava koja dovodi do uklanjanja virusa i ograni¢avanja upalnog procesa.
Neodgovarajuci ili odgoden imunosni odgovor moze imati za posljedicu daljnju replikaciju i
Sirenje virusa, pridonijeti ostecenju tkiva te dovesti do pretjeranog i nekontroliranog imunosnog
odgovora. Kod bolesnika s teskim oblikom bolesti dolazi do razvoja citokinske oluje.
Citokinska oluja kod bolesnika s COVID-19 vodi ka pretjeranom imunosnom odgovoru u
plu¢ima i razvoju multiorganskog oStecenja (135). Kod multiorganskog oStecenja sustavno
djelovanje citokina dovodi do aktivaciji upalnih i imunosnih stanica, njihove ekstravazacije i
oStecenja endotela. Upalne stanice dospjele u intersticijski prostor 1 lokalne upalne stanice u
intersticiju luce citokine i druge medijatore upale te poticu upalne procese u parenhimu organa
koji vode ostecenju tkiva (144).

Kod bolesnika s COVID-19 nadene su poviSene koncentracije raznih citokina kao Sto su IL-2,
IL-6, IL-7, IL-10, interferon y (IFN-y), TNF-a, protein 10 kojeg inducira interferon gamma (IP-
10, engl. interferon-gamma inducible protein 10), faktor koji stimulira granulocitne kolonije
(G-CSF, engl. granulocyte-colony stimulating factor), monocitni kemotakti¢ni proteina 1
(MCP-1, engl. monocyte chemotactic protein 1) i upalni protein makrofaga 1 alpha (MIP-1aq,
engl. macrophage inflammatory protein 1 alpha) (135). Kod bolesnika s tezom klinickom
slikom smjestenim u JIL-u nadene su povisene koncentracije citokina IL-2, IL-7, IL-10, G-
CSF-a, IP-10, MCP1, MIP1A i TNF-a u plazmi u odnosu na bolesnike koji nisu bili u JIL-u
(145). Takoder su kod bolesnika s tezim oblikom bolesti nadene viSe koncentracije citokina IL-
1, IL-6, IL-8 1 TNF-a u odnosu na bolesnika s blazim oblikom COVID-19 (146).

Promjena broja ili fenotipa pojedinih populacija imunosnih stanica takoder je zabiljeZena kod
infekcije virusom SARS-CoV-2. Kod bolesnika s COVID-19 zabiljeZena je prisutnost blage
neutrofilije te limfopenije (108, 146, 147). Napredovanjem bolesti uslijed pretjeranog
imunosnog odgovora raste apsolutni broj neutrofila koji se smatra pokazateljem tezine bolesti
(148). Neutrofili mogu doprinijeti akutnoj plu¢noj ozljedi te su povezani s raznim bolestima
kod kojih dolazi do razvoja ARDS-a (149). Analiza fenotipa neutrofila periferne krvi ukazala
je da je neutrofilija posljedica stimulacije proizvodnje neutrofila upalnim ¢imbenicima (150,
151). Povisen broj neutrofila zabiljezen je i u pluénom tkivu (152). U uzorcima
bronhoalveolarnog lavata bolesnika s COVID-19 nadene su povisene koncentracije kemokina
koji djeluju na neutrofile (153). U serumu bolesnika s COVID-19 detektirani su biljezi stvaranja
neutrofilnih izvanstani¢nih zamki (NET, engl. neutrophil extracellular trap) koji mogu
pridonijeti oste¢enju pluénog tkiva i razvoju tromboze (154). lako nisu zabiljezene znacajne

promjene u apsolutnom broju monocita u perifernoj krvi bolesnika s COVID-19 istrazivanja
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ukazuju na promjene u fenotipu monocita (108, 155). U cirkulaciji bolesnika s COVID-19
zabiljezena je prisutnost monocita koji eksprimiraju biljege aktivacije te pojacano sintetiziraju
IL-11IL-6 (156, 157). Smatra se da pretjerana aktivacija monocita kod COVID-19 pridonosi
upalnim procesima u plu¢ima bolesnika s COVID-19 (108). Limfopenija kod bolesnika s
COVID-19 posljedica je snizenog broja CD4" i CD8" T limfocita (158, 159). Citotoksi¢ni T
limfociti, CD8" te pomagacki CD4" T limfociti imaju vaznu ulogu u obrani od virusa. Osim
kvantitativnih promjena, zabiljezene su i promjene u aktivaciji T limfocita 1 u ekspresiji
kemokinskih receptora. Smatra se da kvantitativni 1 funkcionalni poremecaji stani¢ne imunosti
u kojoj posreduju T limfociti pridonose poremecenoj regulaciji imunosnog odgovora te

oste¢enju pluénog tkiva kod bolesnika s COVID-19 (108).
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1.2.4. Promjene u metabolizmu Zeljeza kod COVID-19

Promjene u metabolizmu Zeljeza normalan su odgovor na prisutnu infekciju. No
promjene u dostupnosti zeljeza mogu se odraziti 1 na sam organizam domacina. Nedostatak
zeljeza moze dovesti do anemije ili oslabjeti imunosni odgovor na infekciju, dok s druge strane
visoke koncentracije Zeljeza mogu posredovati u oste¢enju stanica uslijed oksidacijskog stresa
(160). Sve ove promjene mogu utjecati na patogenezu bolesti kod bolesnika s COVID-19.

Hepcidin kao glavni posrednik promjena u metabolizmu Zeljeza tijekom upale smanjuje
apsorpciju Zeljeza iz duodenalnih enterocita i oslobadanje iz makrofaga RES-a (160). U nekim
studijama nadene su poviSene vrijednosti hepcidina kod bolesnika s COVID-19 (161, 162). No
nadene su i nize vrijednosti hepcidina kod bolesnika u JIL-u u odnosu na zdrave ispitanike
(163). Ovi podaci ukazuju na kompleksnost regulacije hepcidina kod bolesnika s COVID-19.
Kod bolesnika s COVID-19 upala i hipoksija imaju suprotne ucinke na ekspresiju hepcidina. S
jedne strane upala stimulira, a s druge strane hipoksija inhibira ekspresiju hepcidina. Utjecaj
ovih ¢imbenika ne ovisi samo o hijerarhiji signalnih putova vec¢ i o njihovom intenzitetu koji se
razlikuje obzirom na tezinu bolesti.

Kod bolesnika s COVID-19 naj¢esée zabiljezene promjene u metabolizmu Zeljeza su
hipoferemija i hiperfertinemija (129).

PoviSena koncentracija feritina biljeg je za COVID-19. Povisena koncentracija feritina
kod bolesnika s COVID-19 vjerojatno je posljedica nakupljanja Zeljeza u stanicama zbog
djelovanja hepcidina te stimulacije sinteze feritina upalnim citokinima. Feritin se smatra dobrim
biljegom za procjenu tezine bolesti i previdanje ishoda bolesti. Vise vrijednosti feritina nadene
su u brojnim studijama kod bolesnika s tezim oblikom COVID-19 u odnosu na bolesnike s
blazim oblikom bolesti (162—164). Iako je porast koncentracije feritina biljeg upalnog procesa,
neki autori smatraju da bi feritin mogao imati 1 aktivhu ulogu u patoloSkim procesima
zahvaljujuc¢i svom imunomodulacijskom djelovanju (42). Teski oblik COVID-19 ¢ak se dovodi
u vezu sa sindromom hiperferitinemije zbog sli¢nosti u klinickoj prezentaciji i laboratorijskim
parametrima (165). Takoder neki autori su ukazali na mogucu povezanost hiperferitinemije s
toksi¢nim uc¢incima zeljeza i razvojem feroptoze koja bi mogla igrati ulogu u oSte¢enju organa
kod bolesnika s COVID-19 (166, 167).

Hipoferemija je posljedica inhibicije otpuStanja Zeljeza iz stanica pod utjecajem
hepcidina. U viSe studija nadena je niza koncentracija zeljeza u serumu i kod hospitaliziranih
bolesnika kao i kod izvanbolnickih bolesnika s COVID-19 (168 — 170). Pokazalo se da

promjene metabolizma Zeljeza zabiljeZene kod akutnog COVID-19 mogu biti prisutne i dugo
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nakon preboljele bolesti. U studiji Sonnwebera i sur. snizena koncentracija zeljeza nadena je
kod 30 % ispitanika i dva mjeseca nakon akutne bolesti (171). Funkcionalni nedostatak zeljeza
predstavlja ogranic¢avaju¢i ¢imbenik za normalno odvijanje eritropoeze i dovodi do razvoja
anemije upale, a anemija dodatno remeti oksigenaciju tkiva koja je ve¢ narusena zbog
poremecene izmjene plinova u plu¢ima kod bolesnika s teSkim oblikom COVID-19.
S druge strane, zabiljezena je i prisutnost slobodnog, kataliticki aktivnog oblika Zeljeza u
cirkulaciji hospitaliziranih bolesnika s COVID-19 koja je bila povezana sa smrtnos¢u i loSijim
ishodima kod bolesnika (172).
U studiji u kojoj je nakon dokazane infekcije virusom SARS-CoV-2 godinu dana longitudinalno
praceno 214 bolesnika biljezeni su klini¢ki podaci, promjene imunoloskih i hematoloskih
parametara te promjene u ekspresiji gena ukljucenih u homeostazu Zeljeza. Rezultati studije
ukazali su da su upala i promjene u homeostazi zeljeza prisutni i dva tjedna nakon akutnog
COVID-19 te da mogu predvidjeti razvoj dugotrajnog COVID-19 neovisno o tezini akutne
bolesti. Analizom transkriptoma i povrSinskih biljega stanica kod bolesnika s umjerenim i
teSkim COVID-19 te bolesnika kod kojih su naknadno bili prisutni dugotrajni simptomi bolesti
zabiljezen je poremecaj u raspodjeli Zeljeza koji se o€itovao nakupljanjem Zeljeza u monocitima
te povecanom potrebom za zeljezom kod proliferiraju¢ih limfocita (173).
Poremecena stanicna homeostaza zeljeza moze biti uzrokom neodgovaraju¢eg imunosnog
odgovora na virus. Nakupljanje Zeljeza u stanicama moZe pridonijeti stani¢noj disfunkciji na
nacin da se poticu stvaranje reaktivnih kisikovih spojeva i feroptozu, Sto moze pridonijeti
oStecenju tkiva i1 organa kod bolesnika s COVID-19 (174). S druge strane, nedostatak zeljeza
remeti normalno funkcioniranje stanica imunosnog sustava. Zeljezo regulira polarizaciju
makrofaga, funkciju neutrofila, aktivaciju prirodnoubilackih stanica (NK stanice, engl natural
killer cells), proliferaciju T 1 B limfocita te utjeCe na stani¢ni i humoralni adaptacijski imunosni
odgovor (175). U prilog vaznosti zeljeza u imunosnom odgovoru govore i rezultati studije
Frosta i sur. gdje je niska koncentracija Zeljeza u serumu uzrokovala poremeéen primarni
imunosni odgovor kao i razvoj imunosne memorije kod miseva prilikom cijepljenja. Takoder,
niska koncentracija zeljeza u serumu kao posljedica povisene koncentracije hepcidina bila je
povezana s nizom koncentracijom specificnih antitijela na odredene patogene kod ljudi (176).
Ovi podaci ukazuju na vaznost homeostaze zeljeza za u¢inkovitu imunosnu obranu od
virusa gdje s jedne strane organizam nastoji ograniCiti dostupnost Zeljeza patogenim
mikroorganizmima, a s druge strane nedostatak ili suviSak Zzeljeza mogu utjecati na

patofizioloske procese u organizmu i uspjesnost antivirusne obrane.
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Rezultati brojnih studija ukazuju da je metabolizam zeljeza kod bolesnika s COVID-19
promijenjen, a te se promjene najcesce ocituju hipoferemijom i hiperferitinemijom, Sto se
povezuje s loSijom prognozom kod ovih bolesnika. Hipoferemija predstavlja ograni¢avajuci
¢imbenik za normalno odvijanje eritropoeze te vodi k razvoju anemije upale. Anemija
pogorSava stanje u opskrbi kisikom kod ovih bolesnika gdje je ve¢ prisutna hipoksija zbog
respiracijske disfunkcije. Ogranicena dostupnost zeljeza moze utjecati i na imunosni odgovor
jer stanice adaptacijskog imunosnog sustava zahtijevaju prisutnost zeljeza za normalnu
funkciju. Hiperferitinemija je biljeg teskog oblika COVID-19 te prediktor losijeg ishoda bolesti,
no smatra se da bi feritin mogao imati i aktivnu ulogu u imunosnim i upalnim procesima.

Glavni regulator metabolizma zeljeza je jetreni hormon hepcidin. Hepcidin svoj uc¢inak
ostvaruje vezanjem za feroportin, jedini poznati protein koji prenosi Zeljezo iz stanice, §to vodi
do trajnog uklanjanja ovog transportera s povrsine stanica. Time se sprjeava apsorpcija Zeljeza
putem duodenalnih enterocita te izlazak iz stanica retikuloendotelnog sustava i1 hepatocita.
Ekspresiju hepcidina potic¢u upala, povecana kolicina Zeljeza u jetrenom tkivu, te povecano
zasi¢enje transferina Zeljezom, dok anemija/hipoksija i povecana eritropoetska aktivnost
inhibiraju ekspresiju hepcidina. Kod upale i infekcije poticanje ekspresije hepcidina vodi k
ulasku 1 zadrzavanju zeljeza u skladiSnim odjeljcima te smanjenju koncentracije zeljeza u
izvanstanicnim prostorima. Ovim mehanizmom urodene imunosti nastoji se smanjiti
dostupnost Zeljeza patogenim mikroorganizmima kojima je Zeljezo takoder neophodno za
replikaciju i prezivljavanje. S druge strane, prilikom hipoksije ekspresija hepcidina se potiskuje
kako bi se osiguralo Zeljezo za eritropoetske potrebe.

Regulacija metabolizma zeljeza kod bolesnika s COVID-19 je kompleksna zbog
prisutnosti razliCitih patofizioloSkih mehanizama. Kod dijela bolesnika s COVID-19
istovremeno su prisutni upala i hipoksija kao signali sa suprotnim u¢inkom na ekspresiju
hepcidina. Pojedina istrazivanja su ukazala da hipoksija moZe nadvladati u€inak upale na
ekspresiju hepcidina. Stoga je glavna hipoteza istrazivanja da je u skupini bolesnika s COVID-
19 1 prisutnom hipoksijom koncentracija hepcidina u krvi snizena i razina parametara statusa
zeljeza je promijenjena u odnosu na skupinu bolesnika s normalnim zasi¢enjem hemoglobina
kisikom.

Glavni cilj ovog doktorskog rada je ispitati postoji li razlika u koncentraciji hepcidina
1 ¢imbenika koji reguliraju koncentraciju hepcidina u skupinama normoksic¢nih 1 hipoksi¢nih

bolesnika s COVID-19 te u skupini zdravih ispitanika.
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Uz glavni cilj, specifi¢ni ciljevi istrazivanja su:

ispitati postoji li povezanost koncentracije hepcidina s parametrima sustavne upale
(koncentracija CRP-a i IL-6), parametrom hipoksije (SpO2), parametrima eritropoetske
aktivnosti (broj retikulocita (RTC) i koncentracija EPO-a) i parametrima statusa zeljeza
(koncentracija zeljeza (Fe), nezasiceni kapacitet vezanja zeljeza (UIBC), ukupni
kapacitet vezanja zeljeza (TIBC), koncentracija feritina, TSAT, koncentracija sTfR-a i
sadrzaj hemoglobina u retikulocitima (RET-He)) u ispitivanim skupinama,

ispitati postoji li povezanost koncentracije hepcidina s vremenom hospitalizacije i

potrebom za primjenom mehanicke ventilacije.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Ispitanici

U istrazivanju je sudjelovalo ukupno 143 ispitanika koji su podijeljeni u tri skupine:
ispitanici s akutnom SARS-CoV-2 infekcijom i prisutnom hipoksijom (47 ispitanika), ispitanici
s akutnom SARS-CoV-2 infekcijom bez prisustva hipoksije (49 ispitanika) i1 zdravi ispitanici
koji nisu inficirani SARS-CoV-2 virusom (47 ispitanika). U istrazivanje su ukljuceni bolesnici
prvi put zaprimljeni na Hitnom prijemu Klinike za infektologiju Klinickog bolnic¢kog centra
(KBC) Split radi simptoma akutnog COVID-19 kojima je infekcija SARS-CoV-2 virusom
dokazanom RT-PCR metodom u uzorku nazofaringealnog obriska. Kao pokazatelj prisutne
hipoksije smatrala se vrijednost SpO2 < 94 % izmjerena odmah po dolasku na Hitni infektoloski
prijem. Pracenjem tijeka bolesti uvidom u bolni¢ki informacijski sustav ispitanici su naknadno
podijeljeni prema tezini bolesti (prema preporukama SZO) u skupine koje su imale blagi i
umjereni, teski ili kritiCan oblik bolesti (106).

Svim ispitanicima je na prijemu uzeta anamneza i zabiljezeni su klinic¢ki 1 demografski
podaci. Uvidom u medicinsku dokumentaciju dobiveni su klini¢ki podaci o komorbiditetima i
stanjima koja utjecu na koncentraciju hepcidina i drugih parametara odredenih u ovom
istrazivanju.

Kriteriji ukljucivanja bolesnika s COVID-19 u studiju bili su dob od 20 do 75 godina i
prisutnost infekcije SARS-CoV-2 virusom.

Kriteriji iskljucivanja iz studije obuhvacali su stanja i bolesti koje mogu utjecati na
koncentraciju hepcidina i drugih ispitivanih parametara:

e anemija (koncentracija hemoglobina kod musSkaraca < 130 g/L te koncentracija

hemoglobina kod Zena < 120 g/L),

e Dbolesti jetre,
e kroni¢no zatajenje bubrega i izraCunata procijenjena brzina glomerularne filtracije

(eGFR, engl. estimated glomerular filtration rate) < 60 mL/minuti,

e kroni¢ne upalne crijevne bolesti,

e sustavne autoimune bolesti,

e maligne bolesti,

e kroni¢na opstrukcijska pluéna bolest,
e astma,

e operacijski zahvat u posljednja tri mjeseca,
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e transfuzija krvi u posljednjih tri mjeseca,

e nadomjestak pripravcima zeljeza,

e trudnocai dojenje.
Zdravi ispitanici C¢inili su kontrolnu skupinu koja je zadovoljavala jednake kriterije za
ukljucivanje 1 iskljuivanje iz studije osim prisutnosti infekcije SARS-CoV-2 virusom.
Uzorkovanje krvi za zdrave ispitanike provedeno je u Zavodu za medicinsko laboratorijsku
dijagnostiku KBC-a Split.

Istrazivanje je provedeno od 1. 6. 2021. do 1. 6. 2022. u Klinici za infektologiju KBC-
a Split u suradnji sa Zavodom za medicinsko laboratorijsku dijagnostiku KBC-a Split i
Zavodom za medicinsku biokemiju i1 hematologiju SveuciliSta u Zagrebu Farmaceutsko-
biokemijskog fakulteta.

Za provedbu istrazivanja ishodena su odobrenja Etickog povjerenstva KBC-a Split
(klasa: 500-03/21-01/91, ur. broj: 2181-147/01/06/M.S.-21-02) 1 Povjerenstva za eticnost
eksperimentalnog rada SveuciliSta u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta (klasa:
004-01/23-03/01, ur. broj: 251-62-03-23-58) te je istrazivanje provedeno u skladu s principima
Helsinske deklaracije. Prije ukljuc¢enja u studiju, ispitanici su upoznati s istrazivanjem te su

potpisali informirani pristanak.

3.2. Uzorci

Sve analize odredene su iz uzorka krvi uzetog odmah po prijemu bolesnika na Hitni
prijem Klinike za infektologiju KBC-a Split, prije uvodenja terapijskih postupaka. Zdravim
ispitanicima uzorkovanje je provedeno u Zavodu za medicinsko laboratorijsku dijagnostiku
KBC-a Split. Bolesnicima s COVID-19 prilikom dolaska na Hitni infektoloski prijem odredeni
su SpO;, parametri kompletne krvne slike (KKS) i rutinske biokemijske pretrage. Uz rutinske
laboratorijske pretrage zatrazene na Hitnom infektoloSkom prijemu, svim bolesnicima
odredena je vrijednost hepcidina, Zeljeza, UIBC-a, feritina, sTfR-a, RET-He-a, RTC-a,
udijela nezrelih retikulocita (IRF, engl. immature reticulocite fraction), EPO-a, CRP-a i IL-6.
Takoder su izracunati TIBC, TSAT te omjeri hepcidina s parametrima metabolizma zeljeza
(feritin/hepcidin, hepcidin/zeljezo), parametrima sustavne upale (hepcidin/CRP, hepcidin/IL-6)
te parametrom eritropoeze (hepcidin/EPO).

Svakom ispitaniku uzorkovane su dvije epruvete krvi, uzorak s antikoagulansom

Ks-etilendiamintetraoctenom kiselinom (K3-EDTA) 1 uzorak s antikoagulansom litij-
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heparinom. Arterijska krvi za odredivanje SpO» kod bolesnika s COVID-19 uzorkovana je iz
radijalne arterije. Zdravim ispitanicima nije odreden SpO,.

Uzorak plazme za biokemijske analize dobiven je centrifugiranjem uzorka krvi s
antikoagulansom litij-heparinim tijekom 10 minuta pri 1800 g. Rutinske laboratorijske pretrage
izradene su u roku od sat vremena od primitka uzoraka u laboratorij te je ostatni dio plazme

alikvotiran i pohranjen na — 80 °C do analize.

3.3. Metode

Koncentracije hepcidina i EPO-a odredene su u Zavodu za medicinsku biokemiju i
hematologiju SveuciliSta u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta, a ostali parametri
odredeni su u Zavodu za medicinsko laboratorijsku dijagnostiku KBC-a Split.

Koncentracija hepcidina odredena je komercijalnim enzimski povezanim
imunosorpcijskim testom (ELISA, engl. enzyme linked immunosorbent assay) visoke
osjetljivosti DRG Hepcidin 25 (bioactive) HS ELISA (DRG Diagnostics GmbH, Marburg,
Germany), a koncentracija EPO-a odredena je komercijalnim ELISA testom Quantikine® IVD®
Human Erythropoietin ELISA (R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, USA), prema uputama i
protokolima proizvodaca.

Parametri KKS, RTC i RET-He odredeni su iz uzorka s antikoagulansom K3-EDTA na
hematoloskom analizatoru Sysmex XN100 (Sysmex Corporation, Kobe, Japan) u roku od sat
vremena od uzorkovanja.

Iz uzoraka plazme odmah su odredene rutinske biokemijske pretrage (koncentracija CRP-a i
kreatinina). Iz uzoraka plazme pohranjenih na — 80 °C naknadno je odredena koncentracija
zeljeza, UIBC-a, feritina, sTfR-a, IL-6, hepcidina i EPO-a.

Koncentracije kreatinina, zeljeza, UIBC-a 1 CRP-a odredene su rutinskim biokemijskim
metodama na analizatoru Roche Cobas c¢501 (Roche Diagnostics, Meinheim, Germany).
Koncentracije feritina i IL-6 odredene su elektrokemiluminiscentnom imunokemijskom
analizom (ECLIA, engl. electrochemiluminescence immunoassay) na analizatoru Roche Cobas
€601 (Roche diagnostics, Meinheim, Germany). Kod ispitanika kod kojih je koncentracija
IL-6 bila ispod mjernog raspona, kao vrijednost koncentracije IL-6 koriStena je nominalna
vrijednost polovine limita kvantifikacije (LLQ, engl. limit of quantification) metode (1,25
pg/mL)(159). Koncentracija TfR-a odredena je nefelometrijski na analizatoru BN ProSpec
(Siemens, Erlangen, Germany). Zasi¢enje hemoglobina kisikom (Sa0O;) odredeno je

oksimetrijski na analizatoru ABL90 FLEX PLUS (Radiometer, Bronshgj, Denmark).
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Racunski su odredeni sljede¢i parametri:

e TIBC (umol/L) = Fe (umol/L) + UIBC (umol/L),

e TSAT (%) = Fe (umol/L)/TIBC (umol/L) x 100,

e omjeri koji ukljucuju hepcidin (feritin/hepcidin, hepcidin/zeljezo, hepcidin/CRP,
hepcidin/IL-6 1 hepcidin/EPO),

e omjeri upalnih biljega (CRP/IL-6, CRP/neutrofilni granulociti, CRP/limfociti,
CRP/monociti, IL-6/neutrofilni granulociti, IL-6/limfociti, IL-6/monociti, NLR, omjer
neutrofilnih granulocita i monocita (NMR, engl. neutrophil to monocyte ratio), omjer
monocita i limfocita (MLR, engl. monocyte to lymphocyte ratio)),

e ¢GFR je izraunata prema predikcijskoj jednadzbi za procjenu brzine glomerularne
filtracije iz 2009. (CKD-EPI, engl. Chronic Kidney Disease Epidemiology
Collaboration) koja je unijeta u laboratorijski informacijski sustav te se eGFR

izraCunava automatski uz svaku izmjerenu koncentraciju kreatinina.

3.4. Statisticka analiza

Normalnost raspodjele podataka ispitana je Saphiro-Wilkovim testom. Rezultati koji
slijede normalnu razdiobu prikazani su kao srednja vrijednost i standardna devijacija, dok su
podaci koji ne slijede normalnu razdiobu prikazani kao medijan i interkvartilni raspon. Dob je
prikazana kao medijan (raspon). Kategoricke varijable prikazane su apsolutnim brojem N.
Usporedba rezultata kategorickih varijabli izmedu dvije skupine ispitanika provedena je
Fisherovim egzaktnim testom, a izmedu tri skupine ispitanika primjenom hi-kvadrat testa. Za
ispitivanje razlike izmedu dvije skupine wvarijabli koriSteni su parametrijski t-test te
neparametrijski Mann-Whitneyev test i Fisherov egzaktni test. Za ispitivanje razlike varijabli
izmedu viSe od dvije skupine nezavisnih mjerenja koriSteni su parametrijski test analize
varijance (ANOVA, engl. analysis of variance) te neparametrijski Kruskal-Wallisov test i hi-
kvadrat test. Povezanost varijabli ispitana je neparametrijskim Spearmanovim testom
korelacije. Statisticki znac¢ajna povezanost tumacena je prema sljede¢im kriterijima: vrijednosti
0 <r<0,251li -0,25 < r < 0 ukazuju na odsustvo povezanosti, vrijednosti 0,25 <r < 0,50 ili -
0,50 <r < -0,25 upucuju na slabu povezanost, vrijednosti 0,50 <r < 0,75 ili -0,75 <r <-0,50
upucuju na umjerenu do dobru povezanost, vrijednosti 0,75 <r <1 ili -1 <r <-0,75 upucuju na
vrlo dobru do izvrsnu povezanost varijabli (177). Logisticka regresijska analiza koristena je

kako bi se ispitalo moze 1i se na temelju vrijednosti nezavisne varijable predvidjeti vrijednost
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zavisne varijable. Vrijednosti P < 0,05 smatrane su statisticki znacajnim. Statisti¢ka obrada

podataka izradena je u programu MedCalc verzija 20.013 (Ostend, Belgija).
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4. REZULTATI

4.1. Opée karakteristike ispitanika

Osnovne karakteristike zdravih ispitanika i svih bolesnika s COVID-19, kao i bolesnika
s COVID-19 podijeljenih u skupine prema zasi¢enju hemoglobina kisikom, prikazane su u
tablici 1. Ispitanici s COVID-19 podijeljeni su na temelju vrijednosti SpO> izmjerenih pri
dolasku na hitni infektoloski prijem u skupine normoksi¢nih (SpO2 > 94 %) 1 hipoksi¢nih (SpO2
< 94 %) bolesnika. Skupine hipoksi¢nih i normoksi¢nih bolesnika s COVID-19 te skupina
zdravih ispitanika bile su podudarne po dobi i spolu te se nisu razlikovale po koncentraciji
kreatinina 1 eGFR-a (tablica 1).

Udio ispitanika s hipertenzijom bio je 15/47 u skupini hipoksi¢nih bolesnika, 7/49 u
skupini normoksi¢nih bolesnika s COVID-19 i 14/47 u skupini zdravih ispitanika. Ucestalost
Secerne bolesti iznosila je 2/47 u skupini hipoksi¢nih bolesnika, 4/49 u skupini normoksi¢nih
bolesnika te 6/47 u skupini zdravih ispitanika. Niska ucestalost komorbiditeta medu
ispitanicima rezultat je primijenjenih kriterija iskljucivanja iz studije, koji su ukljucivali
anemiju, bolesti jetre, kroni¢no zatajenje bubrega, kroni¢ne upalne crijevne bolesti, sustavne
autoimune bolesti, maligne bolesti, kroni¢nu opstrukcijsku plu¢nu bolest, astmu, operacijski
zahvat u posljednja tri mjeseca, transfuziju krvi u posljednja tri mjeseca, nadomjestak
pripravcima Zeljeza, trudnocu 1 dojenje. Vrijeme trajanja simptoma bolesti pri dolasku na hitni
infektoloski prijem bilo je statisticki znacajno duze u skupini hipoksi¢nih u odnosu na

normoksicne bolesnike (tablica 1).
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Tablica 1. Osnovne karakteristike zdravih ispitanika i svih bolesnika s COVID-19, kao i bolesnika s COVID-19 podijeljenih u skupine prema

zasi¢enosti hemoglobina kisikom

normoksicni  hipoksi¢ni
zdravi  svi bolesnici s
bolesnici s bolesnici s
ispitanici COVID-19 P P, P;3
COVID-19 COVID-19
(N=47) (N =96)

(N = 49) (N =47)
58 54 53 55

dob (godine) 0,188 0,171 0,175
(39-70) (36 -73) (36 -73) 37-172)
spol
muskarci, N 31 64 31 33 1,000 0,769 0,521
zene, N 16 32 18 14
96 97 87
SpO:2 (%) / / / <0,001
(88 -98) (97 -98) (83 -389)
kreatinin (umol/L) 77+ 12 79+ 14 80+ 15 78+ 14 0,290 0,461 0,479
91 87 86 88
eGFR (mL/min/1,73m?) 0,515 0,700 0,611
(80 -99) (77 -101) (78 = 99) (77 -102)
trajanje simptoma na prijemu (dani), N / 8+£3 8+£3 9+3 / / 0,001

SpOs, zasi¢enje hemoglobina kisikom; eGFR, procijenjena brzina glomerularne filtracije (engl. estimated glomerular filtration rate)
P — statistiCka znacajnost razlike izmedu zdravih ispitanika i svih bolesnika s COVID-19
P> — statisticka znacajnost razlike izmedu zdravih ispitanika, normoksi¢nih bolesnika s COVID-19 1 hipoksi¢nih bolesnika s COVID-19; provedena

je post hoc analiza
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P3 — statistiCka znacajnost razlike izmedu normoksicnih 1 hipoksi¢nih bolesnika s COVID-19
Dob je prikazana kao medijan (raspon), dok su spol i vrijeme trajanje simptoma na prijemu prikazani kao apsolutni broj N. Kvantitativni podaci
prikazani su kao srednja vrijednost + standardna devijacija i medijan (interkvartilni raspon). Statisti¢ki znaCajnim razlikama smatrale su se

vrijednosti P <0,05.
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Prospektivnim prac¢enjem tijeka bolesti, bolesnici s COVID-19 naknadno su podijeljeni
u skupine prema tezini bolesti (prema preporukama SZ0O-a) na bolesnike s blagim 1 umjerenim
oblikom bolesti te na one s teSkim ili kriticnim oblikom bolesti. Op¢e karakteristike bolesnika
s COVID-19 podijeljenih prema tezini bolesti, kao i karakteristike zdravih ispitanika, prikazane
su u tablici 2.

Kod dva ispitanika koja su na prijemu bila hipoksi¢na, prospektivnim pracenjem je
zabiljezen blagi i umjereni tijek bolesti. Dvadeset Sest hipoksic¢nih i dva normoksi¢na bolesnika
razvila su teSki oblik bolesti, dok su svi ispitanici koji su razvili kriti¢ni oblik bolesti bili
hipoksi¢ni ve¢ na prijemu. Nije nadena statistiCki znaCajna razlika u dobi i spolu medu
skupinama ispitanika prema tezini bolesti te zdravih ispitanika. Takoder, ispitanici se nisu
statisticki znacajno razlikovali u koncentraciji kreatinina i eGFR-a. Bolesnici s teSkim i
kriticnim oblikom COVID-19 imali su nize zasi¢enje hemoglobina kisikom u odnosu na
skupinu s blagim i umjerenim COVID-19, s najnizim vrijednostima zabiljezenim u skupini

kriti¢nih bolesnika.
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Tablica 2. Osnovne karakteristike zdravih ispitanika i bolesnika s COVID-19 koji su prospektivnim pracenjem podijeljeni u skupine s blagim 1

umjerenim, teskim te kriticnim oblikom bolesti

blagi i
zdravi teski kriti¢ni
umjereni
ispitanici COVID-19 COVID-19 P, P, P
(N =47) COVID-I9 (N=28) (N =19)
(N=49)
58 53 55 60
dob (godine) 0,188 0,130 0,189
(39-170) (36-173) (37-69) (39-172)
spol
muskarci, N 31 31 18 15 0,655 0,446 0,343
zene, N 16 18 10 4
97 88 85
SpO. (%) / / < 0,001 < 0,001
(97 —98) (87-90) (76 — 88)
kreatinin (umol/L) 77£12 80+ 15 78+ 13 80+ 16 0,290 0,903 0,677
91 87 91 84
e¢GFR (mL/min/1,73m?) 0,515 0,894 0,879
(80-99) (79 — 100) (75-102) (77 -98)
trajanje simptoma na prijemu
/ 8+3 10£2 9+3 / 0,007 0,420

(dani), N

SpOs, zasi¢enje hemoglobina kisikom; eGFR, procijenjena brzina glomerularne filtracije (engl. estimated glomerular filtration rate)
P — statisticka znacajnost razlike izmedu blagih i umjerenih, teskih ili kriti¢nih bolesnika s COVID-19 i zdravih ispitanika; provedena je post hoc
analiza

P»- statisticka znacajnost razlike izmedu teskih ili kriti€nih bolesnika i blagih i umjerenih bolesnika s COVID-19; provedena je post hoc analiza

38



P3 — statistiCka znacajnost razlike izmedu teskih i kriticnih bolesnika s COVID-19
Dob je prikazana kao medijan (raspon), dok su spol i vrijeme trajanja simptoma na prijemu prikazani kao apsolutni broj N. Kvantitativni podaci
prikazani su kao srednja vrijednost + standardna devijacija i medijan (interkvartilni raspon). Statisti¢ki znaCajnim razlikama smatrale su se

vrijednosti P <0,05.
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4.2. Parametri metabolizma Zeljeza, eritropoetske aktivnosti i upale kod zdravih
ispitanika, svih ispitanika s COVID-19 te normoksicnih i hipoksi¢nih bolesnika s
COVID-19

4. 2. 1. Parametri metabolizma Zeljeza i eritropoetske aktivnosti te omjeri hepcidina s
parametrima metabolizma Zeljeza i eritropoeze

Plazmatska koncentracija hepcidina bila je znacajno visa kod normoksi¢nih i
hipoksi¢nih bolesnika s COVID-19 u usporedbi sa zdravim ispitanicima, pri ¢emu su najvise

koncentracije hepcidina izmjerene u skupini hipoksi¢nih bolesnika s COVID-19 (slika 5).
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Slika 5. Koncentracija hepcidina u skupini normoksi¢nih i hipoksi¢nih bolesnika s COVID-19
te skupini zdravih ispitanika. Vrijednosti su prikazane kao medijan i interkvartilni raspon.
Razlike medu skupinama ispitane su Kruskal-Wallisovim testom, nakon ¢ega je provedena post
hoc analiza. Konektori na slici oznacavaju izmedu kojih skupina je u post hoc analizi uocena

statisticki znacajna razlika, pri ¢emu je P <0,05.
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Koncentracija zeljeza bila je znacCajno niza u obje skupine bolesnika s COVID-19 u
odnosu na zdrave ispitanike. Nema razlike u koncentraciji Zeljeza izmedu hipoksi¢nih 1

normoksic¢nih bolesnika (slika 6).
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Slika 6. Koncentracija Zeljeza u skupini normoksicnih i hipoksi¢nih bolesnika s COVID-19 te
skupini zdravih ispitanika. Vrijednosti su prikazane kao medijan 1 interkvartilni raspon. Razlike
medu skupinama ispitane su Kruskal-Wallisovim testom, nakon ¢ega je provedena post hoc
analiza. Konektori na slici oznacavaju izmedu kojih skupina je u post hoc analizi uocena

statisticki znacajna razlika, pri ¢emu je P <0,05.
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Koncentracija feritina bila je znacajno viSa kod bolesnika s COVID-19 u usporedbi sa
zdravim ispitanicima, s najviSim vrijednostima zabiljezenim u skupini hipoksi¢nih bolesnika s

COVID-19 (slika 7).
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Slika 7. Koncentracija feritina u skupini normoksi¢nih i hipoksi¢nih bolesnika s COVID-19 te
skupini zdravih ispitanika. Vrijednosti su prikazane kao medijan i interkvartilni raspon. Razlike
medu skupinama ispitane su Kruskal-Wallisovim testom, nakon ¢ega je provedena post hoc
analiza. Konektori na slici oznac¢avaju izmedu kojih skupina je u post hoc analizi uocena

statisticki znacajna razlika, pri ¢emu je P <0,05.
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Koncentracija EPO-a bila je znacajno visa samo u skupini hipoksi¢nih bolesnika s
COVID-19 u odnosu na normoksi¢ne bolesnike s COVID-19 i zdrave ispitanike. Nije uocena
statisticki znacajna razlika u koncentraciji eritropoetina izmedu normoksi¢nih bolesnika s

COVID-19 i zdravih ispitanika (slika 8).
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Slika 8. Koncentracija EPO-a u skupini normoksi¢nih 1 hipoksi¢nih bolesnika s COVID-19 te
skupini zdravih ispitanika. Vrijednosti su prikazane kao medijan 1 interkvartilni raspon. Razlike
medu skupinama ispitane su Kruskal-Wallisovim testom, nakon ¢ega je provedena post hoc
analiza. Konektori na slici oznacavaju izmedu kojih skupina je u post hoc analizi uocena

statisticki znacajna razlika, pri ¢emu je P < 0,05.
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Tablica 3 prikazuje vrijednosti parametara metabolizma Zeljeza 1 eritropoetske
aktivnosti te omjere hepcidina s parametrima metabolizma zeljeza (feritin/hepcidin,
hepcidin/zeljezo) i parametrom eritropoeze (hepcidin/EPO) u zdravih ispitanika, svih bolesnika
s COVID-19 te bolesnika s COVID-19 podijeljenih u skupine normoksi¢nih i hipoksi¢nih
bolesnika s COVID-19.

Koncentracija hemoglobina nije se razlikovala medu skupinama normoksi¢nih i
hipoksi¢nih bolesnika s COVID-19 te zdravih ispitanika.

Vrijednosti TIBC-a bile su nize u bolesnika s COVID-19 u usporedbi sa zdravim ispitanicima,
s najniZzim vrijednostima zabiljeZenim u skupini hipoksi¢nih ispitanika.

Hipoksi¢ni ispitanici imali su znafajno nize vrijednosti UIBC-a u odnosu na
normoksi¢ne bolesnike i zdrave ispitanike, dok razlika izmedu normoksi¢nih bolesnika i
zdravih ispitanika nije nadena.

Zasicenje transferina bilo je znacajno nize u obje skupine bolesnika s COVID-19 u
odnosu na zdrave ispitanike. Nije nadena razlika u vrijednosti TSAT-a izmedu hipoksi¢nih 1
normoksi¢nih bolesnika.

Vrijednosti sTfR-a bile su vise u bolesnika s COVID-19 u odnosu na zdrave ispitanike,
te nije nadena statistiCki znacajna razlika izmedu normoksic¢nih i hipoksi¢nih bolesnika.

Znacajno nize vrijednosti RET-He nadene su u skupinama normoksic¢nih i hipoksi¢nih
bolesnika s COVID-19 u odnosu na zdrave ispitanike.

Bolesnici s COVID-19 imali su zna¢ajno nizi broj RTC-a u odnosu na zdrave ispitanike.
IRF je bio nizi u obje skupine bolesnika s COVID-19 u odnosu na zdrave ispitanike, no
vrijednosti su bile vise u hipoksi¢nih u odnosu na normoksicne bolesnike.

Omjer feritin/hepcidin i hepcidin/Zeljezo bio je znacajno visi u skupini hipoksi¢nih
bolesnika u odnosu na normoksi¢ne bolesnika s COVID-19.

Nije bilo razlike u vrijednosti omjera hepcidin/EPO medu skupinama normoksi¢nih 1

hipoksi¢nih bolesnika s COVID-19 (tablica 3).
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Tablica 3. Parametri metabolizma Zeljeza 1 eritropoetske aktivnosti kod zdravih ispitanika i1 svih bolesnika s COVID-19 te normoksi¢nih 1

hipoksi¢nih bolesnika s COVID-19

normoksic¢ni hipoksi¢ni
zdravi svi bolesnici s
bolesnici s bolesnici s
parametar ispitanici COVID-19 P: P
COVID-19 COVID-19
(N=47) (N=96)
(N =49) (N=47)
150 145 144 146
hemoglobin (g/L) 0,477 0,753
(137 - 154) (135-154) (135-156) (136 —154)
42 39 44 33
UIBC (umol/L) 0,064  <0,001
(35-49) (32 -45) (37-47) (29 — 40)*°
59 46 50 42
TIBC (umol/L) <0,001 <0,001
(54 - 68) (40-51) (45 —54)* (37 — 46)*°
28 13 12 15
TSAT (%) <0,001 <0,001
(23 -36) (10-18) (10-16)* (10 - 20)*
1,09 1,26 1,30 1,23
sTfR (mg/L) 0,002 0,002
(1,00 — 1,25) (1,07 —1,45) (1,12 -1,49)* (1,02 —1,41)
33,0 30,1 30,2 30,1
RET-He (pg) <0,001 <0,001
(32,4 -33,7) (28,6 —31,5) (28,8 —-31,0)* (28,4-31,9)
67,60 26,10 25,60 26,20
RTC (x10°/L) <0,001 <0,001

(56,05 — 82,05)

(20,90 — 34,80)

(19,45 — 35,05)

(21,80 — 34,63)*
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normoksiéni

hipoksi¢ni

zdravi svi bolesnici s
bolesnici s bolesnici s
parametar ispitanici COVID-19 P1 P
COVID-19 COVID-19
(N =47) (N =96)
(N =49) (N =47)
8,9 4,6 3,6 6,2
IRF (%) <0,001 <0,001
(7,5-10,3) (3,4-17,9) (3,0-4,9)* (4,1 -10,7)*°
- o 15,17 13,55 7,72 19,02
feritin/hepcidin 0,095 < 0,001
(9,84 — 25,09) (7,06 —20,91) (6,24 — 13,98)* (12,98 —29,64)°
o _ 0,49 10,24 7,37 13,04
hepcidin/zeljezo <0,001 <0,001
(0,34 - 0,84) (5,04 —14,05) (3,44 —-12,00)? (8,06 — 16,04)*°
o 1,13 4,09 4,23 4,08
hepcidin/EPO <0,001 <0,001
(0,57 -2,14) (2,32 -17,60) (2,36 —7,81)* (2,26 —7,37)

UIBC, nezasi¢eni kapacitet vezanja Zeljeza; TIBC, ukupni kapacitet vezanja zeljeza; TSAT, zasi¢enje transferina; sTfR, topljivi transferinski

receptori; RET-He, sadrzaj hemoglobina u retikulocitima; RTC, retikulociti; IRF, frakcija nezrelih retikulocita; EPO, eritropoetin

P — statistiCka znacajnost razlike izmedu zdravih ispitanika i svih bolesnika s COVID-19

P» — statisti¢ka znacajnost razlike izmedu zdravih ispitanika, normoksi¢nih i hipoksi¢nih bolesnika s COVID-19; provedena je post hoc analiza

# statisticki znacajna razlika izmedu normoksicnih ili hipoksi¢nih bolesnika s COVID-19 i zdravih ispitanika

b statisti¢ki znacajna razlika izmedu normoksi¢nih i hipoksi¢nih bolesnika s COVID-19

Rezultati su prikazani kao medijan (interkvartilni raspon). Statisticki znaCajnim razlikama smatrale su se vrijednosti P < 0,05.
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4. 2. 2. Parametri upale te omjeri s upalnim parametrima

Koncentracija IL-6 bila je znacajno visa u skupini bolesnika s COVID-19 u odnosu na
zdrave ispitanike, sa znacajno vi§im vrijednostima izmjerenim u skupini hipoksicnih ispitanika

u odnosu na normoksicne ispitanike (slika 9).
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Slika 9. Koncentracija IL-6 u skupini normoksi¢nih i hipoksi¢nih bolesnika s COVID-19 te
skupini zdravih ispitanika. Vrijednosti su prikazane kao medijan i interkvartilni raspon. Razlike
medu skupinama ispitane su Kruskal-Wallisovim testom, nakon ¢ega je provedena post hoc
analiza. Konektori na slici oznac¢avaju izmedu kojih skupina je u post hoc analizi uocena

statisticki znacajna razlika, pri ¢emu je P <0,05.
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Koncentracija CRP-a bila je znacajno visa kod bolesnika s COVID-19 u odnosu na

zdrave ispitanike. NajviSe koncentracije CRP-a izmjerene su u skupini hipoksi¢nih bolesnika s

COVID-19 (slika 10).
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Slika 10. Koncentracija CRP-a u skupini normoksi¢nih i hipoksi¢nih bolesnika s COVID-19
te skupini zdravih ispitanika. Vrijednosti su prikazane kao medijan i interkvartilni raspon.
Razlike medu skupinama ispitane su Kruskal-Wallisovim testom, nakon ¢ega je provedena post
hoc analiza. Konektori na slici oznacavaju izmedu kojih skupina je u post hoc analizi uo¢ena

statisticki znacajna razlika, pri cemu je P < 0,05.
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Tablica 4 prikazuje vrijednosti parametara upale te omjere s upalnim parametrima u
zdravih ispitanika, svih bolesnika s COVID-19 te bolesnika s COVID-19 podijeljenih u skupine
normoksic¢nih i hipoksi¢nih bolesnika s COVID-19.

Ukupan broj leukocita bio je znacajno nizi u skupini normoksi¢nih bolesnika s COVID-
19 u odnosu na hipoksi¢ne bolesnike i1 zdrave ispitanike.

Broj neutrofilnih granulocita bio je znacajno visi u skupini hipoksi¢nih bolesnika s
COVID-19 u odnosu na normoksi¢ne bolesnike i zdrave ispitanike.

Bolesnici s COVID-19 imali su znacajno nizi broj limfocita, monocita i eozinofilnih
granulocita u odnosu na zdrave ispitanike, s najnizim vrijednostima izmjerenim u skupini
hipoksi¢nih bolesnika.

Omjer hepcidin/CRP i hepcidin/IL-6 bio je nizi u skupini hipoksi¢nih u odnosu na
normoksi¢ne bolesnike.

Omjeri CRP/IL-6 i NMR bili su znacajno visi u skupini hipoksi¢nih bolesnika u odnosu
na normoksi¢ne bolesnike s COVID-19 i zdrave ispitanike.

Omjer MLR bio je znacajno visi u bolesnika s COVID-19 u odnosu na zdrave
ispitanike.

Bolesnici s COVID-19 imali su znacajno viSe vrijednosti omjera CRP/neutrofilni
granulociti, CRP/limfociti, CRP/monociti, IL-6/neutrofilni granulociti, IL-6/limfociti, IL-
6/monociti i NLR u odnosu na zdrave ispitanike, s najviSim vrijednostima izmjerenim u skupini

hipoksi¢nih bolesnika (tablica 4).

49



Tablica 4. Upalni parametri kod zdravih ispitanika 1 svih bolesnika s COVID-19 te normoksi¢nih 1 hipoksi¢nih bolesnika s COVID-19

normoksicéni hipoksicni
zdravi svi bolesnici s
bolesnici s bolesnici s
parametar ispitanici COVID-19 P P;
COVID-19 COVID-19
(N =47) (N =96)
(N =49) (N=47)
ukupni leukociti 7,0 5,8 4,9 8,3 0.305 0.001
b < b
(x 10°/L) 5,3-74) (4,4-28,8) 3,9-6,1) (5,0-11,1)°
neutrofilni granulociti 3,57 3,82 2,92 6,70 0.033 0.001
9 < 9
(x 10°/L) (2,75 - 4,09) (2,69 - 6,95) (2,02 -3,86) (3,76 — 9,65)*°
2,30 1,04 1,23 0,74
limfociti (x 10%/L) < 0,001 < 0,001
(1,97 - 2,64) (0,68 - 1,44) (0,97 -1,61)* (0,59 —1,12)*°
0,54 0,41 0,46 0,37
monociti (x 10°/L) < 0,001 < 0,001
(0,44 - 0,67) (0,32 -0,58) (0,35-0,61)* (0,27 - 0,53)*°
eozinofilni granulociti 0,15 0,00 0,01 0,00 0.001 0.001
< 9 < 9
(x 10°/L) (0,11-0,24) (0,00 - 0,02) (0,00 - 0,04) (0,00 —0,01)*®
7,14 1,67 2,58 0,93
hepcidin /CRP < 0,001 < 0,001
(2,70 —12,16) (0,77 - 3,25) (1,39 - 6,42)* (0,53 — 1,80)*°
4,54 1,57 1,94 1,33
hepcidin/IL-6 < 0,001 < 0,001
(2,50-17,02) (1,00 —2,45) (1,42 -3,69)* (0,61 —1,92)*°
0,60 1,01 0,87 1,36
CRP/IL-6 0,010 0,003
(0,40-1,17) (0,56 - 1,91) (0,52 -1,36) (0,66 —2,25)*°
0,36 9,02 4,17 12,30
CRP/neutrofilni granulociti < 0,001 <0,001
(0,23 -0,76) (3,14 - 16,98) (2,03 — 12,24)* (7,59 — 21,84)*°
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normoksiéni hipoksic¢ni
zdravi svi bolesnici s
bolesnici s bolesnici s
parametar ispitanici COVID-19 Py P;
COVID-19 COVID-19
(N =47) (N =96)
(N =49) (N=47)
0,61 43,51 10,92 85,44
CRP/limfociti < 0,001 < 0,001
(0,32-0,95) (10,76 - 103,42) (3,87 -36,13)* (50,18 — 166,98)*°
2,18 87,69 29,76 232,35
CRP/monociti < 0,001 <0,001
(1,63 - 3,93) (28,09 -250,02) (10,95 — 86,19)* (97,58 - 398,51)*°
0,52 7,71 6,77 9,46
IL-6/neutrofilni granulociti < 0,001 <0,001
(0,41 - 0,68) (4,54 - 14,02) (2,65 -12,17)* (5,16 —17,12)*®
0,73 36,29 17,76 69,86
IL-6/limfociti < 0,001 < 0,001
(0,62 - 1,07) (17,01 - 73,48) (6,20 —28,42)* (39,28 — 127,88)*°
3,13 84,07 40,24 168,68
IL-6/monociti < 0,001 < 0,001
(2,51-4,15) (36,96 - 188,79) (17,01 — 87,67)* (83,92 —259,77)*0
1,50 4,39 2,52 7,16
NLR < 0,001 < 0,001
(1,26 - 1,87) (2,20 -8,21) (1,64 -3,21) (5,16 — 12,93)*°
6,00 10,06 6,69 16,00
NMR < 0,001 < 0,001
(5,01 -7,26) (6,52 - 16,08) (5,10-9,02) (13,23 —24,08)*°
0,25 0,39 0,33 0,51
MLR < 0,001 < 0,001
(0,19 - 0,30) (0,30-0,59) (0,30 -0,47)* (0,33 - 0,69)*

CRP, C-reaktivni protein; IL-6, interleukin 6; NLR, omjer neutrofilnih granulocita i1 limfocita (engl. neutrophil to lymphocyte ratio); NMR,

omjer neutrofilnih granulocita i monocita (engl. neutrophil to monocyte ratio); MLR, omjer monocita i limfocita (engl. monocyte to lymphocyte

ratio)

51



P — statistiCka znacajnost razlike izmedu zdravih ispitanika i svih bolesnika s COVID-19

P> — statistiCka znacajnost razlike izmedu zdravih ispitanika, normoksi¢nih i hipoksi¢nih bolesnika s COVID-19; provedena je post hoc analiza
# statisticki znacajna razlika izmedu normoksicnih ili hipoksi¢nih bolesnika s COVID-19 i zdravih ispitanika

b statisticki zna¢ajna razlika izmedu normoksi¢nih i hipoksi¢nih bolesnika s COVID-19

Rezultati su prikazani kao medijan (interkvartilni) raspon. Statisticki znacajnim razlikama smatrale su se vrijednosti P < 0,05.

52



4.3. Parametri metabolizma Zeljeza, eritropoetske aktivnosti i upale kod zdravih
ispitanika i ispitanika s COVID-19 podijeljenih prospektivnim pracenjem u skupine
prema tezini bolesti

4. 3. 1. Parametri metabolizma Zeljeza i eritropoetske aktivnosti te omjeri hepcidina s
parametrima metabolizma Zeljeza i eritropoeze

Plazmatska koncentracija hepcidina bila je znacajno visa kod svih bolesnika s COVID-
19 na prijemu u odnosu na zdrave ispitanike. Ispitanici koji su razvili teski 1 kriti¢ni oblik
bolesti imali su znac¢ajno viSe koncentracije hepcidina na prijemu u odnosu na bolesnike koji
su imali blagi i umjereni tijek bolesti. Koncentracija hepcidina na prijemu nije se razlikovala

kod bolesnika koji su razvili teski 1 onih koji su razvili kriti¢ni oblik bolesti (slika 11).
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Slika 11. Koncentracija hepcidina kod zdravih ispitanika i kod bolesnika s COVID-19
podijeljenih prospektivnim pracenjem u skupine prema tezini bolesti. Vrijednosti su prikazane
kao medijan i interkvartilni raspon. Razlike medu skupinama ispitane su Kruskal-Wallisovim
testom, nakon cega je provedena post hoc analiza. Konektori na slici oznacavaju izmedu kojih

skupina je u post hoc analizi uocena statisticki znac¢ajna razlika, pri ¢emu je P < 0,05.
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Koncentracija zeljeza bila je znacajno niza kod bolesnika s COVID-19 u odnosu na

zdrave ispitanike. Nema razlike u koncentraciji Zeljeza izmedu skupina bolesnika s COVID-19

podijeljenih prema tezini bolesti (slika 12).
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Slika 12. Koncentracija Zeljeza kod zdravih ispitanika i kod bolesnika s COVID-19
podijeljenih prospektivnim pracenjem u skupine prema tezini bolesti. Vrijednosti su prikazane
kao medijan i interkvartilni raspon. Razlike medu skupinama ispitane su Kruskal-Wallisovim
testom, nakon cega je provedena post hoc analiza. Konektori na slici oznacavaju izmedu kojih

skupina je u post hoc analizi uo€ena statisticki znacajna razlika, pri ¢emu je P <0,05.
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Koncentracija feritina bila je najviSa kod bolesnika koji su razvili teski 1 kriticni oblik

COVID-19 te se znacajno razlikovala u odnosu na bolesnike s blagim i umjerenim oblikom

bolesti i zdrave ispitanike (slika 13).
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Slika 13. Koncentracija feritina kod zdravih ispitanika i kod bolesnika s COVID-19

podijeljenih prospektivnim pracenjem u skupine prema tezini bolesti. Vrijednosti su prikazane

kao medijan i interkvartilni raspon. Razlike medu skupinama ispitane su Kruskal-Wallisovim

testom, nakon cega je provedena post hoc analiza. Konektori na slici oznacavaju izmedu kojih

skupina je u post hoc analizi uocena statisticki znacajna razlika, pri ¢emu je P <0,05.
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Koncentracija EPO-a na prijemu bila je zna¢ajno visa u skupinama bolesnika koji su
razvili teski 1 kritiéni oblik COVID-19 u odnosu na bolesnike s blagim i umjerenim tijekom
bolesti i zdrave ispitanike. Najvise koncentracije EPO-a na prijemu imali su bolesnici koji su
razvili kriti€ni oblik bolesti. Nije nadena statisticki znacajna razlika u koncentraciji EPO-a

izmedu bolesnika s blagim i umjerenim tijekom bolesti 1 zdravih ispitanika (slika 14).
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Slika 14. Koncentracija EPO-a kod zdravih ispitanika i kod bolesnika s COVID-19 podijeljenih
prospektivnim pracenjem u skupine prema tezini bolesti. Vrijednosti su prikazane kao medijan
1 interkvartilni raspon. Razlike medu skupinama ispitane su Kruskal-Wallisovim testom, nakon
cega je provedena post hoc analiza. Konektori na slici oznac¢avaju izmedu kojih skupina je u

post hoc analizi uo€ena statisticki znacajna razlika, pri ¢emu je P < 0,05.
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Tablica 5 prikazuje vrijednosti parametara metabolizma Zeljeza 1 eritropoetske
aktivnosti te omjere hepcidina s parametrima metabolizma zeljeza (feritin/hepcidin,
hepcidin/zeljezo) i parametrom eritropoeze (hepcidin/EPO) u zdravih ispitanika te bolesnika s
COVID-19 podijeljenih prospektivnim pra¢enjem u skupine bolesnika s blagim i umjerenim,
teskim 1 kritiénim oblikom COVID-19 (prema preporukama SZO-a).

Koncentracija hemoglobina nije se razlikovala medu skupinama bolesnika s COVID-
19 koji su prospektivnim pra¢enjem podijeljeni u skupine prema tezini bolesti.

Vrijednosti TIBC-a i UIBC-a bile su niZze u skupini teskih i kriticnih COVID-19
bolesnika u odnosu na bolesnike s blagim 1 umjerenim oblikom bolesti i zdrave ispitanike. Nize
vrijednosti TIBC-a nadene su u skupini blagih i umjerenih bolesnika u odnosu na zdrave
ispitanike. Nije bilo razlike u vrijednosti UIBC-a izmedu bolesnika s blagim i umjerenim
tijekom bolesti i zdravih ispitanika.

Zasicenje transferina bilo je znacajno nize kod bolesnika s COVID-19 u odnosu na
zdrave ispitanike. Nije nadena razlika u vrijednosti TSAT-a izmedu skupina bolesnika s
COVID-19 podijeljenih prema tezini bolesti.

Vrijednosti sTfR-a bile su viSe u bolesnika s blagim i umjerenim te teSkim oblikom
COVID-19 u odnosu na zdrave ispitanike, no nije nadena statisticki znacajna razlika izmedu
bolesnika koji su razvili kriti¢ni oblik COVID-19 1 zdravih ispitanika.

Sve skupine bolesnika s COVID-19 imale su zna¢ajno nize vrijednosti RET-He u odnosu na
zdrave ispitanike.

Bolesnici s COVID-19 imali su zna¢ajno nizi broj RTC-a u odnosu na zdrave ispitanike.
IRF je bio nizi u svim skupinama bolesnika s COVID-19 u odnosu na zdrave ispitanike, no
vrijednosti su bile viSe u bolesnika koji su razvili teski i kriti¢ni oblik COVID-19 u odnosu na
bolesnike koji su imali blagi i umjereni tijek bolesti.

Omjer feritin/hepcidin 1 hepcidin/Zeljezo bio je znacajno visi u skupinama bolesnika
koji su razvili teski 1 kriti¢ni oblik bolesti u odnosu na bolesnike s blagim i umjerenim oblikom
bolesti.

Nize vrijednosti omjera hepcidin/EPO nadene su u skupini bolesnika koja je razvila

kriti¢ni oblik bolesti u odnosu na bolesnike s teskim oblikom bolesti (tablica 5).
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Tablica 5. Parametri metabolizma Zeljeza 1 eritropoetske aktivnosti kod zdravih ispitanika 1 bolesnika s COVID-19 koji su prospektivnim

pracenjem podijeljeni u skupine s blagim i umjerenim, teskim te kriticnim oblikom bolesti

blagi i umjereni teski kriti¢ni
zdravi ispitanici
parametar (N=47) COVID-19 COVID-19 COVID-19 P
(N=49) (N=28) IN=19)
150 143 145 147
hemoglobin (g/L) 0,869
(137 - 154) (134 — 156) (138 — 154) (136 — 152)
42 44 34 33
UIBC (umol/L) < 0,001
(35-49) (36 —47) (29 — 39)*° (29 — 41)*°
59 49 43 41
TIBC (umol/L) < 0,001
(54 — 68) (44 — 53)* (38 — 47)*° (37 — 47)*°
28 12 15
TSAT (%) 16 (10 —21)* <0,001
(23 -36) (10— 15) (11 -19)
1,09 1,29 1,23 1,23
sTfR (mg/L) 0,010
(1,00 — 1,25) (11,12 — 1,48) (1,06 — 1,45) (1,01 — 1,40)
33,0 30,2 30,1 30,1
RET-He (pg) <0,001
(32,4 —33,7) (28,6 — 31,0) (28,5 —31,8) (28,7 — 31,6)
67,60 25,60 26,75 26,10
RTC (x10°/L) < 0,001
(56,05 — 82,05) (19,45 —35,58)* (22,05 —35,05)* (20,90 — 33,38)*
8,9 3,6 6,5 4,9
IRF (%) < 0,001
(7,5-10,3) (3,1 —5,4) (4,4, - 11,0)*° (3,5 —-10,0)*P
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blagi i umjereni teski Kkritiéni
zdravi ispitanici
parametar (N=47) COVID-19 COVID-19 COVID-19 P
(N=49) (N=28) N=19)
N o 15,17 7,72 16,78 23,16
feritin/hepcidin <0,001
(9,84 —25,09) (6,26 — 14,19)* (11,94 — 24,23)° (13,83 —33,23)°
0,49 7,37 12,40 13,04
hepcidin/zeljezo <0,001
(0,34 —0,84) (3,44 —12,00)* (8,08 — 15,50)*° (9,86 — 16,92)*°
o 1,13 4,07 5,40 3,29
hepcidin/EPO < 0,001
(0,57 -2,14) (2,13 -6,89)* (3,21 —7,86)* (1,51 —6,42)*¢

UIBC, nezasi¢eni kapacitet vezanja zeljeza; TIBC, ukupni kapacitet vezanja zeljeza; TSAT, zasi¢enje transferina; sTfR, topljivi transferinski

receptori; RET-He, sadrzaj hemoglobina u retikulocitima; RTC, retikulociti; IRF, frakcija nezrelih retikulocita; EPO, eritropoetin

P — statisticka znacajnost razlike izmedu zdravih ispitanika i skupina COVID-19 bolesnika podijeljenih prema teZini bolesti; provedena je post hoc

analiza

4 statistiCki znaCajna razlika izmedu blagih 1 umjerenih, teskih ili kriti¢nih bolesnika s COVID-19 i zdravih ispitanika

b statisticki znacajna razlika izmedu teskih ili kriti¢nih te blagih i umjerenih bolesnika s COVID-19

¢ statisticki znacajna razlika izmedu teskih i kriti¢nih bolesnika s COVID-19

Rezultati su prikazani kao medijan (interkvartilni raspon). Statisticki znaCajnim razlikama smatrale su se vrijednosti P < 0,05.

59



4. 3. 2. Parametri upale te omjeri s upalnim parametrima

Koncentracija IL-6 bila je znacajno visa u skupini bolesnika s COVID-19 u odnosu na
zdrave ispitanike. Koncentracija IL-6 bila je najvisa u skupini bolesnika koji su razvili kriti¢ni
oblik bolesti. Takoder, koncentracija IL-6 na prijemu bila je visa u skupini bolesnika koji su
razvili teSki oblik bolesti u odnosu na bolesnike koji su imali blagi i umjereni tijek bolesti (slika

15).
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Slika 15. Koncentracija IL-6 kod zdravih ispitanika i kod bolesnika s COVID-19 podijeljenih
prospektivnim pracenjem u skupine prema tezini bolesti. Vrijednosti su prikazane kao medijan
i interkvartilni raspon. Razlike medu skupinama ispitane su Kruskal-Wallisovim testom, nakon
cega je provedena post hoc analiza. Konektori na slici oznac¢avaju izmedu kojih skupina je u

post hoc analizi uocena statisticki znacajna razlika, pri cemu je P < 0,05.
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Koncentracija CRP-a bila je znacajno visa kod bolesnika s COVID-19 u odnosu na
zdrave ispitanike. NajviSe koncentracije CRP-a izmjerene su u skupinama bolesnika s teskim 1
kritiénim tijekom bolesti, no nije bilo znacajne razlike u koncentraciji CRP-a izmedu skupina

bolesnika s teskim i kriticnim oblikom bolesti (slika 16).
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Slika 16. Koncentracija CRP-a kod zdravih ispitanika i kod bolesnika s COVID-19 podijeljenih
prospektivnim pracenjem u skupine prema tezini bolesti. Vrijednosti su prikazane kao medijan
1 interkvartilni raspon. Razlike medu skupinama ispitane su Kruskal-Wallisovim testom, nakon
cega je provedena post hoc analiza. Konektori na slici oznac¢avaju izmedu kojih skupina je u

post hoc analizi uo€ena statisticki znacajna razlika, pri ¢emu je P < 0,05.
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Tablica 6 prikazuje vrijednosti parametara upale te omjere s upalnim parametrima u
zdravih ispitanika te skupinama bolesnika s COVID-19 podijeljenih prema tezini bolesti.

Ukupan broj leukocita bio je zna€ajno nizi u skupini bolesnika s blagim i umjerenim
tijekom bolesti u odnosu na ispitanike koji su razvili teski ili kriti¢ni oblik COVID-19 i zdrave
ispitanike.

Broj neutrofilnih granulocita na prijemu bio je znacajno visi u skupini bolesnika koji
su razvili teski 1 kritiéni oblik COVID-19 u odnosu na bolesnike s blagim i umjerenim tijekom
bolesti i zdrave ispitanike.

Bolesnici s COVID-19 imali su znacajno nizi broj limfocita, monocita i eozinofilnih
granulocita u odnosu na zdrave ispitanike, s najnizim vrijednostima limfocita i eozinofilnih
granulocita u bolesnika koji su razvili teski i kriti¢ni oblik bolesti. Broj monocita u skupini
bolesnika koja je razvila kriti¢ni oblik bolesti bio je znacajno nizi od broja monocita u skupini
bolesnika s blagim 1 umjerenim oblikom bolesti.

Znacajno nize vrijednosti omjera hepcidin/CRP 1 hepcidin/IL-6 nadene su u skupinama
s teSkim 1 kriticnim oblikom bolesti u odnosu na blagi i umjereni COVID-19.

Omjer CRP/IL-6 bio je visi u skupini bolesnika s teSkim tijekom bolesti u odnosu na
bolesnika s blagim 1 umjerenim tijekom bolesti i zdrave ispitanike.

Bolesnici s COVID-19 imali su znacajno viSe vrijednosti omjera CRP/neutrofilni
granulociti, CRP/limfociti, CRP/monociti, NLR-a i NMR-a u odnosu na zdrave ispitanike, s
najvisim vrijednostima izmjerenim u skupini bolesnika s teSkim i kriticnim oblikom bolesti.

Omjer IL-6/neutrofilni granulociti, IL-6/limfociti i IL-6/monociti bio je znacajno visi
kod COVID-19 bolesnika u odnosu na zdrave ispitanike, s najvis§im vrijednostima u skupini
bolesnika s kriticnim tijekom bolesti. Vrijednosti omjera IL-6/limfociti i IL-6/monociti bile su
znacajno vise kod teskog oblika bolesti u odnosu na bolesnike s blagim i umjerenim tijekom
bolesti.

Vise vrijednosti omjera MLR zabiljezene su kod bolesnika s COVID-19 u odnosu na
zdrave ispitanike, pri ¢emu su vrijednosti u skupini bolesnika koji su razvili teski oblik bolesti

bile zna¢ajno vise u odnosu na one s blagim i umjerenim oblikom COVID-19 (tablica 6).
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Tablica 6. Upalni parametri kod zdravih ispitanika 1 bolesnika s COVID-19 koji su prospektivnim pra¢enjem podijeljeni u skupine s blagim 1

umjerenim, teskim te kriticnim oblikom bolesti

blagi i umjereni teski kriti¢ni
zdravi ispitanici
parametri (N=47) COVID-19 COVID-19 COVID-19 P
(N=49) (N=28) N=19)
ukupni leukociti 7,0 49 8,5 7,6 0.001
< b
(x 10°/L) 5,3-74) (3,9-6,2) (4,9 -10,3)° (5,4 —12,0)°
neutrofilni granulociti 3,57 2,92 7,03 6,52 0.001
< b
(x 10°/L) (2,75 -4,09) (2,04 -3,93) (3,63 — 8,90)*° (4,07 - 10,78)*°
2,30 1,23 0,76 0,88
limfociti (x 10%/L) < 0,001
(1,97 - 2,64) (0,97 -1,61)* (0,58 — 1,05)*° (0,61 —1,26)*°
0,54 0,48 0,38 0,35
monociti (x 10%/L) < 0,001
(0,44 - 0,67) (0,35 -0,65)* (0,28 - 0,53)* (0,26 — 0,49)*®
eozinofilni granulociti 0,15 0,01 0,00 0,00 0.001
< b
(x 10°/L) (0,11 -0,24) (0,00 —0,04)* (0,00 — 0,00)*® (0,00 -0,01)*®
7,14 2,49 1,03 0,87
hepcidin /CRP < 0,001
(2,70 - 12,16) (1,34 - 6,42)* (0,61 —1,76)*° (0,43 — 1,98)*°
4,54 1,85 1,47 1,39
hepcidin/IL-6 < 0,001
(2,50 -17,02) (1,33 -3,27)* (0,75 -2,07)*° (0,59 — 1,64)*°
0,60 0,88 1,63 1,32
CRP/IL-6 0,006
(0,40-1,17) (0,54 —1,42) (0,69 —2,64)*° (0,45 -1,60)
0,36 4,17 12,27 12,30
CRP/neutrofilni granulociti < 0,001
(0,23 -0,76) (2,03 - 12,24) (6,40 —21,41)*° (7,59 — 22,27)*°
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blagi i umjereni teski kriti¢ni
zdravi ispitanici
parametri (N=47) COVID-19 COVID-19 COVID-19 P
(N=49) (N=28) N=19)
0,61 11,19 93,53 67,21
CRP/limfociti < 0,001
(0,32 -0,95) (3,87 -38,30) (40,14 - 177,15)*® (51,17 - 173,36)*°
2,18 29,76 238,01 229,31
CRP/monociti < 0,001
(1,63 - 3,93) (10,95 — 100,49)* (83,79 — 408,09)*° (87,68 — 459,91)*°
0,52 6,67 7,18 13,52
IL-6/neutrofilni granulociti < 0,001
(0,41 - 0,68) (2,66 —12,78)" (4,62 -16,01) (8,51 —25,55)xb<
0,73 17,76 61,31 97,92
IL-6/limfociti < 0,001
(0,62 - 1,07) (6,20 —29,64) (32,65 -91,86)*° (47,28 — 187,53)*b¢
3,13 40,24 102,59 228,22
IL-6/monociti < 0,001
(2,51 -4,15) (17,01 = 79,10) (67,02 — 188,84)*° (166,01 — 321,79)*b<¢
1,50 2,66 6,86 7,13
NLR < 0,001
(1,26 - 1,87) (1,64 -3,21) (5,02 - 11,22)*° (5,33 - 14,05)*®
6,00 7,11 16,22 15,90
NMR < 0,001
(5,01 -7,26) (5,10-10,07) (10,01 —23,54)*° (10,93 —23,79)*°
0,25 0,33 0,52 0,45
MLR <0001
(0,19 - 0,30) (0,30-0,47) (0,34 - 0,70)*° (0,27 -0,62)*

CRP, C-reaktivni protein; IL-6, interleukin 6; NLR, omjer neutrofilnih granulocita i limfocita (engl. neutrophil to lymphocyte ratio); NMR, omjer

neutrofilnih granulocita i monocita (engl. neutrophil to monocyte ratio); MLR, omjer monocita i limfocita (engl. monocyte to lymphocyte ratio)

P — statisticka znacajnost razlike izmedu zdravih ispitanika i skupina bolesnika s COVID-19 podijeljenih prema tezini bolesti; provedena je post

hoc analiza
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4 statistiCki znaCajna razlika izmedu blagih 1 umjerenih, teskih ili kriti¢nih bolesnika s COVID-19 i zdravih ispitanika
b statisti¢ki znaGajna razlika izmedu teskih ili kriti¢nih te blagih i umjerenih bolesnika s COVID-19
¢ statisticki znacajna razlika izmedu teskih i kriti¢nih bolesnika s COVID-19

Rezultati su prikazani kao medijan (interkvartilni raspon). Statisticki znacajnim razlikama smatrale su se vrijednosti P < 0,05.
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4.4. Povezanost hepcidina s parametrima metabolizma Zeljeza, eritropoeze, hipoksije i
upale

Koncentracija hepcidina regulirana je razli¢itim ¢imbenicima koji mogu djelovati
stimulirajuce ili inhibiraju¢e na ekspresiju hepcidina. Upala i povecana koncentracija Zeljeza u
organizmu stimuliraju, dok anemija/hipoksija, eritropetska aktivnost i smanjena koncentracija
zeljeza u organizmu inhibiraju ekspresiju hepcidina.

Rezultati ispitivanja povezanosti plazmatske koncentracije hepcidina s parametrima
metabolizma Zeljeza, eritropoeze, hipoksije i sustavne upale kao ¢imbenicima koji utje€u na
koncentraciju hepcidina prikazani su u tablici 7. Povezanost je izraZzena koeficijentom
korelacije r.

Koncentracija hepcidina pozitivno je korelirala s koncentracijom feritina u svim
ispitivanim skupinama.

U normoksicnoj skupini COVID-19 bolesnika dokazna je negativha povezanost
koncentracije hepcidina s koncentracijom zeljeza 1 TSAT-om, no u skupini hipoksi¢nih
bolesnika povezanost ovih parametara nije nadena. U skupini zdravih ispitanika dokazana je
pozitivna povezanost s TSAT-om.

Hepcidin nije korelirao s UIBC-om i TIBC-om, sTfR-om i RET-He-om u skupini
normoksi¢nih 1 hipoksi¢nih COVID-19 bolesnika. U skupini zdravih ispitanika dokazana je
slaba negativna povezanost UIBC-a i TIBC-a s hepcidinom.

Slaba negativna povezanost hepcidina s RTC-om dokazana je u skupini normoksi¢nih
COVID-19 bolesnika, no nije dokazana povezanost hepcidina s IRF-om. Suprotno tome, u
skupini hipoksi¢nih ispitanika hepcidin nije korelirao s RTC-om, no dokazana je slaba
negativna korelacija s IRF-om. U skupini zdravih ispitanika nije bilo povezanosti hepcidina s
RTC-om i IRF-om.

Hepcidin nije korelirao s SpOz niti u normoksi¢noj niti u hipoksi¢noj skupini bolesnika
s COVID-19.

Nije dokazana povezanost hepcidina s koncentracijom EPO-a u normoksi¢noj i
hipoksi¢noj skupini ispitanika, no slaba negativna povezanost dokazana je u skupini zdravih
ispitanika.

Pozitivna korelacija hepcidina i IL-6 dokazana je u obje skupine bolesnika s COVID-
19. U normoksi¢nih bolesnika dokazana je dobra korelacija hepcidina s koncentracijom ovog
upalnog biljega, dok je kod hipoksi¢nih bolesnika dokazana slaba pozitivna korelacija.

Nadalje, u skupini normoksi¢nih ispitanika hepcidin je dobro korelirao s koncentracijom
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CRP-a, dok korelacija u skupini hipoksi¢nih bolesnika nije dokazana. Kod zdravih ispitanika
hepcidin je pokazivao slabu pozitivhu povezanost s koncentracijom CRP-a, no povezanost s

koncentracijom IL-6 nije zabiljeZena (tablica 7).
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Tablica 7. Povezanost koncentracije hepcidina s parametrima metabolizma Zeljeza, eritropoetske aktivnosti, hipoksije 1 upale kod zdravih

ispitanika te normoksi¢nih 1 hipoksi¢nih bolesnika s COVID-19

normoksicéni hipoksi¢ni
zdravi
bolesnici s bolesnici s
parametar ispitanici
COVID-19 COVID-19
(N=47)
(N=49) (N=47)
r P r P r P
hemoglobin (g/L) 0,05 0,742 0,10 0,506 0,19 0,196
zeljezo (umol/L) 0,12 0,423 -0,43 0,002 0,09 0,531
UIBC (umlo/L) -0,44 0,002 0,01 0,941 0,01 0,946
TIBC (pmlo/L) - 0,40 0,005 -0,14 0,323 0,12 0,430
TSAT (%) 0,34 0,021 - 0,40 0,005 0,07 0,628
feritin (ng/mL) 0,59 <0,001 0,57 <0,001 0,39 0,006
sTfR (mg/L) - 0,07 0,621 -0,13 0,366 0,00 0,994
RET-He (pg) - 0,06 0,684 -0,19 0,198 -0,10 0,519
RTC (x 10°/L) 0,07 0,667 - 0,48 0,001 - 0,21 0,161
IRF (%) - 0,01 0,956 -0,10 0,488 - 0,39 0,006
EPO (mlU/mL) - 0,38 0,009 -0,13 0,376 -0,07 0,644
SpO2 (%) / / -0,14 0,339 -0,12 0,409
CRP (mg/L) 0,32 0,027 0,64 <0,001 0,00 0,986
IL-6 (pg/mL) 0,16 0,298 0,65 <0,001 0,30 0,039
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r — koeficijent korelacije; UIBC, nezasi¢eni kapacitet vezanja zeljeza; TIBC, ukupni kapacitet vezanja zeljeza; TSAT, zasi¢enje transferina; sT{R,
topljivi transferinski receptori; RET-He, sadrzaj hemoglobina u retikulocitima; RTC, retikulociti; IRF, frakcija nezrelih retikulocita; EPO,
eritropoetin; SpO2, zasi¢enje hemoglobina kisikom; CRP, C-reaktivni protein; IL-6, interleukin 6

Statisticki zna¢ajnim razlikama smatrale su se vrijednosti kod kojih je P < 0,05.
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4.5. Povezanost hepcidina s ishodima bolesti (vrijeme hospitalizacije i potreba za
mehani¢kom ventilacijom)

Od ukupno 96 ispitanika s COVID-19 ukljuenih u studiju, 53 bolesnika su
hospitalizirana po primitku na hitni infektoloSki prijem. Svi hipoksi¢ni bolesnici su
hospitalizirani s medijanom trajanja hospitalizacije 9 (7 — 18) dana. 6 normoksi¢nih bolesnika
je hospitalizirano nakon primitka na hitni infektoloski prijem s medijanom trajanja
hospitalizacije 4 (3 — 5) dana.

Povezanost koncentracije hepcidina na prijemu s trajanjem hospitalizacije u skupini
bolesnika koji su po prijemu hospitalizirani izrazena je koeficijentom korelacije r.

Nije dokazana povezanost koncentracije hepcidina na prijemu s trajanjem hospitalizacije u
skupini hospitaliziranih bolesnika s COVID-19 (r = 0,26, P = 0,061).

Povezanost koncentracije hepcidina na prijemu s potrebom za mehani¢kom
ventilacijom tijekom trajanja COVID-19 bolesti ispitana je logistickom regresijskom analizom.
U univarijatnoj logistickoj regresijskoj analizi koncentracija hepcidina koriStena je kao
nezavisna varijabla, odnosno prediktor ishoda (potreba za primjenom mehanicke ventilacije).
Dobivena vrijednost omjera izgleda (OR, engl. odds ratio) od 1,03 (95 % interval pouzdanosti
(CL, engl. confidence interval) 1,01 - 1,05), P = 0,004, ukazuje da koncentracija hepcidina
izmjerena po primitku na hitni infektoloski prijem ima pozitivnu predikcijsku vrijednost u
predvidanju potrebe za primjenom mehanicke ventilacije kod daljnjeg tijeka COVID-19

bolesti.
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4.6. Predvidanje razvoja kriticnog oblika COVID-19

Sposobnost parametara metabolizma Zeljeza, eritropoeze i sustavne upale u previdanju
razvoja kriticnog oblika COVID-19 kao najtezeg oblika bolesti ispitana je koriStenjem
logistiCke regresijske analize.

U univarijatnu logisticku analizu ukljueni su svi parametri metabolizma Zeljeza,
eritropoeze 1 sustavne upale kao i omjeri hepcidina s parametrima metabolizma Zeljeza
(feritin/hepcidin, hepcidin/zeljezo), sustavne upale (hepcidin/CRP, hepcidin/IL-6) te
eritropoeze (hepcidin/EPO). S obzirom da nije bilo statisticki znacajne razlike u dobi i spolu
izmedu bolesnika koji su razvili kriticni oblik bolesti i ostalih bolesnika s COVID-19 ovi
parametri (dob i spol) nisu ukljuceni u logisti¢ku regresijsku analizu.

U univarijatnoj logistickoj regresijskoj analizi hepcidin, UIBC, TIBC, feritin, EPO,
CRP, IL-6 te omjeri feritin/hepcidin 1 hepcidin/zeljezo identificirani su kao prediktori razvoja
kriticnog oblika COVID-19 bolesti. Hepcidin, EPO, CRP 1 IL-6 te omjeri feritin/hepcidin i
hepcidin/zeljezo imali su OR > 1 §to ukazuje da poviSene vrijednosti ovih parametara ukazuju
na povecan izgled za razvoj kriticnog oblika bolesti. UIBC i TIBC imali su OR < 1 §to ukazuje
da povisSene vrijednosti ovih parametara ukazuju na smanjen izgled za razvoj kriticog oblika

COVID-19 (tablica 8).
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Tablica 8. Univarijatna logisticka regresijska analiza parametara metabolizma Zeljeza, eritropoeze i sustavne upale u predvidanju razvoja kriti¢nog

oblika COVID-19

predvidanje razvoja kriticnog oblika COVID-19

parametar OR 95% CI P
hemoglobin (g/L) 1,01 0,97 - 1,05 0,727
hepcidin (ng/mL) 1,03 1,01 — 1,05 0,004
zeljezo (umol/L) 0,96 0,83 - 1,11 0,578
UIBC (umol/L) 0,92 0,86 — 0,99 0,028
TIBC (umol/L) 0,91 0,85 -0,98 0,013
TSAT (%) 1,01 0,95 -1,08 0,688
feritin (ng/mL) 1,00 1,00 - 1,00 < 0,001
sTfR (mg/L) 0,93 0,16 — 5,50 0,935
RET-He (pg) 1,03 0,80 — 1,33 0,818
RTC (x10%/L) 1,01 0,98 — 1,04 0,536
IRF (%) 1,07 0,97 - 1,18 0,157
EPO (mIU/mL) 1,10 1,04 - 1,16 < 0,001
CRP (mg/L) 1,01 1,00 — 1,03 0,005
IL-6 (pg/mL) 1,02 1,01 - 1,03 0,001
feritin/hepcidin 1,08 1,03 - 1,13 0,001
hepcidin/zeljezo 1,07 1,00 -1,15 0,037
hepcidin/CRP 0,80 0,61 —-1,06 0,117
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predvidanje razvoja Kkriti¢énog oblika COVID-19

parametar OR 95% CI P
hepcidin/IL-6 0,63 0,37 —-1,08 0,094
hepcidin/EPO 0,94 0,83 -1,07 0,340

OR, omjer izgleda; CI, interval pouzdanosti; UIBC, nezasi¢eni kapacitet vezanja Zeljeza; TIBC, ukupni kapacitet vezanja Zeljeza; TSAT,
zasi¢enje transferina; sTfR, topljivi transferinski receptori; RET-He, sadrzaj hemoglobina u retikulocitima; RTC, retikulociti; IRF, frakcija
nezrelih retikulocita; EPO, eritropoetin; CRP, C-reaktivni protein; IL-6, interleukin 6

StatistiCki znac¢ajnim razlikama smatrale su se vrijednosti P < 0,05.
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U multivarijatnu logisticku regresijsku analizu ukljufeni su parametri metabolizma
zeljeza, eritropoeze 1 upale koji su se kao pojedinacni parametri pokazali najboljim
prediktorima bolesti ili su pokazivali najmanji izgled za razvoj kriticnog oblika bolesti u
univarijatnoj logistickoj regresijskoj analizi. Izradeno je viSe modela u koje su ukljuc¢eni TIBC,
EPO, hepcidin i omjer feritin/hepcidin, a najboljim se pokazao model koji je uklju¢ivao EPO i

omjer feritin/hepcidin (tablica 9).
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Table 9. Multiparametarski model analiziran logisticCkom regresijom

predvidanje razvoja kriti¢nog oblika COVID-19

parametar OR 95 % CI P
EPO 1,10 1,04 -1,16 <0,001
feritin/hepcidin 1,08 1,02 -1,14 0,004

Ova analiza ispravno je klasificirala 88 % od ukupnog broja ispitanika,

uz vrijednost AUC-a od 0,838 (0,749 — 0,905).

OR, omjer izgleda; CI, interval pouzdanosti; AUC, povrsina ispod krivulje; EPO, eritropoetin

Statisticki zna¢ajnim razlikama smatrale su se vrijednosti P < 0,05.

75



5. RASPRAVA

Dosadasnja istrazivanja pokazala su da je kona¢na koncentracija hepcidina u perifernoj
krvi rezultat doprinosa razliitth Cimbenika koji reguliraju njegovu ekspresiju. U ovoj
doktorskoj disertaciji ispitivao se utjecaj hipoksije, upale i eritropoeze na koncentraciju
hepcidina i drugih parametara metabolizma Zeljeza kod bolesnika s COVID-19 i zdravih osoba.
Osim pojedinacnih parametara, u disertaciji su se ispitivali omjeri koji su ukljuc¢ivali hepcidin
1 molekule koje su povezane s hepcidinom kako bi se istodobno pratio njihov suodnos i
medusoban utjecaj, ali i omjeri kojima se povezuju i stavljaju u suodnos razli¢iti upalni
parametri kako bi se pokusalo $to bolje razlikovati podskupine bolesnika s COVID-19 koje
imaju razli¢it obrazac klinicke prezentacije (fenotip) 1 ishode bolesti.

Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da je koncentracija hepcidina poviSena kod bolesnika s
COVID-19 u odnosu na zdrave ispitanike. Znacajno viSa koncentracija hepcidina u plazmi
izmjerena je u skupini hipoksi¢nih bolesnika, definiranoj prema SpO; vrijednosti nizoj od
94 %, u odnosu na normoksi¢ne bolesnike s COVID-19 (slika 5). Visa koncentracije hepcidina
u plazmi kod ove skupine ispitanika vjerojatno je posljedica izrazenije sustavne upale koja
djeluje stimuliraju¢e na sintezu hepcidina. U skupini hipoksi¢nih ispitanika izmjerene su
znacajno vise koncentracije upalnih biljega IL-6 i CRP-a u odnosu na normoksicne ispitanike
(slike 91 10). Stimuliraju¢i u¢inak upale kod ovih ispitanika vjerojatno je nadvladao inhibirajuci
ucinak hipoksije na sintezu hepcidina. Medutim, istovremena prisutnost ovih suprotnih signala
rezultirala je slabom ili odsutnom povezano$¢u hepcidina s upalnim biljezima u hipoksicnoj
skupini bolesnika. Naime, u skupini normoksi¢nih bolesnika s COVID-19 nadena je dobra
pozitivha povezanost koncentracije hepcidina s IL-6 (r = 0,65; P < 0,001) i CRP-om (r = 0,64;
P < 0,001) kao parametrima sustavne upale. Medutim, u skupini hipoksi¢nih ispitanika
korelacija hepcidina s CRP-om nije nadena (r = 0,00; P = 0,986), dok je korelacija s IL-6 bila
slaba (r = 0,30; P = 0,039) (tablica 7). Ovi rezultati ukazuju da unato¢ izrazenoj upali porast
koncentracije hepcidina nije bio proporcionalan upali zbog istovremene prisutnosti drugih
signala sa suprotnim uc¢inkom, prvenstveno hipoksije, koji utjeCu na ekspresiju hepcidina i
njegovu koncentraciju u perifernoj krvi.

Takoder, koncentracija hepcidina na prijemu bila je viSa u skupini ispitanika koji su imali teski
1 kriti¢an tijek bolesti u odnosu na bolesnike s blagim i umjerenim tijekom bolesti (slika 11).
Medutim, nije nadena razlika u koncentraciji hepcidina medu skupinama bolesnika koji su
razvili teSki oblik bolesti u odnosu na skupinu koja je razvila kriti¢an oblik bolesti unato¢

statisticki znacajno visoj koncentraciji IL-6 kod kriti¢nih bolesnika (slike 11 i1 15). Iako IL-6
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izravno stimulira ekspresiju hepcidina, niza vrijednost SpO- te visa koncentracija EPO-a (slika
14) mogli bi biti razlogom izostanka razlike u koncentraciji hepcidina medu ovim skupinama
bolesnika s COVID-19.

Kod dijela bolesnika s COVID-19 istovremeno su prisutni upala i hipoksija kao signali sa
suprotnim ucinkom na ekspresiju hepcidina. Tijekom upale i1 infekcije upalni citokini,
prvenstveno IL-6, stimuliraju ekspresiju hepcidina (64). Ovaj mehanizam urodene imunosti
naziva se nutricijskom imunos$¢u i bitan je u uskrac¢ivanju zeljeza patogenim mikroorganizmima
koji takoder trebaju Zeljezo za prezivljavanje, proliferaciju i1 virulenciju (87, 178). S druge
strane, hipoksija djeluje inhibiraju¢e na ekspresiju hepcidina (71). Tijekom hipoksije, smanjena
ekspresija hepcidina povecava dostupnost Zeljeza za eritropoetske potrebe. Ekspresija
hepcidina u tim situacijama posljedica je istovremenog djelovanja razlicitih signala te ne ovisi
samo o nadredenosti signala ve¢ i o njihovoj relativnoj snazi (179).

Kako bi izrazili i normalizirali koncentraciju hepcidina prema intenzitetu upale kod bolesnika
s COVID-19 izracunati su omjeri hepcidin/IL-6 1 hepcidin/CRP (tablice 4 i 6). Omjer
hepcidin/IL-6 bio je znacajno nizi u skupini hipoksi¢nih bolesnika u odnosu na normoksicne
bolesnike s COVID-19, a jednak rezultat dobiven je i za omjer hepcidin/CRP gdje je
koncentracija IL-6 zamijenjena rutinskim upalnim biljegom. Dobivena vrijednost omjera
ukazuje na utjecaj drugih, neupalnih ¢imbenika koji reguliraju koncentraciju hepcidina. Upravo
nizi rezultat ovog omjera u skupini hipoksi¢nih ispitanika upucuje na to da porast koncentracije
hepcidina u skupini hipoksi¢nih ispitanika nije bio proporcionalan upali, vjerojatno zbog
inhibiraju¢eg ucinka istovremeno prisutne hipoksije na ekspresiju hepcidina. Omjer
hepcidin/CRP ve¢ je odredivan u jednom istrazivanju na bolesnicima s COVID-19 (180). S
druge strane, omjer hepcidin/IL-6 nije prethodno koristen u literaturi no izracunat je po uzoru
na omjer hepcidin/CRP upravo zbog ¢injenice da je IL-6 glavni upalni citokin koji izravno
stimulira ekspresiju hepcidina.

U viSe studija nadena je poviSena koncentracija hepcidina u perifernoj krvi kod bolesnika s
COVID-19, uz vise koncentracije kod bolesnika s tezim oblikom bolesti (161, 162, 172).
Medutim, u jednoj studiji kod bolesnika s COVID-19 lijeCenih u JIL-u nadena je niza
koncentracija hepcidina u perifernoj krvi u odnosu na zdrave ispitanike (163). Cinjenica da
razina hepcidina ovisi o prisutnosti raznih fizioloSkih i patofizioloSkih stanja navodi na
zakljucak da je dizajn studija klju¢an ¢imbenik u tumacenju rezultata koncentracije hepcidina
u perifernoj krvi bolesnika s COVID-19. Razlike u vremenu uzorkovanja, trajanju bolesti,
prisutnim komorbiditetima, dobi i spolu ispitanika te stupnju tezine bolesti moguci su izvori

heterogenosti rezultata koncentracije hepcidina medu pojedinim istrazivanjima. U ovoj studiji
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skupine bolesnika s COVID-19 kao 1 kontrolna skupina bile su podudarne po dobi i spolu, §to
je iznimno bitno jer koncentracije hepcidina i drugih parametara metabolizma Zzeljeza ovise o
tim ¢imbenicima. Takoder, kvaliteti ove studije pridonosi i Cinjenica da su primijenjeni vrlo
strogi kriteriji iskljuCivanja ¢ime se nastojao eliminirati utjecaj tih ¢imbenika na rezultate
studije.

U studiji Naia i sur. nadena je pozitivna povezanost hepcidina s koncentracijom CRP-a i feritina
kao upalnih biljega te negativna povezanost s omjerom parcijalnog tlaka kisika u arterijskoj
krvi 1 frakcije kisika u udahnutom zraku (PaO»/Fi0;) kao biljegom respiracijskog zatajenja
(161). Koncentracija hepcidina na prijemu predlozena je kao prediktor smrtonosnog ishoda. U
ovoj studiji takoder je nadena povisena koncentracija hepcidina i CRP-a u cirkulaciji bolesnika
s hipoksemijom (PaO2/FiO2 < 300 mm Hg) u odnosu na normoksemicne ispitanike (PaO2/FiO2
> 300 mm Hg). Medutim, hipoksi¢na skupina ispitanika znac¢ajno se razlikovala po dobi u
odnosu na normoksi¢nu skupinu ispitanika, a uz to, udio muskaraca bio je znacajno visi (161).
U istrazivanju Chakurkara 1 sur. koncentracije hepcidina i feritina te CRP-a bile su viSe kod
bolesnika s teskim oblikom COVID-19 u odnosu na ispitanike s blagim i umjerenim oblikom
bolesti. U ovoj studiji koncentracija hepcidina i feritina pokazala se korisnom u predvidanju
negativnih ishoda bolesti, odnosno koncentracija ovih biljega bila je povezana s bolnickom
smrtnos¢u, potrebom za primjenom mehanic¢ke ventilacije te bubrezne nadomjesne terapije
(172). Takoder, u studiji Zhoua i sur. hepcidin je bio visi kod ispitanika s tesSkim COVID-19 u
usporedbi s bolesnicima koji su imali blagi oblik bolesti te je hepcidin predlozen kao biljeg
tezine bolesti (162). Medutim, u radu nisu navedeni podaci o intenzitetu sustavne upale te
stupnju hipoksije, iako su to ¢imbenici koji znacajno utjecu na koncentraciju hepcidina.

U studiji Yagcia i sur. koncentracija hepcidina je bila niza kod bolesnika s kritiénim oblikom
COVID-19 u odnosu na zdrave ispitanike (163). U istoj studiji kod kriti¢nih bolesnika te onih
bolesnika koji su preminuli izmjerena je i niza koncentracija EPO-a. Nadalje, kriti¢ni bolesnici
su takoder imali znacajno nizu koncentraciju hemoglobina u odnosu na druge ispitivane
skupine. Medutim, nisu navedeni podaci o parametrima upale te stoga nije moguce usporediti
u kojoj mjeri su hipoksija 1 upala mogli doprinijeti ovim rezultatima. Ova studija obuhvatila je
skupinu hospitaliziranih bolesnika kod kojih nije to¢no definirana vremenska tocka u kojoj je
uzorkovanje provedeno te nije bilo poznato vrijeme trajanja bolesti kod ispitanika 1 moguci
utjecaj primijenjenih terapijskih postupaka. Autori ovog istrazivanja objasnili su snizen nalaz
koncentracije hepcidina mogué¢im utjecajem SARS-CoV-2 virusa koji bi zbog strukturne

slicnosti mogao oponasati ucinak hepcidina. Ova pretpostavka temelji se na rezultatima
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istrazivanja strukturnih modela u kojima je uocena slicnost izmedu citoplazmatskog dijela
proteina Siljka SARS-CoV-2-virusa i molekule hepcidina (91).

U multicentri¢noj opazajnoj studiji Maira i sur. koja je obuhvatila hospitalizirane bolesnike s
COVID-19 koncentracija hepcidina, EPO-a i upalnih biljega mjerena je na prijemu i 7 dana
nakon hospitalizacije (181). Nije nadena razlika u koncentraciji hepcidina 1
EPO-a medu skupinama ispitanika podijeljenih prema tezini hipoksije na prijemu (PaO2/FiO:
<150 mm Hg i PaO»/Fi02 > 150 mm Hg) iako su hipoksi¢ni ispitanici imali izrazeniju sustavnu
upalu. Studija Maira i sur. imala je za cilj ispitati prevalenciju anemije u ispitivanoj skupini
bolesnika s COVID-19 te je velik dio ispitanika u ovoj studiji bio anemican §to je sigurno
utjecalo na dobivene rezultate (181). Za razliku od navedene studije, prisutnost anemije bila je
jedan od glavnih kriterija isklju€ivanja ispitanika iz ovog doktorskog rada. Obzirom na
normalnu koncentraciju hemoglobina kod svih ispitanika (tablice 3 1 5) nije nadena povezanost
izmedu koncentracija hemoglobina 1 hepcidina u ispitivanim skupinama. Istovremena
prisutnost anemije moze utjecati na ucinak upale na ekspresiju hepcidina. U prospektivnoj
studiji provedenoj na mladim Zenama poticanje blage akutne upale primjenom trovalentnog
cjepiva protiv gripe te cjepiva protiv difterije, tetanusa i hripavca bilo je praceno jednakim
porastom IL-6 kod ispitanica. Medutim, statistiCki znacajan porast koncentracije hepcidina
zabiljezen je samo u skupini ispitanica kod kojih prethodno nije bila prisutna anemija, dok je
porast hepcidina izostao u skupini ispitanica s anemijom zbog nedostatka Zeljeza. Autori su
zakljucili da su niska koncentracija Zeljeza te eritropoetski ¢imbenici nadvladali utjecaj upale
na ekspresiju hepcidina (182).

Koncentracija EPO-a kod normoksi¢nih bolesnika s COVID-19 nije se razlikovala u odnosu na
zdrave ispitanike, no koncentracija EPO-a bila je znacajno viSa kod hipoksi¢nih bolesnika.
Povisena koncentracija EPO-a u ovoj skupini bolesnika s COVID-19 normalan je fizioloski
odgovor na prisutnu hipoksiju. Medutim, povezanost koncentracije hepcidina s koncentracijom
EPO-a i vrijednosti SaO> nije nadena niti u skupini normoksic¢nih niti u skupini hipoksi¢nih
ispitanika. Izostanak povezanosti u skupini normoksi¢nih ispitanika moZze se objasniti
¢injenicom da je kod ovih ispitanika hipoksija bila odsutna te da su drugi signali imali
dominantnu ulogu u regulaciji koncentracije hepcidina. S druge strane, izostanak povezanosti
u skupini ispitanika sa hipoksijom vjerojatno je posljedica u¢inka upale, prvenstveno povisene
koncentracije IL-6, ¢iji signal je bio znatno izrazeniji u ovoj skupini ispitanika te je nadvladao
ucinak hipoksije. Kako bi normalizirali koncentraciju hepcidina na koncentraciju EPO-a,
izraCunat je omjer hepcidin/EPO. Iako bi zbog ucinka EPO-a na koncentraciju hepcidina

ocekivali nizi omjer u skupini hipoksi¢nih ispitanika, ovaj omjer nije se razlikovao medu
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skupinama normoksi¢nih i1 hipoksi¢nih bolesnika s COVID-19, s§to nadalje ukazuje na utjecaj
upale na koncentraciju hepcidina u ovoj skupini ispitanika. Medutim, niza vrijednost ovog
omjera nadena u skupini ispitanika koji su razvili kritican oblik COVID-19 u odnosu na one
koji su imali teski tijek bolesti govori da je u ovoj skupini ispitanika vjerojatno bio izrazeniji
ucinak hipoksije na koncentraciju hepcidina, odnosno SpO» je bio nizi 1 EPO visi, u prilog cemu
govori i ¢injenica da nije nadena razlika u koncentraciji hepcidina izmedu ove dvije skupine
ispitanika unatoc vi$oj koncentraciji IL-6 nadenoj kod kriti¢nih bolesnika. Ovi rezultati ukazuju
da je mozda 1 intenzitet hipoksije imao ulogu u tome u kojoj mjeri su ovi ¢imbenici utjecali na
koncentraciju hepcidina u perifernoj cirkulaciji.

Pojedina istrazivanja provedena na ljudima pokazala su da hipoksija moze nadvladati signal
upale te izraZenije djelovati na ekspresiju hepcidina (71, 183). Prilikom hipoksije i/ili anemije
dolazi do porasta ekspresije EPO-a, hormona koji stimulira eritropoezu (184, 185). Studije na
zivotinjskim modelima pokazale su da je eritropoeza, a ne razina samog EPO-a, potrebna za
potiskivanje ekspresije hepcidina (186). Eritroferon je hormon kojeg luce eritroidni prekursori
nakon stimulacije eritropoetinom te eritroferon vjerojatno djeluje izravno na ekspresiju
hepcidina kako bi se osigurala dostupnost Zeljeza za eritropoezu (187). Kako koncentracija
eritroferona nije mjerena u ovom doktorskom radu, ne mozemo zakljuciti da li je porast
koncentracije EPO-a bio prac¢en odgovaraju¢im porastom koncentracije eritroferona.

Bolesnici s COVID-19 imali su nizi broj retikulocita u odnosu na zdrave ispitanike te nije bilo
razlike u broju retikulocita medu skupinama normoksic¢nih i1 hipoksi¢nih bolesnika s
COVID-19. Nadena je slaba negativha povezanost broja retikulocita s koncentracijom
hepcidina samo u skupini normoksi¢nih ispitanika s COVID-19. Budu¢i da i hipoksija i upala
utjecu na eritropoezu, eritropoetske promjene se moraju razmatrati u kontekstu utjecaja ovih
antagonistickih signala. S obzirom na visu koncentraciju EPO-a, za oc¢ekivati je bilo da ¢e u
skupini hipoksi¢nih ispitanika broj retikulocita biti visi. Medutim, razlika u broju retikulocita
nije nadena. Izostanak porasta broja retikulocita moZe se objasniti prisutnos¢u izraZenije upale
u ovoj skupini bolesnika koja je mozda uzrokovala rezistenciju na EPO. Utjecaj upale je
vjerojatno razlogom nizeg broja retikulocita u obje skupine bolesnika s COVID-19. Bolesnici
s COVID-19 imali su nize vrijednosti IRF-a u odnosu na zdrave ispitanike. Medutim, vrijednost
IRF-a bila je znacajno viSa u hipoksi¢nih bolesnika u odnosu na normoksi¢ne bolesnike, Sto
upucuje na mogudi stimulacijski u¢inak EPO-a na eritropoezu koja je ve¢ narusena izrazenim
utjecajem upale. Naime, IRF se smatra parametrom koji ukazuje na ubrzanje eritropoeze te
vrijednost ovog parametra raste nekoliko dana prije porasta broja retikulocita kao

kvantitativnog pokazatelja eritropoetske aktivnosti (188). Stoga je u tumacenju rezultata bitna
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vremenska dinamika promjene ovih parametra . Zbog Cinjenice da se u ovoj disertaciji radilo o
presjecnoj studiji ne moze se zakljuciti da li bi daljnjim pracenjem broja retikulocita zaista
uocili i porast apsolutnog broja retikulocita kao odgovora eritropoeze na povisenu koncentraciju
EPO-a.

U ovom doktorskom radu koncentracija Zeljeza i vrijednost TSAT-a bili su znacajno nizi, dok
je koncentracija sTfR-a bila visa kod bolesnika s COVID-19 u odnosu na zdrave ispitanike.
Uzrok tome vjerojatno je utjecaj upale na homeostazu zeljeza. Poticanje ekspresije hepcidina
kod upale vodi ka ulasku i zadrzavanju zeljeza u skladiSnim odjeljcima te smanjenju
koncentracije Zeljeza u izvanstanicnim prostorima s ciljem smanjenja dostupnosti zeljeza
patogenim mikroorganizmima (64, 160). S druge strane, nedostatak zeljeza inhibira ekspresiju
hepcidina (18, 189). Nadena je slaba negativna povezanost koncentracije hepcidina s
koncentracijom Zzeljeza 1 vrijednost TSAT-a kod normoksi¢nih ispitanika, dok je kod
hipoksi¢nih ispitanika korelacija hepcidina s ovim parametrima bila odsutna. Takoder, omjer
hepcidin/zeljezo bio je visi kod bolesnika s COVID-19 u odnosu na zdrave ispitanike, s
najvisim vrijednostima izmjerenim u hipoksi¢nih bolesnika i bolesnika koji su imali teski i
kritican tijek bolesti. Ovi rezultati su oc¢ekivani budu¢i da je u ispitivanim skupinama bila
prisutna upala te je stoga kod ovih ispitanika nemoguce procijeniti doprinos statusa zeljeza na
razinu hepcidina. Niska koncentracija Zeljeza zabiljezena je kod bolesnika s COVID-19 u
raznim studijama, a osobito kod bolesnika s tezim oblikom COVID-19, te je predlozena kao
prediktor za hospitalizaciju i smrtni ishod (168, 170).

Zanimljivo je da nije nadena razlika u koncentraciji zeljeza, vrijednosti TSAT-a i koncentraciji
sTfR-a medu skupinama normoksic¢nih i hipoksi¢nih bolesnika s COVID-19 unato¢ znacajno
viS§im koncentracijama CRP-a i IL-6 kao parametrima koji ukazuju na prisutnost upale. U
skladu s ovim rezultatima su 1 nalazi istrazivanja Naia i sur. kod kojih koncentracija zeljeza
izmjerena na prijemu bolesnika s COVID-19 na bolnicko lijeCenje nije imala znacenje u
predvidanju tijeka bolesti zbog jednako niskih vrijednosti izmjerenih kod svih ispitanika (161).
Takoder, prilikom tumacenja ovih rezultata treba imati na umu cirkadijalni ritam koncentracije
zeljeza koji bi mogao biti razlogom razlike u rezultatima dobivenim u razli¢itim studijama. U
ovom doktorskom radu vrijeme uzorkovanja nije bilo standardizirano jer je uzorkovanje
provodeno odmah po primitku bolesnika na Hitni prijem Klinike za infektologiju, no upravo to
je 1 bio cilj studije kako bi se mjerenje ispitivanih parametara provelo iz uzoraka uzetih prije
uvodenja terapije kisikom i drugih terapijskih postupaka koji bi mogli utjecati na rezultate.
Koncentracija sTfR-a u sustavnoj cirkulaciji ovisi o koli¢ini receptora na stanicama,

prvenstveno eritroidnim prekursorima, §to ukazuje na dostupnost zZeljeza ili o samom broju
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stanica koje nose receptore, $to ukazuje na eritropoetsku aktivnost (190). Budu¢i da je broj
retikulocita, koji je parametar eritropoetske aktivnosti, bio jednako snizen u obje skupine
ispitanika s COVID-19, poviSena koncentracija sTfR-a kod normoksi¢nih i hipoksi¢nih
bolesnika s COVID-19 u odnosu na zdrave ispitanike vjerojatno je pokazatelj funkcionalnog
nedostatka zeljeza za eritropoetske potrebe. U prilog tome govori i ¢injenica da je u obje
skupine bolesnika s COVID-19 izmjerena niza vrijednost RET-He-a u odnosu na zdrave
ispitanike. RET-He predstavlja sadrzaj hemoglobina u retikulocitima te stoga ukazuje na
nedavnu dostupnost zeljeza za eritropoezu (191). Ovi rezultati upucuju da je kod normoksicnih
bolesnika s nizim stupnjem upale ve¢ bila prisutna jednaka promjena u eritropoezi uzrokovana
smanjenom dostupnoscu Zeljeza kao i1 kod hipoksi¢nih ispitanika s izraZzenijom upalom. U
prospektivnoj studiji koja je ukljuc¢ivala mali broj ispitanika izlaganje zdravih dobrovoljaca
eksperimentalno induciranoj infekciji Plasmodium falciparum uzrokovalo je blagi porast
koncentracije IL-6 1 hepcidina. Medutim, ve¢ mali porast IL-6 1 hepcidina u ranoj fazi
eksperimentalno inducirane malarije bio je pra¢en znacajnim promjenama u redistribuciji
zeljeza i o¢itovao se hipoferemijom, porastom koncentracije feritina te naglim padom RET-He-
a (192).

ZnaCajno nize vrijednosti TIBC-a 1 UIBC-a nadene su kod hipoksi¢inih bolesnika s
COVID-19 u odnosu na normoksi¢ne bolesnike i zdrave ispitanike. Takoder, vrijednosti su bile
nize u skupini teskih i kriticnih bolesnika u odnosu na ispitanike s blagim i umjerenim tijekom
bolesti 1 zdrave ispitanike. U skladu s tim su i1 rezultati univarijatne logisticke regresije koji su
pokazali da TIBC i UIBC imaju negativnu predikcijsku vrijednost za predvidanje kriti¢nog
oblika bolesti. TIBC je neizravan pokazatelj koncentracije transferina. Stoga se niske
vrijednosti u skupinama bolesnika s najizraZzenijom sustavnom upalom mogu objasniti
inhibicijom sinteze ovog proteina djelovanjem upale. Rezultati ovog istrazivanja u skladu su s
rezultatima prethodnih studija. U istrazivanju na hospitaliziranim bolesnicima s COVID-19
nadene su nize koncentracije transferina i Zeljeza te viSe koncentracije IL-6, CRP-a i feritina
kod bolesnika s teskim oblikom bolesti u odnosu na one s blagom boles¢u. Takoder, transferin
se pokazao negativnim prediktorom tezine i napretka bolesti (193). U studiji Hippchena 1 sur.
koncentracija transferina bila je niza kod bolesnika s kriticnim oblikom u odnosu na bolesnike
s blazim oblikom COVID-19 koji nisu zahtijevali bolnicko lijecenje (168). U studiji Maira i
sur. niza koncentracija TIBC-a nadena je kod bolesnika koji su preminuli u odnosu na prezivjele
te kod bolesnika koji su zahtijevali intubaciju u odnosu na bolesnike kod kojih nije bilo potrebe

za intubacijom (181). U studiji Chakurkara i sur. koncentracija TIBC-a na prijemu bila je niza
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kod bolesnika s negativnim ishodom bolesti (smrt, potreba za mehanickom ventilacijom te
potreba za bubreznom nadomjesnom terapijom) (172).

PoviSena koncentracija feritina nadena je kod svih bolesnika s COVID-19 u odnosu na zdrave
ispitanike. Koncentracija feritina bila je znacajno visa kod hipoksi¢nih bolesnika s COVID-19
u odnosu na normoksi¢ne bolesnike. Takoder, koncentracija feritina bila je visa na prijemu kod
bolesnika koji su razvili teski i kritican oblik bolesti u odnosu na bolesnike s COVID-19 koji
su imali blagi i umjereni tijek bolesti. PoviSena koncentracija feritina kod bolesnika s
COVID-19 potvrdena je u brojnim studijama (162, 163, 194). Koncentracija feritina smatra se
ne samo biljegom bolesti ve¢ 1 prognostickim parametrom u predvidanju tezine bolesti kod
COVID-19 (172). Koncentracija feritina u ovom istraZivanju pozitivno je korelirala s
koncentracijom hepcidina, kao $to je ve¢ uoceno u prethodim istrazivanjima (161, 180).
Korelacija koncentracije hepcidina s koncentracijom feritina bila je prisutna i u normoksicnih
(r=0,57; P<0,001) i u hipoksi¢nih bolesnika (r = 0,39; P = 0,006). Povezanost koncentracije
hepcidina i feritina moze se objasniti ¢injenicom da njihova sinteza ne ovisi samo o statusu
zeljeza u organizmu ve¢ je takoder stimulirana upalom (160, 195). Sinteza feritina raste uslijed
nakupljanja Zeljeza u unutarstani¢nim prostorima pod utjecaje hepcidina. Nadalje, upalni
citokini takoder stimuliraju sintezu feritina (33). Kako bi istrazili odnos feritina 1 hepcidina u
razli¢itim skupinama bolesnika s COVID-19, izracunat je omjer feritin/hepcidin. Ovaj omjer
bio je znacajno visi u skupini hipoksi¢nih bolesnika s izraZzenijom upalom u odnosu na
normoksi¢ne bolesnike. Takoder, znacajno visa vrijednost omjera feritin/hepcidin nadena je u
skupini bolesnika s teSkim 1 kriticnim tijekom COVID-19 u odnosu na ispitanike s blagim i
umjerenim tijekom bolesti. Promjene u odnosu koncentracije feritina i hepcidinina kod ovih
bolesnika vjerojatno su odraz ne samo regulacije ovih proteina statusom Zeljeza ve¢ i prisutnosti
upale kod bolesnika s COVID-19 (196).

Premda je feritin protein koji sluzi kao skladi$ni oblik Zeljeza Stiteci stanicu od potencijalnog
toksi¢nog ucinka reaktivnog Zeljeza, hiperferitinemija se povezuje s feroptozom. Feroptoza je
oblik stani¢ne smrti ovisan o zeljezu i karakteriziran lipidnom peroksidacijom. Ovaj oblik
stani¢ne smrti povezuje se s patogenezom brojnih degeneracijskih, ishemijskih te malignih
bolesti (197, 198). Neki autori smatraju kako bi feroptoza mogla biti povezana s razvojem
komplikacija 1 oSte¢enjem organa kod bolesnika s COVID-19 (166, 199). Feritin bi mogao
djelovati protekcijski na stanice na nacin da veze Zeljezo i da ih §titi od feroptoze. Medutim,
feritin bi takoder mogao biti i izvor slobodnog Zeljeza oslobodenog u procesu feritinofagije
(200). Nije poznato da li je koncentracija feritina samo odraz tezine bolesti ili feritin igra

aktivnu ulogu u patogenezi COVID-19. Medutim, pored istrazivanja koja ukazuju na
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prognosticku ulogu feritina u akutnom COVID-19, istrazivanje Sonnwebera 1 sur. pokazalo je
da je koncentracija feritina kod bolesnika koji su imali kriti¢an oblik COVID-19 poviSena i
nakon dva mjeseca te je koncentracija feritina bila povezana s dugotrajnim patoloskim
promjenama pluca i smanjenom tolerancijom napora (171).

U ovom je doktorskom radu ispitana predikcijska vrijednost parametara metabolizma Zeljeza,
upale 1 eritropoeze u predvidanju razvoja kriticnog oblika COVID-19 kao najtezeg oblika
bolesti. Rezultati univarijatne logisticke regresijske analize ukazali su na poviSen omjer izgleda
(OR > 1) za razvoj kriticnog oblika COVID-19 za hepcidin, EPO, CRP, IL-6 te omjere
feritin/hepcidin 1 hepcidin/zeljezo, §to upucuje da porast koncentracije ovih parametara
povecava izgled za razvoj kriticnog oblika bolesti. S druge strane, snizen omjer izgleda
(OR < 1) za razvoj kriti¢nog oblika COVID-19 naden je za UIBC i TIBC.

Primjenom multiparametarske logisticke regresijske analize dobiven je model koji je ukljucivao
kombinaciju EPO-a i omjer feritin/hepcidin kao parametre koji su se u univarijatnoj regresijskoj
analizi pokazali kao najbolji prediktori bolesti. Dobiveni model imao je vrijednost AUC-a 0,838
(0,749 — 0,906) s 88 % ispravno klasificiranih slucajeva. Primjena ovog modela na prijemu
bolesnika mogla bi biti vazna za predvidanje tijeka bolesti, odnosno za predvidanje razvoja
kriticnog oblika COVID-19.

Promjene hematoloskih parametara kod COVID-19 takoder imaju dijagnosti¢ku i prognosticku
vrijednost (120). U ovom istrazivanju naden je nizi ukupan broj leukocita kod normoksi¢nih
bolesnika s COVID-19 u odnosu na hipoksi¢ne bolesnike i zdrave ispitanike te je nizi ukupan
broj leukocita naden kod bolesnika s blagim 1 umjerenim tijekom bolesti u odnosu na bolesnike
koji su razvili teski i kriti¢an oblik COVID-19 i zdrave ispitanike. Uzrok ove razlike u
apsolutnom boju leukocita medu skupinama bolesnika s COVID-19 je prisutnost neutrofilije 1
izrazenije limfopenije kod bolesnika s tezim oblikom bolesti. Kao i u drugim studijama, broj
eozinofila je bio nizi te gotovo nemjerljiv kod bolesnika s COVID-19. Apsolutni broj monocita
takoder je bio nizi kod bolesnika s COVID-19 u odnosu na zdrave ispitanike.

PoviSen broj neutrofilnih granulocita smatra se pokazateljem tezine bolesti, teskih respiracijskih
simptoma te loSeg ishoda kod COVID-19 (115, 201). Snizen broj limfocita naden je kod
bolesnika s COVID-19 u brojnim studijama te se apsolutni broj limfocita smatra prediktorom
tezine bolesti (118, 119, 202). SniZen broj eozinofila prisutan je kod vecine bolesnika s COVID-
19 te dolazi do porasta broja eozinofila prema normalnim vrijednostima s oporavkom od bolesti
(122). Iako ve¢ina studija navodi normalan ili povisen broj monocita kod bolesnika s COVID-
19, u pojedinim studijama naden je snizen broj monocita u perifernoj cirkulaciji koji je bio nizi

kod onih bolesnika s COVID-19 koji su preminuli (203).
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Osim omjera s hepcidinom koji su, uz sam hepcidin, u srediStu ovog doktorskog rada, a
pripomazu u boljem istodobnom povezivanju i sagledavanju parametara koji su u medusobnom
odnosu (parametri metabolizma Zeljeza, eritropoetske aktivnosti i upale), u disertaciji su ispitani
1 razli¢iti upalni omjeri koji se sve viSe koriste ne samo u znanstvenim istrazivanjima ve¢ i u
klinicke svrhe u smislu boljeg prepoznavanja tezine bolesti i nezeljenih ishoda bolesti, osobito
kod infekcijskih i/ili upalnih bolesti.

U ovom se radu MLR nije razlikovao medu hipoksi¢nim i normoksi¢nim bolesnicima s
COVID-19, ali je u tim skupinama bio visi u odnosu na zdrave ispitanike. S druge strane, NMR
1 CRP/IL-6 su kod hipoksi¢nih bolesnika bili vis$i 1 u odnosu na normoksi¢ne bolesnike i u
odnosu na zdrave osobe, ali nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu zdravih i normoksi¢nih
skupina. Kod svih ostali upalnih omjera vrijednosti su bile znacajno viSe kod hipoksi¢nih
bolesnika u odnosu na normoksi¢ne i zdrave, ali su i1 vrijednosti kod normoksi¢nih bolesnika
bile znaCajno viSe u odnosu na zdrave ispitanike. S druge strane, kada su bolesnici
prospektivnim praéenjem podijeljeni u skupine prema tezini bolesti (prema smjernicama
SZ0-a), vrijednosti za MLR i1 CRP/IL-6 su bile najviSe u skupini bolesnika s teskim oblikom
COVID-19, dok su vrijednosti za NLR, NMR, CRP/neutrofilni granulociti, CRP/limfociti i
CRP/monociti bile najvise 1 medusobno slicne kod teskih 1 kod kriticnih bolesnika s
COVID-19. Samo su kod omjera IL-6 s leukocitnim podskupinama (IL-6/neutrofilni
granulociti, IL-6/ limfociti 1 IL-6/monociti) vrijednosti bile statisticki znacajno vise kod
bolesnika s kriticnim oblikom COVID-19 u odnosu na ostale skupine bolesnika.

Omjer koji ve¢ pomalo postaje ,,zlatni standard pri klinickoj procjeni bolesnika u brojnim
razli¢itim stanjima i bolestima je NLR. Sli¢no kao i u ovom doktorskom radu, drugi su autori
pokazali da je NLR visi u bolesnika s COVID-19 u odnosu na zdrave ispitanike (204) te da
pokazuje povezanost s tezinom bolesti 1 da su njegove vrijednosti vise kod bolesnika s tezim
oblikom COVID-19 (205 —207). NLR se pokazao i kao dobar prediktor smrtnog ishoda bolesti
(207-211) te potrebe za mehanickom ventilacijom (211). Obzirom da je od ukupno 96
bolesnika s COVID-19 koji su ukljuceni u ovo istrazivanje samo njih 6 umrlo, zbog malog broja
umrlih (Sto je zasigurno posljedica pazljivog probiranja ispitanika zbog vrlo strogih kriterija
isklju¢ivanja) nije se mogla ispitati povezanost pojedinacnih parametara i omjera sa smrtnoscu,
ali je, osim za hepcidin, §to je prikazano u poglavlju Rezultati, istrazena i povezanost upalnih
omjera s viemenom hospitalizacije i s potrebom za mehani¢kom ventilacijom. Obzirom da su
svi bolesnici koji su razvili kritican oblik COVID-19 imali potrebu za mehanickom
ventilacijom, ta dva ishoda se u ovom doktorskom radu preklapaju. Sto se tice NLR-a, opaZeno

je, sli¢no kao kod istrazivanja Ullaha i sur. (211), da je ovaj omjer dobar prediktor potrebe za
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mehani¢kom ventilacijom, ali istovremeno 1 prediktor rizika za razvoj kritiénog oblika bolesti
(OR 1,15; 95 % CI 1,06 — 1,26; P = 0,002).

U odnosu na NLR, omjeri NMR i MLR ili njegova inacica omjer limfocita i monocita (LMR,
engl. lymphocyte to monocyte ratio) do sada su manje koriSteni pri obradi bolesnika s
COVID-19. Pokazalo se da je NMR visi u bolesnika koji su zaprimljeni u JIL nego u onih koji
su hospitalizirani tj. zaprimljeni na nekom drugom bolnickom odjelu (212). Sli¢no kao NLR, u
ovoj se disertaciji i NMR pokazao kao prediktor potrebe za mehanickom ventilacijom,
a yjedno 1 prediktor rizika za razvoj kriti€nog oblika bolesti (OR 1,08; 95 % CI 1,02 - 1,13; P
=0,006). MLR je, kao i u ovom doktorskom radu, bio visi u bolesnika s COVID-19 u odnosu
na zdrave ispitanike (213), odnosno LMR je bio viSi u zdravih u odnosu na one inficirane
SARS-CoV-2 virusom (204). Uz to, vrijednosti za MLR, takoder kao i u ovom doktorskom
radu, bile su vise u bolesnika s teSkim u odnosu na bolesnike s blagim i umjerenim oblikom
COVID-19 (206). Osim povezanosti s tezinom bolesti, pokazalo se da je LMR dobar prediktor
smrtnog ishoda bolesti (207).

Iako je CRP/IL-6 koristen kod razli¢itih bolesti, samo je jedan znanstveni ¢lanak objavljen s
ovim omjerom kod bolesnika s COVID-19. U tom istrazivanju su bolesnici podijeljeni u Cetiri
skupine prema tezini bolesti koriste¢i pritom modificiran na¢in bodovanja ranih upozoravajucih
simptoma (MEWS, engl. modified early warning score), poput respiracijske stope (udisaji u
minuti), sréane stope (otkucaji u minuti), sistoliCkog krvnog tlaka, volumena mokrace
izlucenog po satu po kilogramu tjelesne mase, tjelesne temperature i neuroloSkih simptoma.
Pokazalo se da bolesnici u posljednjoj (Cetvrtoj) skupini imaju najnizu vrijednost ovog omjera
(214).

Omyjeri CRP-a i IL-6 s limfocitima Cesto se koriste. S druge strane, samo je po jedan znanstveni
¢lanak objavljen s omjerima CRP/neutrofilni granulociti i CRP/monociti, dok omjeri
IL-6/neutrofilni granulociti 1 IL-6/monociti nisu do sada primijenjeni kod bolesnika s
COVID-19.

Kao i u ovom doktorskom radu, vrijednost za CRP/neutrofilni granulociti je bila poviSena u
bolesnika s COVID-19 u odnosu na zdrave ispitanike (213). Omjer CRP/monociti je usporeden
izmedu bolesnika koji su imali B.1.1.7 SARS-CoV-2 varijantu i ostalih bolesnika koji su bili
inficirani SARS-CoV-2 virusom te je bila niza kod onih s B.1.1.7 varijantom (215). U ovoj
disertaciji omjeri CRP/monociti (OR 1,00; 95 % CI 1,00 — 1,01; P=0,003) i CRP/limfociti (OR
1,01; 95 % CI 1,00 — 1,01; P = 0,007) pokazali su se kao pozitivni prediktori, iako slabi, za

razvoj kritiénog oblika COVID-19 1 potrebe za mehanickom ventilacijom.
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U nekim su istrazivanjima primijenjeni omjeri CRP/limfociti 1 IL-6 limfociti, a u nekima
njihove inacice limfociti/CRP i limfociti/IL-6. Kao i u ovom doktorskom radu, vrijednost za
CRP/limfociti je bila visa u bolesnika s COVID-19 u odnosu na zdrave ispitanike (204,213), a
bila je visa i u bolesnika koji su zaprimljeni u JIL nego u onih koji su hospitalizirani t;.
zaprimljeni na nekom drugom bolnickom odjelu (216). Pokazalo se da je limfociti/CRP
povezan s tezinom bolesti (217, 218), Sto potvrduju 1 naSi rezultati
(za CRP/limfociti), te da je CRP/limfociti neovisan prognosticki ¢imbenik u identificiranju
bolesnika s kriticnim oblikom COVID-19 (204). Uz to, utvrdeno je da su omjeri CRP/limfociti
ili limfociti/CRP povezani sa smrtnos¢u (209, 211, 218, 219). S druge strane, vrijednosti za IL-
6/limfociti bile su viSe u skupini bolesnika inficiranth SARS-CoV-2 virusom koji su razvili
pneumoniju i kod kojih je prisutno pogorsanje klinickih simptoma u odnosu na one kod kojih
nije doslo do pogorsanja (220). te u skupini bolesnika inficiranih SARS-CoV-2 virusom koji su
razvili pneumoniju i koji su umrli tijekom boravka u bolnici i/ili su zahtijevali orotrahealnu
intubaciju u odnosu na one koji su prezivjeli i/ili nisu zahtijevali orotrahealnu intubaciju (221).
Pokazalo se da je limfociti/IL-6 povezan s tezinom bolesti (218), Sto potvrduju i nasi rezultati
220 —222).

U ovom doktorskom radu omjeri IL-6/limfociti (r = 0,40; P = 0,003) i IL-6/monociti (r = 0,36;
P = 0,008) pokazali su slabu povezanost s trajanjem hospitalizacije, dok su se svi omjeri IL-6
sa stanicama leukocitne loze pokazali kao pozitivni prediktori potrebe za mehanickom
ventilacijom 1 za razvoj kriticnog oblika bolesti (OR 1,08; 95 % CI 1,02 — 1,14; P = 0,005 za
IL-6/neutrofilni granulociti, OR 1,01; 95 % CI 1,00 — 1,02; P = 0,004 za IL-6/limfociti, OR
1,00; 95 % CI 1,00 — 1,01; P = 0,006 za IL-6/monociti).

Razumijevanje regulacije metabolizma zeljeza kod bolesnika s COVID-19 iznimno je vazno.
Iako nije u potpunosti jasno da li su promjene u metabolizmu Zeljeza zabiljeZene kod bolesnika
s COVID-19 samo posljedica patoloskih zbivanja ili imaju aktivnu ulogu u patogenezi bolesti,
istrazivanja povezuju ove promjene s loSijom prognozom bolesti (129). Promjene u
metabolizmu Zeljeza koje se javljaju uslijed upalnih zbivanja uzrokuju redistribuciju zeljeza u
stani¢ne odjeljke i razvoj funkcionalnog nedostatka zeljeza, Sto u konacnici vodi ka razvoju
anemije upale (223). U studiji Bellman-Weilera i sur. funkcionalni deficit zeljeza zabiljezen je
kod 80 % ispitanika s COVID-19 te je bio povezan s trajanjem hospitalizacije. Gotovo Cetvrtina
bolesnika bila je anemicna ve¢ na prijemu, glavnom s prisutnom anemijom upale, te se
prisutnost anemije pokazala prediktorom smrtnog ishoda (224). Anemija remeti opskrbu tkiva

kisikom kod bolesnika s ve¢ oslabjelom plu¢nom funkcijom, Sto predstavlja dodatni teret
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bolesti. Nadalje, prisutnost Zeljeza takoder je nuzna za normalno funkcioniranje imunosnog
sustava. [ako je ulazak i zadrzavanje Zeljeza u skladi$nim odjeljcima vazan mehanizam urodene
imunosti, promjene u metabolizmu Zeljeza mogu se odraziti na u¢inkovitost reakcije imunosnog
sustava. Primjerice, nedostatak zeljeza moze biti uzrokom neodgovaraju¢eg adaptacijskog
imunosnog odgovora jer je zeljezo nuzno za normalnu funkciju 1 proliferaciju limfocita. Uz to,
kod bolesnika sa snizenom koncentracijom Zeljeza zabiljeZen je slabiji odgovor na cjepiva
(176).

Poznato je da status zeljeza utjeCe na tijek virusnih bolesti. lako virusima zeljezo nije nuzno za
prezivljavanje, prisutnost zeljeza u stanicama domacina neophodna je za virusnu replikaciju.
Razli¢iti virusi razvili su mehanizme kojima osiguravaju dostupnost Zeljeza u stanicama
domacina za vlastite potrebe i ti mehanizmi specifi¢ni su za pojedine patogene mikroorganizme.
Povecana dostupnost zeljeza povezuje se s pove¢anom proliferacijom virusnih Cestica te loSijim
ishodom bolesti kod bolesnika s odredenim virusnim bolestima (88, 89).

Ove cCinjenice upucuju na to da je kod infekcijskih bolesti homeostaza zeljeza jako bitna.
Zeljezo je nuzno za normalno funkcioniranje i patogenim mikroorganizmima i domaéinu te
konac¢an ishod reakcije imunosnog sustava moze ovisiti o dostupnosti zeljeza. Takoder,
promjene u metabolizmu zeljeza mogu doprinijeti oSte¢enju tkiva i organa (172).

Stoga su istrazivanja ¢imbenika koji reguliraju razinu hepcidina kod infekcijskih bolesti vazna
upravo radi boljeg razumijevanja metabolizma Zeljeza te potencijalnog razvoja terapijskih

intervencija u buducnosti.

ZavrS$na razmatranja

Ovaj doktorski rad predstavlja prvo istrazivanje u kojem su istodobno prouceni ucinci upale i
hipoksije u bolesnika s COVID-19 koji nisu imali anemiju te su odabrani na temelju vrlo strogih
kriterija iskljucivanja kako bi se otklonili komorbiditeti i stanja koja bi mogla utjecati na
koncentraciju hepcidina 1 drugih parametara metabolizma Zeljeza. Takoder, omjeri
hepcidin/zeljezo 1 hepcidin/EPO do sada su se koristili kod istrazivanja nekih drugih bolesti, ali
su ovdje prvi put primijenjeni kod bolesnika s COVID-19. Uveden je 1 u potpunosti novi omjer
hepcidin/IL-6 kako bi se mogla istodobno pratiti koncentracija hepcidina normalizirana na
razinu upale te je usporeden s omjerom hepcidin/CRP koji je ve¢ koriSten u nekoliko
istrazivanja. Uz to, po prvi put su kod bolesnika s COVID-19 koriSteni upalni omjeri

IL-6/neutrofilni granulociti i IL-6/monociti, a koriSteni su 1 brojni drugi upalni omjeri koji su u
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pojedinim istrazivanjima vec¢ ispitani na bolesnicima s COVID-19. Primjena omjera dobiva sve
vecée znacenje i u dijagnostici i u pravodobnom prepoznavanju tezine bolesti i njenih ishoda.

Istrazivanje je pokazalo da hipoksi¢ni signal u odabranoj skupini ispitanika nije dovoljno
snazan da nadvlada stimuliraju¢i ucinak upale na ekspresiju hepcidina. Rezultati ovog
doktorskog rada pridonose boljem poznavanju kompleksnih odnosa izmedu hepcidina 1 drugih
parametara metabolizma Zeljeza te hipoksije, upale 1 eritropoeze, no izazov je za buduénost
primijeniti dobivene rezultate za potencijalne nove dijagnosticke, prognosticke 1/ili terapijske
svrhe ne samo kod infekcije SARS-CoV-2 virusom vec 1 u razli¢itim drugim infekcijskim i
upalnim stanjima i bolestima. Odredivanjem hepcidina 1 primjenom omjera s hepcidinom i
upalnih omjera u klini¢koj praksi mogli bi se utvrditi odredeni funkcionalni ili patobioloski
mehanizmi bolesti, tzv. endotipovi, a time bi se mogli na vrijeme primijeniti specifi¢ni

individualizirani terapijski pristupi koji bi sprijecili ili makar umanjili nezeljene ishode bolesti.
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6. ZAKLJUCCI

Rezultati ovog istrazivanja ukazuju na sljedece:

Koncentracija hepcidina u plazmi poviSena je kod bolesnika s COVID-19 u odnosu na
zdrave ispitanike. Povezanost koncentracije hepcidina 1 IL-6 kao glavnog upalnog
¢imbenika koji regulira sintezu hepcidina prisutna je samo kod bolesnika s COVID-19
kod kojih je odsutna hipoksija. Kod bolesnika kod kojih je uz sustavnu upalu prisutna i

hipoksija, koncentracija hepcidina u plazmi nije poveza na s koncentracijom IL-6.

Ovim istrazivanjem nije dokazana povezanost koncentracije hepcidina sa SpO; kao
pokazateljem hipoksije Sto ukazuje da je upalni signal imao vec¢i utjecaj na koncentraciju
hepcidina u odnosu na negativni signal hipoksije. Visa koncentracija hepcidina u skupini

hipoksi¢nih ispitanika u odnosu na normoksicne ispitanike potkrepljuje ovaj zakljucak.

Vrijednosti omjera hepcidin/IL-6 i hepcidin/CRP bile su znacajno nize u skupini
hipoksi¢nih bolesnika u odnosu na normoksi¢ne bolesnike s COVID-19. Nizi rezultati
ovih omjera u skupini hipoksi¢nih ispitanika upucuju na to da porast koncentracije
hepcidina u skupini hipoksic¢nih ispitanika nije bio proporcionalan upali, vjerojatno

zbog inhibiraju¢eg ucinka istovremeno prisutne hipoksije na ekspresiju hepcidina.

Koncentracija EPO nije se razlikovala kod normoksi¢nih bolesnika s COVID-19 i
zdravih ispitanika no bila je znacajno visa kod bolesnika s COVID-19 kod kojih je bila
prisutna hipoksija, Sto ukazuje na normalan fizioloSki odgovor uslijed prisutnosti

hipoksije.

U svim skupinama ispitanika dokazana je povezanost koncentracije hepcidina s
koncentracijom feritina, S§to je posljedica regulacije ovih parametara istim

mehanizmima, odnosno upalom i statusom Zeljeza.
Ispitanici s COVID-19 imali su nize koncentracije Zeljeza, UIBC-a, TIBC-a, RET-He-a

1 manju vrijednost TSAT-a te viSu koncentraciju sTfR-a u odnosu na zdrave ispitanike.

Koncentracije zeljeza i RET-He-a te vrijednost TSAT-a nisu se razlikovala medu
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skupinama bolesnika s COVID-19 unato¢ razli¢itom intenzitetu upale i tezini bolesti,

Sto ukazuje da ve¢ blaga upala uzrokuje promjene u homeostazi zeljeza.

U svim skupinama bolesnika s COVID-19 naden je snizen apsolutni broj retikulocita u
odnosu na zdrave ispitanike, Sto ukazuje na potiskivanje eritropoeze uslijed upalnog
procesa. Broj retikulocita nije se razlikovao medu skupinama COVID-19 ispitanika
unato¢ razli¢itom intenzitetu upale. Razlog bi mogla biti istovremena prisutnost upale i

hipoksije kao ¢imbenika sa suprotnim uc¢inkom na eritropoezu.

Kod bolesnika s COVID-19 naden je poviSen apsolutni broj neutrofilnih granulocita te
nizi apsolutni broj limfocita, monocita i eozinofila u odnosu na zdrave ispitanike $to

ukazuje na imunosna zbivanja kod ove skupine bolesnika.

Vrijednosti omjera CRP-a s leukocitnim podskupinama (CRP/neutrofilni granulociti,
CRP/limfociti, CRP/monociti), NLR 1 NMR bile su najviSe i medusobno slicne kod
bolesnika koji su imali teski i1 kriticni tijek bolesti. Omjeri IL-6 s leukocitinim
podskupinama (IL-6/neutrofilni granulociti, IL-6/limfociti, IL-6/monociti) bili su
statisti¢ki znacajno visi u skupini ispitanika koja je imala kriti¢ni tijek bolesti u odnosu
na ostale skupne bolesnika §to upucuje da bi ovi omjeri mogli biti korisni u predvidanju

tijeka 1 tezine bolesti.
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COVID-19
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DyctB
DIK

ECLIA

EDTA

eGFR

analiza varijance (engl. analysis of variance)
enzim 2 koji kida angiotenzin (engl. angiotensin-converting enzyme 2)
alanin-aminotransferaza

sindrom akutnog respiracijskog ditresa (engl. acute respiratory distress
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aspartat-aminotransferaza

povrsina ispod krivulje (engl. area under the curve)

kostani morfogenenski protein (engl. bone morphogenic protein)
element koji odgovara na BMP (engl. BMP responsive element)
diferencijacijski biljezi CD (engl. cluster of differentiation)
interval pouzdanosti (engl. confidence interval)

pseci parvovirus (engl. canine parvovirus)

C-reaktivni protein

koronavirusna bolest (engl. coronavirus disease)

prijenosnika 1 dvovalentnih metala (engl. divalent metal transporter I)
deoksiribonukleinska kiselina

duodenalni citokrom B

diseminirana intravaskularna koagulacija

elektrokemiluminiscentna imunokemijska analiza (engl.

electrochemiluminescence immunoassay)
etilendiamintetraoctena kiselina

procijenjena brzina gomerularne filtracije (engl. estimated glomerular

filtration rate)
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EPO

ERFE

Fe

FiO2

FNP

GDF 15

G-CSF

HBV

HCMV

HCP1

HCV

HFE

HFNO

HIF

HIF2a

HIV

HJV

HO-1

HRE

hsTnl

IL

enzimski povezan imunosorpcijski test (engl. enzyme linked immunosorbent

assay)
eritropoetin
eritroferon
zeljezo

frakcija kisika u udahnutom zraku (engl. fraction of inspiratory oxygen

concentration)
virus macje panleukopenije (engl. feline panleukopenia virus)
faktor rasta i1 diferencijacije 15 (engl. growth differentiation factor 15)

faktor koji stimulira granulocitne kolonije (engl. granulocyte-colony

stimulating factor)

virus hepatitisa B

humani citomegalovirus (engl. human cytomegalovirus)

protein 1 koji prenosi hem (engl. heme-carrier protein 1)

virus hepatitisa C

protein nasljedne hemokromatoze (engl. hereditary hemochromatosis protein)
nosna kanila visokog protoka (engl. high flow nasal oxigen)

faktor induciran hipoksijom (engl. hypoxia inducible factor)

faktor 2 alpha induciran hipoksijom (engl. hypoxia inducible factor 2 alpha).
virus humane imunodeficijencije (engl. human immunoeficiency virus)
hemojuvelin

oksigenaza 1 hema

element koji odgovara na stanje hipoksije (engl. hypoxia-responsive element)
troponin visoke osjetljivosti I (engl. high sensitivity troponin I)

interleukin
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IFN-y

IP-10

IRF
IRE
IRP
JAK
JIL
KBC
KKS

LEAP

LDH

NET
NF-xB

NK stanice
NLR
NMR

NTBI

MERS

MERS-CoV

MCP1

MIP1A

interferon vy

protein 10 kojeg inducira interferon gamma (engl. interferon-gamma inducible

protein 10)

udio nezrelih retikulocita (engl. immature reticulocyte fraction)

element koji odgovara na zeljezo (engl. iron-responsive element)

protein koji odgovara na zeljezo (engl. iron-responsive protein)

Janus kinaza

jedinica intenzivnog lijecenja

klinicki bolnicki centar

kompletna krvna slika

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

laktat-dehidrogenaza

neutrofilna izvanstani¢na zamka (engl. neutrophil extracellular trap)
nuklearni faktor kappa B (engl. nuclear factor kappa B)

prirodnoubilacke stanice (engl. natural killer cells)

omjer neutrofilnih granulocita 1 limfocita (engl. neutrophil to lymphocyte ratio)
omjer neutrofilnih granulocita i monocita (engl. neutrophil to monocyte ratio)

frakcija zeljeza koja nije vezana za transferin (engl. non-transferin binding

iron)
bliskoisto¢ni respiracijski sindrom (engl. Middle East respiratory syndrome)

koronavirusa povezanog s bliskoisto¢nim respiracijskim sindromom (engl.

Middle East respiratory syndrome coronavirus)
monocitni kemotakti¢ni protein 1 (engl. monocyte chemotactic protein 1)

upalni protein makrofaga 1 alpha (engl. macrophage inflammatory protein 1

alpha)
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MLR
mRNA
OR

PaO:

PCT
PRR

PDGF-BB

RET-He

RES
RTC
RTG

RT-PCR

sHJV
SpO2

SARS CoV-2

STAT

SMAD
S70
sTfR

TfR1

omjer monocita 1 limfocita (engl. monocyte to lymphocyte ratio)
glasnicka ribonukleinska kiselina (engl. messenger ribonucleid acid)
omjer izgleda (engl. odds ratio)

parcijalni tlak kisika u arterijskoj krvi (engl. partial pressure of oxygen in

arterial blood)

prokalcitonin

receptori za molekularne obrasce (engl. pattern recognition receptors)
trombocitni faktor rasta BB (engl. platelet derived growth factor BB)
koeficijent korelacije

sadrzaj hemoglobina u retikulocitima (engl. reticulocyte haemoglobin

equivalent)
retikuloendotelni sustav
retikulociti
radiografska snimka

lan¢ana reakcija polimerazom nakon obrnutog prepisivanja (engl. reverse

transcription polymerase chain reaction)
topljivi oblik hemojuvelina (engl. solubile hemojuvelin)
zasi¢enje hemoglobina kisikom

koronavirus 2 povezan s teskim akutnim respiracijskim sindromom (engl.

severe acute respiratory syndrome coronavirus)

prenositelj signala i aktivator transkripcije (engl. signal transducer and

activator of transcription)

engl. sons of mothers against decapentaplegic
Svjetska zdravstvena organizacija

topljivi transferinski receptori

tip 1 transferinskog receptora
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TfR2 tip 2 transferinskog receptora
TGF-p transformirajuci faktor rasta beta (engl. transforming growth factor beta)
TIBC ukupni kapacitet vezanja zeljeza (engl. total iron binding capacity)

TMPRSS transmembranska serinska proteaza (engl. transmembrane serine protease)

TNF-a, faktor tumorske nekroze alpha (engl. tumor necrosis factor alpha)

TSAT zasic¢enje transferina

UIBC nezasiceni kapacitet vezanja Zeljeza (engl. unsaturated iron binding capacity)

3'-UTR netranslatirajuca regija na 3' kraju (engl. 3’ untranslated region)

5'-UTR netranslatirajuca regija na 5' kraju (engl. 5’ untranslated region)

TWSG1 homolog 1 proteina izokrenute gastrulacije (engl. twisted gastrulination
protein 1)
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Abstract: Background/Objectives: This study aimed to explore the influence of hypoxia, inflamma-
tion, and erythropoiesis on hepcidin and other iron status parameters in non-anaemic COVID-19 pa-
tients admitted to the emergency unit before the introduction of therapeutic interventions. Methods:
Ninety-six COVID-19 patients and 47 healthy subjects were recruited. Patients were subdivided into
hypoxic or normoxic groups and, after follow-up, into mild and moderate, severe or critical disease
severity groups. Iron, unsaturated iron-binding capacity (UIBC), ferritin, C-reactive protein (CRP),
and interleukin 6 (IL-6) were measured on automatic analysers. ELISA kits were used for hepcidin
and erythropoietin (EPO) determination. We calculated total iron-binding capacity (TIBC) and ratios
of hepcidin with parameters of iron metabolism (ferritin/hepcidin, hepcidin/iron), inflammation
(hepcidin/CRP, hepcidin/IL-6), and erythropoietic activity (hepcidin/EPO). Results: Hepcidin,
ferritin, EPO, CRP, IL-6, ferritin/hepcidin, and hepcidin/iron were increased, while UIBC, TIBC,
hepcidin/CRP, and hepcidin/IL-6 were decreased in hypoxic compared to normoxic patients as well
as in patients with severe or critical disease compared to those with mild and moderate COVID-19.
Regarding predictive parameters of critical COVID-19 occurrence, in multivariable logistic regression
analysis, a combination of EPO and ferritin /hepcidin showed very good diagnostic performances and
correctly classified 88% of cases, with an AUC of 0.838 (0.749-0.906). Conclusions: The hypoxic signal
in our group of patients was not strong enough to overcome the stimulating effect of inflammation
on hepcidin expression. EPO and ferritin/hepcidin might help to identify on-admission COVID-19
patients at risk of developing a critical form of the disease.

Keywords: COVID-19; hepcidin; iron; ferritin; erythropoietin; interleukin 6; hypoxia; inflammation

1. Introduction

The liver hormone hepcidin is the master regulator of iron metabolism. Hepcidin
modulates iron homeostasis through interaction with ferroportin, the only known iron
exporter, resulting in internalisation, degradation, and permanent removal of ferroportin
from the cell membrane [1]. This leads to the retention of iron in the storage compartments
and decreased availability of iron in the extracellular milieu [2,3]. Thus, hepcidin regulates
intestinal iron absorption and release of iron from storage compartments. Iron is essential
for all living organisms, including microorganisms, which also need iron for survival,
replication, and virulence [4]. Consequently, the regulation of iron homeostasis during
infection is of crucial importance since both the host and pathogen compete for iron [5,6].
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Hepcidin production is regulated on a transcriptional level. Infection, inflammation, and
high iron stores stimulate hepcidin expression, and anaemia/hypoxia, low iron stores, and
erythropoietic activity downregulate hepcidin expression [7,8]. A rise in hepcidin level
leads to iron redistribution to protect the host cells from invading microorganisms through
a process called nutritional immunity [9].

Coronavirus disease-2019 (COVID-19) caused by Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus-2 (SARS-CoV-2) predominantly impacts the respiratory system, though other
organs can also be affected. SARS-CoV-2 infection presents with a spectrum of symptoms,
ranging from asymptomatic infection to symptomatic disease of different severity [10].
Diverse symptoms can be observed in patients at the time of clinical presentation, with no
clear association with risk factors and SARS-CoV-2 genotypes noticed [11]. In severe cases,
pulmonary dysfunction occurs, leading to hypoxemia [12]. In patients with SARS-CoV-2
infection, the inflammatory response involves the secretion of various proinflammatory
cytokines [13], some of which may impact iron homeostasis. Given that iron availability
can influence viral replication [14], host immune effector mechanisms [5], contribute to
tissue damage, and worsen disease outcomes [15], potential therapeutic interventions
aimed at regulating iron homeostasis in infectious diseases are emerging as promising tools.
Therefore, a better understanding of iron homeostasis is necessary.

Studies investigating the parameters of iron homeostasis during the infection with
SARS-CoV-2 in COVID-19 found that iron metabolism is altered, and these disturbances
mainly manifest as hypoferremia and hyperferritinemia [16,17]. Some authors even propose
that iron metabolism changes could be involved in complications of COVID-19-induced
pathology [18]. However, it is not entirely clear whether these changes primarily reflect a
physiological response to infection or disturbances of iron metabolism actively contribute
to COVID-19 pathology [19]. During infection, an elevation in hepcidin level caused
primarily by the stimulatory effect of interleukin 6 (IL-6) leads to the development of
hypoferremia [20]. However, in some pathological conditions like COVID-19, different
factors which control hepcidin expression can be simultaneously present, generating op-
posing signals for hepcidin expression. It was shown that the final effect of signals that
regulate hepcidin expression is not determined only by the hierarchy between signalling
pathways but rather by the strength of the individual stimuli [21]. Studies that measured
hepcidin concentration in the circulation of COVID-19 patients gave conflicting results, with
most studies demonstrating elevated hepcidin concentrations [22-25], but its decreased
concentrations in critically ill patients compared to healthy controls were also reported [26].

While most studies have primarily focused on the prognostic value of iron status
biomarkers [16,22,23,27], insufficient studies regarding the mechanisms regulating iron
metabolism in SARS-CoV-2 infection are available. Hypoxia and inflammation are simulta-
neously present in COVID-19 as two opposing signals which influence hepcidin expression.
Studies on human models involving healthy volunteers have shown that hypoxia can
prevail over inflammatory stimuli on hepcidin expression [28,29]. Hypoxia might regulate
hepcidin expression through the induction of hypoxia-inducible transcription factors. Hy-
poxia also stimulates erythropoietin (EPO) production, which stimulates erythropoiesis and
leads to the expression of erythroferrone in erythroblasts [30,31], and erythroferrone proba-
bly directly inhibits hepcidin expression in response to increased erythropoietic demand
for iron [32].

Our hypothesis is that in COVID-19 patients, hypoxia, when present, might overcome
the inflammatory impact on hepcidin expression and cause a decrease in its concentration
in peripheral blood compared to COVID-19 patients with normal oxygen saturation. The
aim of this study was to explore the influence of hypoxia, inflammation, and erythropoiesis
on concentrations of hepcidin and other parameters of iron status in groups of non-anaemic
normoxic and hypoxic COVID-19 patients on admission into the emergency unit before
the introduction of therapeutic interventions. We applied rigorous exclusion criteria to
eliminate comorbidities and conditions that could influence hepcidin concentration. We
also examined the diagnostic potential of various iron metabolism-related parameters



J. Clin. Med. 2024, 13, 3201

30f16

measured on admission to predict the risk of developing a critical form of the disease
later on.

Therefore, we have determined the concentrations of hepcidin as well as the parame-
ters of iron metabolism, inflammation, and erythropoiesis. We also calculated various ratios
of hepcidin with parameters of iron metabolism (ferritin-to-hepcidin ratio; hepcidin-to-iron
ratio) and parameters reflecting inflammation (hepcidin-to-CRP ratio; hepcidin-to-IL-6
ratio) or erythropoietic activity (hepcidin-to-EPO ratio).

2. Materials and Methods
2.1. Study Subjects

This study included 47 healthy volunteers as a control group, and 96 COVID-19
patients with COVID-19 symptoms were admitted to the emergency unit of the Infectious
Disease Department of the University Hospital of Split (Split, Croatia). SARS-CoV-2
positivity was confirmed by reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) from
a nasopharyngeal swab. The inclusion criterion was age between 20 and 75 years for both
groups. Exclusion criteria applied were as follows: anaemia (haemoglobin < 120 g/L for
women and <130 g/L for men); history of any haematological disease; liver disease; chronic
kidney disease; estimated glomerular filtration rate (¢GFR) < 60 mL/min; inflammatory
bowel disease; systemic autoimmune disease; malignant disease; chronic obstructive
pulmonary disease; asthma; surgical procedure and blood transfusion in previous 3 months;
therapy with iron supplements; pregnancy; and breastfeeding.

Based on oxygen saturation levels measured on admission, COVID-19 patients were
classified into two groups: hypoxic (SpOy < 94%); and normoxic (SpO, > 94%). A total of
47 hypoxic COVID-19 patients and 49 normoxic COVID-19 patients were matched by age
and sex. The control group was also matched by age and sex to the COVID-19 patients and
met the same criteria, except for SARS-CoV-2 positivity.

COVID-19 patients were categorised based on prospective follow-up into three groups,
according to the World Health Organization guidelines [33]: patients with mild and moder-
ate, severe and critical COVID-19. Symptomatic COVID-19 patients without viral pneumo-
nia or hypoxia were classified as mild cases. Moderate COVID-19 disease was determined
by the presence of mild pneumonia with SpO; > 90% on room air, while severe disease was
indicated by severe pneumonia with SpO; < 90% on room air. Critical COVID-19 disease
was identified by respiratory failure resulting from viral pneumonia and other critical
conditions requiring mechanical respiratory support and other life-sustaining therapies.

2.2. Study Design

This single-centre observational study was performed at the University Hospital of
Split between June 2021 and June 2022. This study was approved by the Ethics Committee of
the University Hospital of Split (Split, Croatia) and Ethics Committee for Experimentation of
the University of Zagreb Faculty of Pharmacy and Biochemistry (Zagreb, Croatia) (approval
protocol numbers: 2181-147/01/06/M.5.-21-02 and 251-62-03-23-58, respectively) and was
conducted according to the principles of the Declaration of Helsinki. Written informed
consent was obtained from all study participants.

For each patient demographic, clinical and anamnestic data were collected upon
arrival at the emergency unit and analysis of oxygen saturation (SpO;), complete blood
count, and routine biochemical tests were performed. Information on the course of the
disease was prospectively monitored by reviewing the medical documentation from the
hospital information system.

In addition to routine tests performed on admission, the concentrations of hepcidin,
iron, unsaturated iron-binding capacity (UIBC), ferritin, soluble transferrin receptors (sTfR),
reticulocyte haemoglobin equivalent (RET-He), reticulocyte number (RTC), immature retic-
ulocyte fraction (IRF), EPO, C-reactive protein (CRP), and IL-6 were also measured for all
subjects, and total iron-binding capacity (TIBC) and transferrin saturation (TSAT) were cal-
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culated, as well as various ratios that included hepcidin (ferritin/hepcidin, hepcidin/iron,
hepcidin/CRP, hepcidin/IL-6, and hepcidin/EPO).

2.3. Blood Sampling

Blood samples were taken immediately upon admission of the COVID-19 patients
to the emergency unit of the Department of Infectious Disease prior to the initiation of
therapeutic interventions. Blood sampling for the control group was performed at the
Medical Laboratory Diagnostic Division of the University Hospital of Split (Split, Croatia).

Two tubes of venous blood were sampled for all patients: a tube with
K3-ethylenediaminetetraacetic acid (K3EDTA); and a tube with lithium heparin (Beck-
ton Dickinson, Frankin Lakes, NJ, USA). Arterial blood samples for determination of SpO,
were taken from the radial artery.

Plasma sample for biochemical analyses was obtained by centrifugation of lithium
heparin anticoagulated sample at 1800 g for 10 min. All routine analyses were performed
within 1 h of receiving the samples at the laboratory, and the remaining plasma samples
were immedjiately aliquoted and stored at —80 °C until analyses.

2.4. Methods

Haemoglobin concentration, RTC number, IRF, and RET-He were measured on the
haematology analyser Sysmex XN-1000 (Sysmex Corporation, Kobe, Japan). Plasma con-
centration of CRP, creatinine, iron, UIBC, ferritin, and IL-6 was measured by standard
laboratory methods on a Roche Cobas 6000 analyser (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Germany). Since IL-6 concentration was below the reported range in some individuals, a
nominal level of half of the lower limit of quantification (LLQ) value (1.25 pg/mL) was used
in the analysis in these individuals [34]. TIBC and TSAT were calculated by the following
equations: TIBC = iron (umol/L) + UIBC (umol/L); TSAT (%) = iron (umol/L)/TIBC
(umol/L) x 100. eGFR was calculated according to the CKD-EPI (Chronic Kidney Disease
Epidemiology Collaboration) equation. sTfR concentration was measured nephelomet-
rically on a BN ProSpec analyser (Siemens Healthcare Diagnostics, Marburg, Germany).
All parameters were determined at the University Hospital of Split (Split, Croatia) except
hepcidin and EPO, which were measured at the University of Zagreb Faculty of Pharmacy
and Biochemistry (Zagreb, Croatia). Hepcidin and EPO concentrations were determined by
commercially available ELISA tests: Hepcidin 25 (bioactive) HS ELISA (DRG Diagnostics
GmbH, Marburg, Germany); and Quantikine® IVD® Human Erythropoietin ELISA (R&D
Systems Inc., Minneapolis, MN, USA) according to manufacturers’ instructions. SpO,
was measured by an oximetric method on an ABL90 analyser FLEX PLUS (Radiometer,
Copenhagen, Denmark).

2.5. Statistical Analysis

All data were tested for normality of distribution with Shapiro-Wilk test. Depending
on the data distribution, results were presented as mean =+ standard deviation for data
showing normal distribution, otherwise as median with Q1-Q3 range. Age was shown as
median with minimum and maximum. Categorical variables were presented as an absolute
number N. A comparison of categorical variables between two groups was performed by
Fisher’s exact test and between three groups by Chi-squared test. The difference between
the two groups was tested using a t-test or Mann-Whitney test. Differences between more
than two groups were tested using a one-way ANOVA analysis of variance or the Kruskal—-
Wallis test with post hoc testing. Univariate and multivariate logistic regression analyses
were performed. Data were considered significant if p < 0.05. Data analysis was performed
using the MedCalc statistical software version 20.013 (MedCalc Software, Ostend, Belgium).

3. Results

The research included 96 COVID-19 patients and 47 age- and sex-matched healthy
subjects. Patients with COVID-19 disease were classified as normoxic or hypoxic on
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admission to the emergency unit based on their SpO, values. Baseline characteristics of
healthy volunteers and COVID-19 patients on admission are presented in Table 1.

Table 1. Baseline patient characteristics.

Health Total Normoxic Hypoxic
Sub'ect}; COVID-19 COVID-19 COVID-19 P P P
. _] 17) Patients Patients Patients 1 2 8
- (n =96) (n =49) (n=47)
58 54 53 55
age (years) (39-70) (36-73) (36-73) (37-72) 0.19 0.17 0.18
sex
male, n 31 64 31 33 1.00 0.77 0.52
female, n 16 32 18 14
o 96 97 87
SpO2 (%) / (88-98) (97-98) (83.89) / /  <0.001
creatinine (umol /L) 77 £12 79 £ 14 80 £+ 15 78 £ 14 0.29 0.46 0.48
91 87 86 88
: 2
eGFR (mL/min/1.73 m?) (80-99) (77-101) (78-99) (77-102) 0.52 0.70 0.61
symptoms duration on / 8§+3 8+3 9+3 / / 0.001

admission (days), n

SpO,, oxygen saturation. eGFR, estimated glomerular filtration rate. P;—statistical significance of differences
between healthy subjects and total COVID-19 patients. P,—statistical significance of differences between healthy
subjects, normoxic COVID-19 patients and hypoxic COVID-19 patients; post hoc analysis was performed.
P3;—statistical significance of differences between normoxic and hypoxic COVID-19 patients. Age was pre-
sented as median with minimum and maximum, while sex was presented as absolute number 1. SpO, and eGFR
were presented as median with Q1-Q3 range and creatinine concentration and symptoms duration on admission
as mean =+ standard deviation. Data were considered significant if p < 0.05.

Hypertension was the most common comorbidity in all study groups, occurring in
15/47 hypoxic COVID-19 patients, 7/49 normoxic COVID-19 patients, and 14/47 healthy
individuals. The incidence of diabetes mellitus was low in our study participants, with 2/47
in the hypoxic group, 4/49 in the normoxic group, and 6/47 in the control group. Out of a
total of 96 COVID-19 patients, 53 were hospitalised upon admission to the emergency unit.
Those included all hypoxic patients with a median hospitalisation duration of 9 (7-18) days
and six normoxic patients with a median hospitalisation duration of 4 (3-5) days. Nine-
teen hypoxic patients, all with critical disease severity, subsequently required mechanical
ventilation, and only six of them died. Additionally, there was no statistically significant
difference in the concentration of creatinine and eGFR among the studied groups (p = 0.46
and p = 0.70, respectively).

The clinical manifestation data of patients with COVID-19 on admission are presented
in Table 2.

In order to investigate a potential disturbance in hepcidin expression in COVID-19 pa-
tients and the influence of factors that might affect it, we measured hepcidin concentration
in peripheral blood as well as concentrations of iron metabolism parameters, parameters
reflecting erythropoietic activity, and parameters of systemic inflammation.

Hepcidin concentrations were significantly higher in both normoxic [44.50 (23.49-56.54) ng/mlL]
and hypoxic [76.95 (54.14-91.28) ng/mL] groups of COVID-19 patients compared to healthy
controls [8.38 (5.74-12.06) ng/mL] (p < 0.001), with the highest values in the hypoxic
group (Figure 1a). Similarly, ferritin was also significantly increased in COVID-19 patients,
especially in those with hypoxia (Figure 1b).
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Table 2. The clinical manifestations of patients with COVID-19 on admission.
Normoxic Hypoxic
Clinical Manifestations COVID-19 Patients COVID-19 Patients
(n=49) (n=47)
fever before admission 47 (96) 46 (98)
fever on admission 28 (57) 35 (74)
cough 35 (71) 36 (77)
sore throat 9 (18) 8 (17)
dyspnea 0(0) 35 (74)
fatigue 19 (39) 32 (68)
myalgia 18 (37) 17 (36)
pneumonia on X-ray imaging 16 (33) 47 (100)
The results are presented as absolute number n (percentage, %).
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Figure 1. Hepcidin (a), ferritin (b), EPO (c), and IL-6 (d) plasma concentrations in healthy subjects

and in normoxic and hypoxic COVID-19 patients. Results are shown as the median with Q1-Q3

range. The difference between groups was tested using the Kruskal-Wallis test with post hoc analysis

(Conover). Connectors on the graphs show between which groups a statistically significant difference

was observed in post hoc analysis with p < 0.05. EPO, erythropoietin; IL-6, interleukin 6.

Iron, TIBC, TSAT, RET-He, RTC, and IRF were decreased, and sTfR was higher in both
normoxic and hypoxic patients compared to healthy individuals, while UIBC and TIBC
were lower, and IRF was higher in the hypoxic group compared to the normoxic group
(Table 3). EPO was increased only in the hypoxic group compared to controls and normoxic

patients (Figure 1c).



J. Clin. Med. 2024, 13, 3201

7 of 16

Table 3. Parameters of iron homeostasis, erythropoietic activity, and inflammation in total, normoxic

and hypoxic COVID-19 patients, as well as in healthy subjects.

Health Total Normoxic Hypoxic
eaty COVID-19 COVID-19 COVID-19
Parameter Subjects . . . P P,
(1 = 47) Patients Patients Patients
B (n =96) (n =49) (n=47)
haemoglobin 15.0 14.5 144 14.6 0.48 075
(g/dL) (13.7-15.4) (13.5-15.4) (13.5-15.6) (13.6-15.4) ’ :
. 17.0 6.0 6.0 5.0
fron (umol /L) (13.3-21.0) (5.0-8.5) (5.0-8.3) @ (4.3-8.8) <0.001 <0.001
2 39 44 33
UIBC (umol/L) (35-49) (32.45) (37-47) (29-40) 3 006  <0.001
59 46 50 42
TIBC (imol/L) (54.68) 40-51) (45503 (37-46) 3 <0.001  <0.001
. 28 13 12 15
TSAT (%) (25-36) (10-18) (10-16) 2 10-20)2 <0.001  <0.001
1.09 1.26 1.30 1.23
STIR (mg/L) (1.00-1.25) (1.07-1.45) (1.12-1.49) 2 (1.02-1.41) 2 0002 0.002
33.0 30.1 30.2 30.1
RET-He (pg) (32.4-33.7) (28.6-31.5) (28.8-31.0) @ (28.4-31.9)2 <0.001 <0.001
, 13.20 5.25 5.00 5.30
RTC (%) (11.70-15.58) (4.40-6.85) (4.18-6.98) 2 (4.43-6.80) <0001 <0.001
67.60 26.10 25.60 26.20
9
RTC (x10°/1) (56.05-82.05) (20.90-34.80) (19.45-35.05) 2 (21.80-34.63) 2 <0001 <0.001
. 8.9 46 36 6.2
IRF (%) (7.5-10.3) (3.4-7.9) (3.0-4.9) @ (4.1-10.7) &P <0.001 <0.001
1.2 37.1 13.1 85.5
CRP (mg/L) (0.7-2.3) (12.7-100.0) (5.2-33.2) @ (39.7-120.7) @b <0.001 <0.001
. o 15.17 13.55 7.72 19.02
ferritin/hepcidin (9.84-25.09) (7.06-20.91) (6.24-13.98) 2 (12.98-29.64) 010 <0001
e 0.49 10.24 7.37 13.04
hepcidin /iron (0.34-0.84) (5.04-14.05) (3.44-12.00) (8.06-16.04)2p <0001 <0001
o 7.14 1.67 2.58 0.93
hepcidin /CRP (2.70-12.16) (0.77-3.25) (1.39-6.42) @ (0.53-1.80) 2P <0.001 <0.001
. 454 1.57 1.94 1.33
hepcidin/IL-6 (2.50-7.02) (1.00-2.45 (1.42-3.69) @ (0.61-1.92) @b <0001 <0.001
N 113 4.09 423 4.08
hepcidin/EPO (0.57-2.14) (2.32-7.60) (2.36-7.81) (2.26-7.37) 2 <0.001 <0.001

UIBC, unsaturated iron-binding capacity; TIBC, total iron-binding capacity; TSAT, transferrin saturation; sTfR,
soluble transferrin receptors; RET-He, reticulocyte haemoglobin equivalent; RTC, reticulocytes; IRF, immature
reticulocyte fraction; CRP, C-reactive protein; IL-6, interleukin 6; EPO, erythropoietin. P;—statistical significance
of differences between healthy subjects and total COVID-19 patients. P,—statistical significance of differences
between healthy subjects, normoxic COVID-19 patients and hypoxic COVID-19 patients; afterwards, post hoc
analysis was performed. ? statistically significant difference between normoxic or hypoxic COVID-19 patients and
healthy subjects. ? statistically significant difference between normoxic and hypoxic COVID-19 patients. Results
are presented as median with Q1-Q3 range. Data were considered significant if p < 0.05.

Both CRP and IL-6 were higher in patients with COVID-19 disease, especially in
those with hypoxia (Table 3 and Figure 1d). Finally, values for ferritin/hepcidin and
hepcidin/iron ratios were elevated, while values for hepcidin/CRP and hepcidin/IL-6
ratios were lower in the hypoxic compared to the normoxic group (Table 3).

Later on, patients infected with SARS-CoV-2 were also classified by disease severity
based on following up their medical history. Only two patients with hypoxia were classified
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in the mild and moderate group (n = 49), while 26 of 28 patients in the severe group were
hypoxic, and all 19 patients in the critical group were hypoxic on admission.

Hepcidin concentrations were significantly increased in patients with mild and moder-
ate [44.25 (23.49-54.97) ng/mlL], severe [75.95 (54.40-90.91) ng/mL], and critical
disease course compared to healthy subjects (p < 0.001) and were higher in severe and criti-
cal patients compared with patients in mild and moderate COVID-19 groups (Figure 2a).
Concentrations of ferritin were also the highest in severe and critical patients (Figure 2b),
as well as concentrations of EPO (Figure 2c), IL-6 (Figure 1d), and CRP (Table 4) compared
to patients with mild or moderate disease severities.

160~ *p<0.05 T x 1 5500 [ "P<00s
xo o
E—] 000 o
140l il 5.000f [ x :
* I 4.500 N °
— - [ —
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g} 100~ * °© E" 3.500~ N o .
g = 3.000(~ * -
g s £ | 1
iy r ‘S 2.5001 .
= | 5] L
60 = 2000+
40 1.500 r o
2ok 0% e - 1,000}
= T -

o 1 ! 1 1 (U % I I I
healthy  mild and severe critical healthy  mild and severe critical
subjects  moderate COVID-19 COVID-19 subjects moderate COVID-19 COVID-19

COVID-19 COVID-19
(a) (b)
1001~ # p<g.05 o 350 «p<oo0s
. + o 300 . :
80 * )
| |
3 — 250 *
~ *
£ & N E S
L g
2 * 5 2001 .
g — ES "
[e] 0 —
& sk & 1501 .
= [ °
T 100 °©
20+ ° I | o
Pt T S T

0 ! 1 ! 1 oL i — I 1 I
healthy  mild and severe critical healthy —mildand  severe critical
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Figure 2. Hepcidin (a), ferritin (b), EPO (c), and IL-6 (d) plasma concentrations in healthy subjects and
in COVID-19 patients subdivided by disease severity by prospective follow-up. Results are shown as
the median with Q1-Q3 range. The difference between groups was tested using the Kruskal-Wallis
test with post hoc analysis (Conover). Connectors on the graphs show between which groups a
statistically significant difference was observed in post hoc analysis with p < 0.05. EPO, erythropoietin;
IL-6, interleukin 6.

No significant differences between disease severity groups were observed for iron con-
centration, TSAT, sTfR, RET-He, and RTC. UIBC, TIBC, hepcidin/CRP, and hepcidin/IL-6
were lower, and IRF ferritin/hepcidin, and hepcidin/iron were higher in severe and crit-
ical COVID-19 than in mild and moderate COVID-19 (Table 4). Only EPO, IL-6, and
hepcidin/EPO differentiated patients with critical COVID-19 from those with severe
disease course.
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Table 4. Parameters of iron homeostasis, erythropoietic activity and inflammation in healthy sub-
jects and COVID-19 patients subdivided prospectively by disease severity into groups of mild and

moderate, severe, and critical COVID-19 disease.

. Mild and Moderate Severe Critical
Parameter Healthy Subjects COVID-19 COVID-19 COVID-19 p
(n=47) (n = 49) (1 = 28) ( = 19)
haemoglobin (g/dL) (13.175—?5.4) (13.114:135.6) (13.13?5.4) (13.164—:'175.2) 087

iron (umol /L) (13.27?1.0) (5.0250.0) a (5.0%90) a (4.?380.8) a <0.001
UIBC (umol/L) (354—249) (364-447) (29-33’3) ab (29433) ab <0.001
TIBC (umol /L) (545—968) (4423) a (38—237) ab (37441;) ab <0.001
TSAT (%) (232—836) (10—1125) a (11—1159) a (10—17?1) a <0.001
STIR (mg/L) (1.0%)?19.25) (11.1;;219.48) a (1.oe>1ii?45) a (1.011ff.40) 0.010
RET-He (pg) (32.23—':?3.7) (28.63—()3§.0) a (28.53—03;1.8) a (28.73—03;}.6) a <0.001
RTC (%) (11.71(?;21(;.58) (4.185—'2098) a (4.505—.2.580) a (4.404—.2963) a <0.001
RTC (x10°/L) (56.0657;%3.05) (19.4§?é65958) a (22.();?575505) a (20.9(2)?;;38) a <0.001
IRF (%) (7.5%'190.3) (3.13'56.4) a (4.4.—?15.0) ab (3.5—1169.0) ab <0.001
CRP (mg/L) (0.71i22.3) (5.21§§2) a (38.1—551%8.7) ab (42.1—81%;.9) ab <0.001
ferritin /hepcidin (9.8}15—.2157.09) (6.263.1742.19) a (11.941:27523) b (13.8§§é13.6.23) b <0.001
hepcidin/iron (0.3%3.84) (3.44Zi327.00) a (8.083;;)0) ab (9.86?6(.)32) ab <0.001
hepcidin /CRP (2.707;11‘;.16) (1.342—'2942) a (0.61}10.;6) ab (0.43(—)'1?978) ab <0.001
hepcidin/IL-6 (2.54(1)5);.02) (1.331-'2?27) a (0.75}2%37) ab (0.59}324) ab <0.001
hepcidin/EPO (0.5;};.14) (2.1&229) a (3.215—.‘;986) a (1.513'62.22) ac <0.001

UIBC, unsaturated iron-binding capacity; TIBC, total iron-binding capacity; TSAT, transferrin saturation; sTfR,
soluble transferrin receptors; RET-He, reticulocyte haemoglobin equivalent; RTC, reticulocytes; IRF, immature
reticulocyte fraction; CRP, C-reactive protein; IL-6, interleukin 6; EPO, erythropoietin. p—statistical significance
of differences between healthy subjects and COVID-19 patients with different disease severity; afterwards, post
hoc analysis was performed. ? statistically significant difference between mild and moderate, severe, or critical
COVID-19 patients and healthy subjects. P statistically significant difference between severe or critical and mild
and moderate COVID-19 patients. © statistically significant difference between severe and critical COVID-19
patients. Results are presented as median with Q1-Q3 range. Data were considered significant if p < 0.05.

Next, predictive values of investigated parameters for critical COVID-19 disease were
assessed by univariate logistic regression analysis (Table 5). Hepcidin, ferritin, EPO, CRP,
IL-6, ferritin /hepcidin, and hepcidin/iron appear to be predictors of the risk for critical
disease severity, while UIBC and TIBC have reduced odds.
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Table 5. Univariate logistic regression analysis of parameters of iron homeostasis, erythropoietic
activity, and inflammation.

Odds for Critical COVID-19

Parameter OR 95% CI p
haemoglobin (g/L) 1.01 0.97-1.05 0.73
hepcidin (ng/mL) 1.03 1.01-1.05 0.004 *
iron (umol/L) 0.96 0.83-1.11 0.58
UIBC (umol/L) 0.92 0.86-0.99 0.028 *
TIBC (umol/L) 0.91 0.85-0.98 0.013 *
TSAT (%) 1.01 0.95-1.08 0.69
ferritin (ng/mL) 1.00 1.00-1.00 <0.001 *
sTfR (mg/L) 0.93 0.16-5.50 0.94
RET-He (pg) 1.03 0.80-1.33 0.82
RTC (%o) 1.02 0.87-1.21 0.78
RTC (x10°/1) 1.01 0.98-1.04 0.54
IRF (%) 1.07 0.97-1.18 0.16
EPO (mIU/mL) 1.10 1.04-1.16 <0.001 *
CRP (mg/L) 1.01 1.00-1.03 0.005 *
IL-6 (pg/mL) 1.02 1.01-1.03 0.001 *
ferritin/hepcidin 1.08 1.03-1.13 0.001 *
hepcidin/iron 1.07 1.00-1.15 0.037 *
hepcidin /CRP 0.80 0.61-1.06 0.12
hepcidin/IL-6 0.63 0.37-1.08 0.10
hepcidin/EPO 0.94 0.83-1.07 0.34

OR, odds ratio; CI, confidence interval; UIBC, unsaturated iron-binding capacity; TIBC, total iron-binding
capacity; TSAT, transferrin saturation; sTfR, soluble transferrin receptors; RET-He, reticulocyte haemoglobin
equivalent; RTC, reticulocytes; IRF, immature reticulocyte fraction; EPO, erythropoietin; CRP, C-reactive protein;
IL-6, interleukin 6. * statistically significant results.

Finally, we performed a multivariate logistic regression analysis, and we tested the
multiparameter model that included the best predictors of the risk for critical COVID-19
(Table 6).

Table 6. Multiparameter model assessed by multivariable logistic regression analysis.

Odds for Critical COVID-19

Parameter OR 95% CI p
EPO 1.10 1.04-1.16 <0.001
ferritin/hepcidin 1.08 1.02-1.14 0.004

The analysis gave results with 88% of correctly classified cases and AUC of 0.838 (0.749-0.905).
OR, odds ratio; CI, confidence interval; EPO, erythropoietin. Data were considered significant if p < 0.05.

4. Discussion

This study assessed the influence of hypoxia, inflammation, and erythropoietic activity
on hepcidin and other iron homeostasis-related parameters in COVID-19 patients. In
addition, in an attempt to identify representative surrogates that could detect dysregulation
of iron homeostasis as well as differentiate between various disease subgroups, we included
combinations of parameters (ratios) that might take advantage of the relationships between
different phenomena (iron status, inflammation, erythropoiesis).
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The ratio between hepcidin and ferritin was used in only two studies that com-
pared COVID-19 patients with patients with other infectious and non-infectious condi-
tions, and those studies recruited only 40 COVID-19 patients in total [35,36]. In addition,
ferritin-to-hepcidin or hepcidin-to-ferritin ratios were used to investigate other diseases as
well [37-39]. Regarding hepcidin/iron and hepcidin/EPO ratios, they have not been ex-
plored in COVID-19 so far but in some other diseases [39—42]. Hepcidin/CRP was applied
in only one study with subjects infected with SARS-CoV-2 [36]. We also introduced for the
first time hepcidin/IL-6, as IL-6 is the main cytokine inducer of hepcidin expression, and
we wanted to test this ratio and compare it to hepcidin/CRP in the context of normalisation
of hepcidin concentration with existing inflammation.

Our results show that hepcidin, as well as ferritin, IRE, EPO, CRP, IL-6, ferritin/hepcidin,
and hepcidin/iron, were significantly increased, while UIBC, TIBC, hepcidin/CRP, and
hepcidin/IL-6 were significantly decreased in hypoxic compared to normoxic patients as
well as in patients with severe or critical disease compared to those with mild and moderate
COVID-19. In addition, EPO, IL-6, and hepcidin/EPO ratio were able to differentiate
subjects with critical and severe disease courses.

Our results are in line with previously reported studies, which found elevated hep-
cidin concentration in COVID-19 patients. In the study of Zhou et al. [23], hepcidin and
ferritin concentrations were higher in severe than mild group, and authors suggested that
they could be, therefore, used as markers of disease severity. However, no information was
available on the degree of hypoxemia in these patient groups, and they did not measure
CRP or IL-6 inflammatory markers. In a prospective study by Chakurkar et al. [15], concen-
trations of hepcidin, ferritin, and CRP, yet not IL-6, were dependent on disease severity and
were the highest in severe compared to mild and moderate COVID-19 groups. In addition,
baseline levels of hepcidin and ferritin were found to be associated with negative outcomes
of disease, such as in-hospital mortality and the need for mechanical ventilation and kidney
replacement therapy. In the study of Nai et al. [22], hepcidin showed a positive correlation
with CRP and a negative correlation with the severity of respiratory failure as reflected
by the PaO, /FiO; ratio, and hepcidin was proposed as a predictor of mortality of critical
patients in the intensive care unit. Similarly to our results, they also found that hepcidin
and CRP concentrations were higher in the hypoxemic group (PaO,/FiO; < 300 mm Hg)
compared to the normoxemic group (PaO,/FiO; > 300 mm Hg); however, IL-6 level did
not differ between those two groups.

Lower hepcidin concentration was reported in critically ill COVID-19 patients than
in healthy controls [26]. In the same research, lower concentrations of EPO in critical
and deceased patients were found, and the critical patient group had significantly lower
haemoglobin values than other study groups. No information about inflammatory markers
was provided. The authors proposed that low hepcidin concentration could be explained
by the hepcidin mimetic action of the SARS-CoV-2 virus that could cause suppression of
hepcidin expression in the liver. This theory is based on sequence similarity between the
hepcidin molecule and the SARS-CoV-2 spike glycoprotein cytoplasmic tail, which was
found in structural models [43]. Contrary to our results, in a study by Maira et al. [44]
involving hospitalised COVID-19 patients, when patients were categorised by severity
of hypoxemia on admission (PaO,/FiO; < 150 mmHg vs. PaO, /FiO, > 150 mmHg), no
difference in hepcidin and EPO was observed between groups at admission to the ward
or after 7 days of hospitalisation, although the hypoxemic group had a higher level of
inflammatory markers. The authors stated that the possible reason for the inadequate
rise in EPO could be due to the inflammatory inhibition of EPO production by kidneys.
In conclusion, the authors suggested that hypoxic stimuli suppressed the effect of the
inflammatory signal on hepcidin expression and led to lower hepcidin values in patients
with a higher disease burden. It is also worth mentioning that a large proportion of study
participants was anaemic.

The design of studies might have a significant effect on the results obtained. A possi-
ble reason for lower hepcidin levels could also be the presence of anaemia. In our study,
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all anaemic patients were excluded to eliminate the possible effect of pre-existing iron
deficiency and anaemia on hepcidin expression since our aim was to study only the simul-
taneous effects of inflammation and hypoxemia caused by respiratory failure. Therefore,
in the hypoxic group of patients, the effect of inflammation on hepcidin level might be
somewhat attenuated by the simultaneous presence of hypoxia as an opposing signal.

In that light, we aimed to express the hepcidin level relative to the level of inflamma-
tion by calculating the ratio of hepcidin with IL-6 as the main proinflammatory cytokine
involved in the direct stimulation of hepcidin expression. We suggest this ratio may be
applied in diseases and/or conditions where inflammation is present and not in those
without inflammation accompanied by synthesis of IL-6 (e.g., in healthy subjects). In our
study, the hepcidin/IL-6 ratio was lower in the hypoxic than in the normoxic group, as well
as in severe and critical COVID-19 (where all patients except two were hypoxic), which
could further indicate that hepcidin level was not proportional to the level of inflammation
in the hypoxic patient group probably due to downregulating effect of hypoxia. When IL-6
was replaced with CRP as a routinely measured inflammatory marker, the same result was
obtained with the hepcidin/CRP ratio.

In our hypoxic group of patients, a significantly higher concentration of EPO was
found, which reflects the normal response to hypoxia. Nevertheless, no simultaneous
reduction in hepcidin level was observed. Studies on animal models have shown that
erythropoiesis itself, rather than EPO alone, is needed to suppress hepcidin expression [45].
In our study groups, erythropoietic activity was equally suppressed in both hypoxic
and normoxic patients compared to healthy subjects, as shown by lower reticulocyte
numbers. More pronounced inflammation observed in the hypoxic group might have led
to an inadequate EPO response, consequently resulting in the absence of an increase in
reticulocyte count. Since we did not measure erythroferrone concentration, we cannot
speculate whether the rise in EPO concentration was followed by an adequate rise in the
concentration of this hormone. During maturation, reticulocytes gradually lose their RNA
and become RNA-free cells, while a small proportion of reticulocytes containing higher
levels of RNA represent IRF. IRF is proposed to be a marker of erythropoiesis acceleration
since immature reticulocytes become more prevalent when red cell production increases,
and an increase in IRF typically occurs several days before the rise in RTC count as a
quantitative measure of erythropoiesis [46]. In our study, we observed decreased IRF
values in COVID-19 patient groups compared to healthy controls. Interestingly, despite
this decrease, values were higher in hypoxic compared to normoxic COVID-19 patients.
This observation suggests a potential counteracting effect of EPO on erythropoietic activity
already compromised by the presence of severe inflammation.

Moreover, given the nature of our study, information regarding the duration of hypoxia
in our patients is unknown, which could be one of the reasons why suppression in hepcidin
level was not observed. The time delay in hepcidin suppression following exposure to hy-
poxia highlights the significance of indirect mechanisms in mediating hepcidin expression
under hypoxic conditions. In a study conducted on healthy volunteers exposed to acute
and chronic high-altitude conditions, a rapid increase in EPO concentration was noted.
However, suppression of hepcidin began a few hours after initial exposure to acute hypoxia
and reached its lowest points during the following week of high-altitude exposure [28].
Likewise, in a study on healthy volunteers, hepcidin suppression was observed 24 h after
EPO administration [47]. Studies on animal models with experimentally induced anaemia
have indicated that suppression of hepcidin expression is dependent on erythropoiesis and
not directly mediated by hypoxia, anaemia, or EPO [48].

In our study, high ferritin concentration was found in all COVID-19 patients, with
significantly higher values in the hypoxic compared to the normoxic group. High ferritin
concentration was also found in severe and critical COVID-19 compared to mild and
moderate COVID-19 groups. Higher ferritin concentration in more severe COVID-19
disease was confirmed in a number of studies [23,26,49]. High ferritin concentration is
considered to be not only a marker of disease but also a prognostic factor in COVID-19
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disease [15]. In a study by Sonnweber and colleagues [17], ferritin concentration was
elevated even 2 months after critical COVID-19 and was associated with persisting lung
pathologies and decreased physical performance. Ferritin concentration increases as a result
of cellular iron accumulation influenced by the effects of hepcidin [30]. In addition, both
hepcidin and ferritin are not only regulated by iron status but are significantly influenced
by inflammatory stimuli [2,5]. In our study, ferritin concentration positively correlated
with hepcidin concentration, as already observed in COVID-19 patients [35]. Therefore, we
applied the ferritin/hepcidin ratio to simultaneously follow their dynamics in different
COVID-19 contexts (regarding oxygen saturation and disease severity). This ratio was
increased in hypoxic compared to normoxic patients as well as in patients with severe and
critical compared to mild and moderate diseases.

In this research, in order to evaluate the predictive potential of examined parameters,
we performed univariate logistic regression analysis. This analysis indicated increased
odds for critical COVID-19 severity for hepcidin, ferritin, EPO, CRP, IL-6, ferritin/hepcidin,
and hepcidin/iron, while UIBC and TIBC had the OR of less than 1.

Next, we performed a multivariable logistic regression analysis that included only
parameters that showed to be the best predictors for the risk of developing critical dis-
ease. The combination of EPO and ferritin/hepcidin ratio showed very good diagnostic
performances and correctly classified 88% of cases, with an AUC of 0.838 (0.749-0.906).
Implementation of EPO and ferritin/hepcidin in clinical practice might help to identify
on-admission COVID-19 patients who are at risk of developing critical forms of disease.

The limitation of our study was the unstandardised time of blood withdrawal, which
was inevitable because samples were taken immediately upon admission to the emergency
unit, and this could influence concentrations of some parameters with diurnal variation.
However, we also consider this to be one of the strengths of our study because samples taken
on admission provide us with real concentrations of the investigated parameters before the
introduction of oxygen therapy and other interventions or in-hospital complications, which
could confound our results. Despite the majority of samples being collected during the
prevalence of the Delta genotype of the SARS-CoV-2 virus, we believe that this should not
impact the study results. Our focus was not on immune mechanisms but rather on using
COVID-19 as a model of disease where hypoxia and inflammation coexist as opposing
factors influencing hepcidin concentration.

5. Conclusions

To the best of our knowledge, this is the first study that investigated the simultaneous
presence of inflammation and hypoxia in non-anaemic COVID-19 patients selected based
on rigorous exclusion criteria in order to eliminate comorbidities and conditions that might
influence concentrations of the studied parameters. In addition, hepcidin/iron and hep-
cidin/EPO ratios have not been previously explored in patients with SARS-CoV-2 infection,
and we also introduced the hepcidin/IL-6 ratio to observe, at the same time, hepcidin
concentration normalised for the level of inflammation. We can conclude that the hypoxic
signal in our group of patients was not strong enough to overcome the stimulating effect of
inflammation on hepcidin expression. These results imply that hepcidin targeting could be
a promising therapeutic option worth exploring in order to affect the iron metabolism in
these patients.
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Abstract: Iron overload is often associated with type 2 diabetes (T2D), indicating that hepcidin,
the master regulator of iron homeostasis, might be involved in diabetes pathogenesis. Alcohol
consumption may also result in increased body iron stores. However, the moderate consumption
of wine with meals might be beneficial in T2D. This effect has been mainly attributed to both the
ethanol and the polyphenolic compounds in wine. Therefore, we examined the effects of red wine
on hepcidin in T2D patients and non-diabetic controls. The diabetic patients (1 = 18) and age- and
BMI-matched apparently healthy controls (1 = 13) were men, aged 40-65 years, non-smoking, with
BMI < 35 kg/m?. Following a 2-week alcohol-free period, both groups consumed 300 mL of red wine
for 3 weeks. The blood samples for the iron status analysis were taken at the end of each period. The
red wine intake resulted in a decrease in serum hepcidin in both the diabetic subjects (p = 0.045) and
controls (p = 0.001). The levels of serum ferritin also decreased after wine in both groups, reaching
statistical significance only in the control subjects (p = 0.017). No significant alterations in serum
iron, transferrin saturation, or soluble transferrin receptors were found. The suppression of hepcidin,
a crucial iron-regulatory hormone and acute-phase protein, in T2D patients and healthy controls, is
a novel biological effect of red wine. This may deepen our understanding of the mechanisms of the
cardiometabolic effects of wine in T2D.

Keywords: type 2 diabetes; red wine; alternative-complementary therapy; iron; hepcidin; serum ferritin

1. Introduction

Diabetes is a growing global health emergency, with a prevalence in the adult pop-
ulation estimated to be 10.5% in 2021 worldwide [1]. Evidence associating iron overload
with insulin resistance and type 2 diabetes mellitus (T2D) implies the potential role of
hepcidin, the iron-regulatory hormone, in the etiopathogenesis of T2D [2]. This 25-amino-
acid peptide is predominantly secreted by hepatocytes, in response to iron burden and
inflammation [3,4]. Hepcidin reduces iron bioavailability by triggering the internalization
and degradation of ferroportin, the only iron exporter identified so far [5]. When iron
efflux from absorptive enterocytes, macrophages, and hepatocytes is repressed, serum iron
levels are decreased and intracellular sequestration is enhanced [5,6]. Since iron is essential
for living but also potentially toxic, its amount is precisely regulated at both cellular and
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systemic levels [7]. DNA synthesis and repair, oxygen transport, and cellular respiration
are all vital processes demanding iron [8]. However, excess labile cell iron can catalyze
the generation of reactive oxygen species (ROS) via the Fenton reaction, causing oxidative
tissue damage [9,10]. If pancreatic islet 3-cells are affected, insulin secretion could be
impaired, and the risk of insulin resistance increased [11,12].

Hepcidin is classified as a type II acute-phase protein [3], with IL-6 being the most
dominant inducer of its production [13]. In various inflammatory states, hepcidin is
found to be elevated, with the potential to cause anemia or inflammation [6]. Type 2
diabetes is typically associated with chronic low-grade inflammation [14,15], and acute-
phase serum protein elevation [14,16]. However, the kinetics of hepcidin in patients with
type 2 diabetes remain unclear. Recently published meta-analyses and systematic reviews
found no difference [11,17] or only a slight increase in hepcidin in T2D patients compared
to controls [18]. However, these inconsistent findings could be partially explained by the
use of different and non-standardized assays, as well as a variable consideration of factors
that may influence hepcidin expression.

It has been indicated that different food ingredients, including alcohol [19-21], might
affect hepcidin expression and its levels in serum. On the other hand, the moderate
consumption of wine, an important component of the Mediterranean diet [22], has been
proven by both observational and interventional trials to reduce cardiometabolic risk and
the incidence of type 2 diabetes [23-27]. These beneficial effects have been attributed to
both ethanol and polyphenolic compounds [28], which are abundantly present in red wine.

The effect of red wine on serum hepcidin levels in humans is practically unknown.
Therefore, the aim of our study was to examine the effects of the moderate consump-
tion of red wine on hepcidin levels in patients with type 2 diabetes mellitus and their
non-diabetic controls.

2. Materials and Methods
2.1. Study Design

Recruitment of participants was conducted through the family medicine practices in
the city of Split (Croatia) and within the Department of Endocrinology at the University
Hospital of Split during their outpatient visit. Inclusion criteria for both control subjects
and patients with type 2 diabetes were the following: (1) males, (2) aged between 40 and
65 years, (3) non-severely obese (BMI < 35 kg/m?), (4) non-smokers, and (5) willing to give
consent and carry out all study-related procedures.

In addition, control subjects were matched for age and BMI with T2D subjects, in
good general health, as determined by screening medical history and clinical examination,
and with fasting plasma glucose < 6.9 mmol/L [29]. Diabetic subjects were eligible if they
had controlled glycemia (HbAlc value < 7.5% (58 mmol/mol)), received treatment with
metformin alone or in combination with other oral antidiabetics.

Both control and diabetic subjects were excluded in cases of: (1) atherosclerotic cardio-
vascular disease or venous thromboembolism in their medical history, (2) current evidence
of acute or chronic inflammatory or infective disease, (3) liver disease, (4) malignancy,
(5) dysregulation of iron homeostasis (anemia or hereditary hemochromatosis), (6) previous
alcohol or substance abuse, and (7) introduction of new pharmacological agent during the
study period.

After a drive-in period of 2 weeks, in which consumption of any alcoholic beverage
was prohibited, subjects in both groups started to drink 300 mL of red wine daily for
3 weeks (Figure 1). This amount had to be split between lunch and dinner and consumed
during meals [30]. At the end of the drive-in period, the participants were provided with
9 standard wine bottles of 750 mL. The participants were instructed to maintain their eating
and lifestyle habits, including physical activity, during both the drive-in and intervention
period. A total of 31 participants completed the study protocol: 18 with type 2 diabetes
mellitus and 13 control subjects.
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Enrollment Assessed for eligibility
+ apparently healthy subjects
{n=15)

* subjects with already diagnosed
and controlled T2D (n=21)

Excluded (n=2)

Excluded (n=1) _ o subject with T2D having
¢ control subject not meeting HbAlc value =7.5% and
inclusion criteria due to

: another not meeting inclu-
fasting glucose levels =7.0

sion criteria for age limit

mmol/L
Washout period
{2 weeks of alcohol abstinence;
1% measurements on 15" day)
Control subjects " Subjects with T2D
allocated to washout period allocated to washout period
{n=14) {n=19)
Intervention period
(3 weeks of red wine consumption;
2% measurements on 22* day)
Excluded (n=1) Excluded (n=1)
*  reported persisted fever *  withdrawn by self-decision
(=2 weeks) {wine intolerance)
Data analysis
Analyzed (n=13) Analyzed (n=18)

*  one subject not included in
hepcidin analysis due to its
levels out of range

Figure 1. CONSORT flow diagram showing the recruitment processes and study protocol.

2.2. Wine Intervention

Red wine was produced from the Croatian autochthonous red cultivar Plavac mali
(Vitis vinifera L.) at the Volarevi¢ winery, Croatia, 2016. Basic oenological parameters of the
used wine are shown in Table S1. Because the composition of phenolic compounds may
influence biological effects of wine [31], the results of the analysis of wine used in our study
are provided in Table S2.
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2.3. Anthropometric Assessments and Blood Sampling

At the end of the drive-in and intervention period, participants” weight, height, and
body circumferences were measured. Body mass index (BMI) was calculated as the ratio
of weight and the square of height (kg/m?). Fasting blood samples were obtained early
in the morning and, depending on the type of laboratory parameter, were analyzed the
same day or stored at —80 °C for later analysis. In order to prevent the possible influence
of diurnal fluctuations in serum hepcidin level, blood collection time was standardized [32].
Three types of vacutainers were used: (1) with K3EDTA, to determine the complete blood
count and HbAlc, (2) with fluoride/EDTA, to estimate fasting plasma glucose concentra-
tion, and (3) with silica (clot activator)/gel, to separate serum required for the analysis of
liver function, inflammation, and serum-based indicators of iron status (UIBC, TIBC, iron,
hepcidin, ferritin, soluble transferrin receptors) and glycemic control (fructosamine). Levels
of soluble transferrin receptors (sTfR), which reflect the availability of functional iron, were
measured using a nephelometric method on a BN ProSpec analyzer (Siemens, ProSpec,
Erlangen, Germany). Serum hepcidin was quantified according to the manufacturers’
instructions in a commercially available competitive ELISA kit (Hepcidin 25 (bioactive) HS,
DRG Instruments GmbH, Marburg, Germany). All measurements were performed in the
Laboratory for Experimental Pharmacology at the University of Split School of Medicine
and the Department of Medical Laboratory Diagnostics at the University Hospital of Split.

2.4. Statistical Analysis

The data were presented as a mean + standard deviation (SD) or a median with
95% confidence interval (CI), depending on the data distribution; the normality of distribu-
tion was checked using the Shapiro—-Wilk test. The significance of differences was assessed
using the t-test for normally distributed data or the Mann—Whitney test for deviations
from normality. Welch’s correction was used if the assumption of homogeneity of variance
was violated. Pearson correlation coefficient was calculated to evaluate the relationship
between the BMI value and hepcidin level change. p-values less than 0.05 were considered
statistically significant. The R programming language for statistical computing version
4.0.2 was used for all statistical analyses.

2.5. Ethics Approval

This study complied with the Declaration of Helsinki and its amendments, and was
approved by the Ethics Committee of the University of Split School of Medicine, Croatia
(no. 2181-198-03-04-13-0042). All subjects gave written informed consent to the sample
collection, analysis, and use of the data for publication.

3. Results

General characteristics of all participants, along with glucose levels and metabolic
parameters related to liver function and the grade of inflammation at the baseline, are
shown in Table 1. The mean age of the participants was 52.8 £ 6.3 years, and there was
no significant difference between the groups (p = 0.075). Subjects with type 2 diabetes and
control subjects were also comparable regarding the weight, height, BMI value, waist, and
hip circumference.

As expected, T2D subjects showed higher fasting glucose levels in comparison to
controls (p < 0.0001). Average values of hepatic function parameters, including liver
enzymes, albumin, and total bilirubin, were within the reference range in both groups.
Similarly, the groups did not differ in hsCRP levels (p = 0.317, Table 1).

Hematological and biochemical markers of iron status in the diabetic and control
group, at the baseline and post-intervention, are presented in Table 2.

After 3 weeks of red wine consumption, a significant decrease in hepcidin levels
occurred within both groups (p = 0.045 and p = 0.001 for control and diabetic group,
respectively, Table 2, Figure 2). No significant linear relationship between BMI and hepcidin
change was observed (Pearson’s r = 0.382, p = 0.220 for C; r = 0.037, p = 0.883 for diabetic
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subjects). The decline in serum hepcidin was not mirrored in serum iron, since its levels
were not altered following the wine consumption within both groups (p = 0.328 and
p = 0.177 for control and diabetic group, respectively, Table 2). Furthermore, the other
standard Fe-related parameters remained largely unchanged after the intervention, except
for the ferritin in the control group.

Table 1. Anthropometrical and biochemical data of participants with type 2 diabetes mellitus and
control subjects at the baseline.

Parameter Control Group (n =13) TZ(E =Glr;))u P p-Value
Age (years) 50.5+5.9 54.6 + 6.2 0.075
Age at T2D onset (years) N/A 50.6 +£ 6.7 N/A
Weight (kg) 100.3 (84.7-105.5) 98.5 (87.2-107.0) 0.617
Height (cm) 186.8 + 5.6 184.5 +10.1 0.427
Waist circumference (cm) 106.0 (95.8-109.5) 107.0 (98.8-112.4) 0.458
Hip circumference (cm) 108.0 £ 5.6 105.0 £ 7.5 0.237
Circfrgfiireszzcm) 352429 322434 0.015
Neck circumference (cm) 42.0 (40.3-44.0) 38.5 (37.041.2) 0.051
BMI (kg/m?2) 272427 298 +4.1 0.062
Fasting glucose (mmol/L) 53+04 75+14 <0.0001
AST (IU/L) 2714+7.1 221 4+49 0.029
ALT (IU/L) 25.0 (19.5-39.2) 25.5 (16.4-29.6) 0.674
GGT (IU/L) 28.0 (23.543.7) 25.5 (20.0-32.2) 0.307
Albumin (g/L) 45.0 (45.0-46.0) * 43.0 (41.4-44.0) 0.002
Total bilirubin (umol /L) 138 +40t 124+ 46 0.388
Urates (umol/L) 3289 +43.8 359.6 + 81.2 0.188
hsCRP (mg/L) 1.3(0.7-1.9) 1.5 (0.8-2.9) 0.317

Abbreviations: AST, aspartate aminotransferase; ALT, alanine aminotransferase; BMI, body mass index; GGT,
gamma-glutamyl transferase; hsCRP, high-sensitivity C-reactive protein; N/A, not applicable; T2D, type 2
diabetes. Normally distributed variables are presented as mean + SD, whilst non-normally distributed variables
are presented as median with 95% Cls. * One control participant was excluded from the albumin analysis due to
a lack of data for second measurement. + Two control participants were excluded from the total bilirubin analysis
due to a lack of data for second measurement.

Table 2. Laboratory indicators of the iron status of participants with type 2 diabetes mellitus and
control subjects and at pre- and post-intervention.

Control Group (1 =13) T2D Group (n =18)

Laboratory Parameter After After After After

Drive-In Red Wine p-Value Drive-In Red Wine p-Value

RBC (x10'2/L) 52+05 51+04 0.077 50+0.3 49403 0.888

Hematocrit (L/L) 0.45 £+ 0.039 0.45 £ 0.034 0.388 0.44 £ 0.019 0.44 £+ 0.021 0.749

Hemoglobin (g/L) 1542 £12.6 153.0 £ 10.6 0.348 1514 +£ 6.2 1515+ 6.5 0.969

RDW (%) 13.0 £ 05 13.2£05 0.013 135+ 04 13.6 £ 0.5 0.033

MCH (pg) 29.6 £1.0 299 +1.0 0.047 307 +£1.3 307 £14 0.709

MCHC (g/L) 337.5+73 339.5 £+ 8.8 0.261 3414 £55 3427 £ 6.8 0.349
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Table 2. Cont.
Control Group (1 =13) T2D Group (n =18)
Laboratory Parameter After After Val After After Val
Drive-In Red Wine p-value Drive-In Red Wine p-vatue
MCV (fL) 87.1(84.9-90.1) 87.2(85.2-91.5) 0.675 89.8 £ 3.6 89.6 £ 3.5 0.495
Serum iron (umol/L) 21.8+7.1 19.6 £ 6.9 0.328 15.0 (13.8-18.7)  16.4 (14.6-20.9) 0.177
TIBC (umol/L) 542 +9.3 53.8 +12.1 0.767 578 +£7.2 582+ 7.6 0.434
UIBC (umol/L) 31.6 +11.6 342+ 114 0.109 39.4 (37.5-45.5)  41.6 (36.8-46.5) 0.453
Transferrin saturation (%) * 40.6 =129 37.0+11.3 0.307 26.7 (22.6-29.9)  29.3 (24.5-32.7) 0.265
sTfR (mg/L) t 1.20 £0.22 1.24 +0.25 0.734 1.05 £ 0.17 1.04 £0.20 0.830
.. 173.0 118.0

Ferritin (ng/mL) (1264-259.8) (90.5-232.6) 0.017 209.5 + 141.5 198.8 +139.4 0.215
Hepcidin (ng/mL) ¥ 30.0+17.3 21.0 +£12.1 0.045 17.9 (11.9-25.2) 13.2 (8.2-18.3) 0.001

~ 60
E
I
£
= 40
S
o
&
2 20
0
600
E
2 400
=
8 200
0

Abbreviations: MCH, mean corpuscular hemoglobin; MCHC, mean corpuscular hemoglobin concentration;
MCYV, mean corpuscular volume; RDW, red-cell distribution width; RBC, red blood cell; sTFR, soluble transferrin
receptor; TIBC, total iron-binding capacity; T2D, type 2 diabetes; UIBC, unsaturated iron-binding capacity.
Normally distributed variables are presented as mean £ SD, whilst non-normally distributed variables are
presented as median with 95% Cls. * Transferrin saturation percentage calculated as 100 x serum iron/TIBC.
* One control participant had undetectable levels of sTfR, and was thus excluded from the analysis. ¥ One control
participant had undetectable levels of hepcidin, and was thus excluded from the analysis.

Comparison of value change

Control T2DM in response to treatment
n.s. 20
0
e -20
*
-40
100
n.s.
— 1
50
.ﬂ’:/cf——o
— 0
[ o \\.
%—“—.
%ﬁ% -
— 50
e * 1
=SS n.s. -100
Washout Wine Washout Wine Control T2DM

Figure 2. Value changes in hepcidin and ferritin in patients with type 2 diabetes and their age-
and BMI-matched controls after 3-week moderate consumption of red wine. The abbreviation n.s.
indicates p > 0.05, whilst symbols * and ** indicate p < 0.05 and p < 0.01, respectively.

Along with the decrease in hepcidin, a significant decrease in serum ferritin was
observed in the control subjects following the red wine intake (p = 0.017, Table 2, Figure 2).
It should be noted that the hepcidin and ferritin showed the same pattern of change in the
diabetic group as well, but in the diabetic patients, the ferritin values around the mean had
a wider spread, and statistical significance was not reached.
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Regarding the assessment of glycemic control in the diabetic subjects, neither fasting
glucose (7.5 £ 1.4 vs. 7.3 = 1.4 mmol/L, p = 0.294), nor HbAlc values (6.2 (5.9 to 6.7) vs. 6.4
(5.9 to 6.8) %, p = 0.322) were affected by the red wine intake. Moreover, the fructosamine
levels, which better reflected the average blood glucose concentration over the previous
3 weeks, remained similar before and after intervention (289.0 (270.8 to 294.8) vs. 286.0
(273.0 to 294.8) umol/L, p = 0.524). Glycemic control in the subjects with T2D was achieved
with different antidiabetic treatment approaches, which are presented in Table S3. There
was no statistical significance in the hepcidin changes in response to red wine consumption
between the diabetic patients taking metformin only and those who took metformin in
combination with other oral antidiabetics (p = 0.062, Figure 3).

Comparison of value change

Metformin Metformin + other in response to treatment
n.s.
= 60
> 5
— 40
B 1 -10
s) S
a —
% 20 :}, ;::.: -15
 ————
0 — 3 -20
Washout Wine Washout Wine Metformin Other

Figure 3. Value changes in hepcidin after 3-week moderate intake of red wine in the patients with
type 2 diabetes taking only metformin (# = 10) and those taking metformin with other oral antidiabetic
agents (n = 8). The abbreviation n.s. indicates p > 0.05.

4. Discussion

The key finding of our study is that a moderate consumption of red wine for 3 weeks is
associated with a decrease in serum hepcidin levels in both apparently healthy and in type
2 diabetic patients. To the best of our knowledge, this is the first study to assess the effect
of red wine consumption on hepcidin, the iron-regulatory hormone, in human subjects.

The effects of wine on iron status in general have been a matter of discussion.
A population-based study showed that there is a dose-response relationship between
the chronic daily intake of alcoholic beverages and body iron stores, as determined by
serum iron, ferritin, and transferrin saturation (TS) [33]. The decrease in hepcidin levels
demonstrated in our study is in line with the findings on the down-regulation of hepcidin
expression in in vitro and in vivo models of ethanol ingestion [34-36]. As hepcidin falls,
ferroportin-mediated iron transport is facilitated, resulting in an increased intestinal iron
absorption and iron export from the storage cells. It has been hypothesized that the ethanol-
mediated increase in intestinal iron uptake is responsible for elevated body iron indices [19].
However, the suppression of hepcidin levels observed in our study should not be attributed
only to the ethanol. Rather, it should be interpreted in the context of the complex chemical
composition of wine. Namely, wine phenolics have been shown to inhibit the absorption of
dietary iron in the duodenum, presumably due to their iron-chelating ability [37]. Other
regulatory pathways might be included as well. For example, the decreased expression of
duodenal ferroportin was found in rats treated with quercetin, a well-known flavonoid [38].
In a study with human volunteers, polyphenol-rich red wine, similar to the wine used
in our study, was 2- to 3-fold more potent at inhibiting iron absorption than white wine
with low polyphenolic content and water [39]. Furthermore, the study indicated that the
inhibitory effect on iron absorption could be enhanced if wine is taken with meals [39],
which was the method of consumption in our study. Polyphenols were found to form a less
soluble complex with iron in the presence of protein-digestion products [39,40]. However,
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the understanding of the mechanisms of interaction between wine phenolics, ethanol, and
iron homeostasis is still limited, and further studies are warranted. The impairment of
intestinal iron absorption because of flavonoids and the facilitated export from storage
cells due to hepcidin decrease could be an explanation for why changes in serum iron after
wine were not found in our study. The other possibility might be that 3 weeks of wine
consumption simply was not a sufficiently long period to result in potential changes in
iron stores.

Despite the expected release of iron into circulation due to hepcidin decreases [41],
we did not find an increase in transferrin saturation. Moreover, the TS in both groups was
markedly below 70%, the most frequently considered threshold after which non-transferrin-
bound iron (NTBI) could be detected [42]. This iron could induce ROS production and
may be implicated in different pathologies, such as vasculotoxicity and atherosclerosis [43].
Hence, the moderate consumption of wine might play a role in maintaining the balance of
hepcidin levels needed to prevent iron-induced oxidative stress.

A number of studies indicate that the health-promoting properties of wine in differ-
ent pathological conditions may include the reduction in inflammation [44-46]. When
interpreting the concomitant decrease in hepcidin and ferritin observed in our study, it
is important to mention that both are regarded as acute-phase proteins, whose levels can
rise due to various conditions. Some authors propose that ferritin arises in serum by
leaking from damaged cells during inflammation [47]. Serum ferritin can also be elevated
due to other pathophysiological components of T2D that are not directly related to iron
overload [48], such as insulin resistance [49] and metabolic syndrome [50,51]. In our study,
the mean levels of serum ferritin decreased after red wine consumption in both groups,
with statistical significance reached only in the controls. This was probably due to the fact
that the diabetic group was not large enough to compensate for the wider distribution of
the ferritin values observed in the participants with T2D. The parallel decrease in serum
hepcidin and ferritin described here is in accordance with other studies demonstrating
a linear relationship between serum hepcidin and ferritin [6,41]. The increased export
of iron may be associated with decreased ferritin production, which in turn results in
decreased circulating ferritin [52]. However, since there is increasing evidence that serum
ferritin is not an ideal indicator of body iron status, its serum levels should be cautiously
interpreted [48,53,54]. As indicated by the concentration of soluble transferrin receptors
(sTfR) [55], the cellular iron demands were unchanged in both groups following the red
wine intake. In contrast to ferritin, circulating sTfR is considered a biochemical marker of
iron status that is insensitive to inflammation [56].

It has been shown that obesity may also influence hepcidin levels [18,57,58]. There-
fore, the participants in our study were matched regarding their BMI values. Our results
indicated no correlation between BMI < 35 kg/m? and the hepcidin changes in either
the control or the diabetic group. This is in line with the study by Vuppalanchi et al.,
who showed that elevated hepcidin levels were primarily observed in subjects with
BMI > 35 kg/m? [59]. Antidiabetic therapy could also influence the interrelation be-
tween iron metabolism and glucose homeostasis [18]. In the studies evaluating hepcidin
levels in patients with T2D, information about their antidiabetic therapy is often insuffi-
cient [11,17,18]. It has been shown that metformin may suppress hepcidin production [60].
The potential influence of other oral antidiabetic agents on hepcidin levels is practically
unexplored. Because we found no difference in hepcidin level changes between the dia-
betic patients who took metformin alone and those who took metformin in combination
with other oral antidiabetics, it is suggestive that these drugs have no opposing effects on
hepcidin. The fact that the hepcidin serum levels were also similarly reduced in the non-
diabetic control subjects indicates that the hepcidin suppression was primarily mediated
by the moderate intake of red wine.
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5. Conclusions

In conclusion, our study provides experimental evidence of a novel biological effect
of moderate red wine consumption that is present in both patients with type 2 diabetes
and their apparently healthy controls. The understanding of the effects of red wine on
hepcidin, a crucial regulator of iron metabolism and acute-phase protein, may deepen
insights into and broaden the understanding of the mechanisms behind the cardiometabolic
benefits of the moderate consumption of wine, particularly in diabetic patients. To bring
required improvements in diabetes lifestyle guidelines another step closer, further studies
assessing the long-term intake of red wine on hepcidin and iron status in larger samples
are warranted.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at:
https:/ /www.mdpi.com/article/10.3390/foods11131881/s1. Table S1: Physicochemical proper-
ties of red wine Plavac mali. Table S2: Monomeric and oligomeric tannins (mg/L) in Plavac mali.
Table S3: Antidiabetic pharmacotherapy used by 18 patients with type 2 diabetes mellitus who
completed the study.
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UTJECAJ UPALE I HIPOKSIJE NA KONCENTRACIJU HEPCIDINA U
BOLESNIKA S COVID-19

Katarina Gugo

Kod bolesnika s COVID-19 istovremeno su prisutni upala i hipoksija kao signali sa suprotnim ucinkom na
ekspresiju hepcidina. Istrazivanje se temeljilo na hipotezi da je u skupini hipoksi¢nih bolesnika s COVID-19
koncentracija hepcidina u krvi snizena i da je razina parametara statusa Zeljeza promijenjena u odnosu na skupinu
normoksi¢nih bolesnika. Glavni cilj istrazivanja bio je ispitati postoji li razlika u koncentraciji hepcidina i
¢imbenika koji reguliraju koncentraciju hepcidina kod normoksi¢nih i hipoksi¢nih bolesnika s COVID-19 te u
skupini zdravih ispitanika. Takoder, Zeljelo se ispitati postoji li povezanost koncentracije hepcidina i parametara
statusa Zeljeza, eritropoeze, hipoksije i sustavne upale u ispitivanim skupinama. Primijenjeni su omjeri koji su
ukljucivali hepcidin i molekule koje su povezane s hepcidinom (hepcidin/zeljezo, feritin/hepcidin,
hepcidin/interleukin-6 (IL-6), hepcidin/C-reaktivni protein (CRP), hepcidin/eritropoetin (EPO)) kako bi se
istodobno pratio njihov suodnos i medusoban utjecaj, ali i omjeri kojima se povezuju i stavljaju u suodnos razliciti
upalni parametri (CRP/IL-6, omjeri CRP-a i IL-6 s leukocitnim podskupinama, omjeri neutrofila i limfocita
(NLR), neutrofila i monocita (NMR) te monocita i limfocita (MLR)) kako bi se pokuSalo §to bolje razlikovati
skupine bolesnika s COVID-19 koje imaju razli¢it obrazac klinicke prezentacije i ishode bolesti.

U istrazivanje je ukljueno 96 bolesnika s COVID-19 i 47 zdravih ispitanika podudarnih po dobi i spolu.
Uzorkovanje je provedeno po primitku na Hitni infektoloski prijem te su bolesnici s COVID-19 podijeljeni u
skupinu normoksic¢nih i hipoksi¢nih bolesnika na temelju zasi¢enje hemoglobina kisikom (SpO.), a daljnjim
pracenjem tijeka bolesti podijeljeni su u skupine prema tezini bolesti.

Najvazniji rezultati ovog istrazivanja ukazuju da su plazmatske koncentracije hepcidina, feritina, EPO-a, CRP-a i
IL-6 te omjeri hepcidin/zeljezo i feritin/hepcidin bili znacajno visi, dok su omjeri hepcidin/IL-6 i hepcidin/CRP
bili znacajno nizi u hipoksi¢nih u odnosu na normoksiéne bolesnike te u bolesnika s teskim ili kritiénim oblikom
COVID-19 u odnosu na one s blagim i umjerenim oblikom bolesti. Nadena je dobra povezanost hepcidina s CRP-
om i IL-6 kod normoksi¢nih bolesnika, dok je u skupini hipoksi¢nih bolesnika povezanost s CRP-om bila slaba, a
s IL-6 odsutna. Vrijednosti omjera CRP/neutrofilni granulociti, CRP/limfociti, CRP/monociti, NLR i NMR na
prijemu bile su najviSe kod bolesnika koji su imali teski i kriti¢ni tijek bolesti. Omjeri IL-6/neutrofilni granulociti,
IL-6/limfociti, IL-6/monociti bili su statisticki znacajno visi u skupini ispitanika koja je imala kriti¢ni tijek bolesti
u odnosu na ostale skupne bolesnika. Multiparametarski model za predvidanje razvoja kriti¢énog oblika COVID-
19 koji je ukljucivao EPO i feritin/hepcidin ispravno je klasificirao 88 % slucajeva.

Prisutnost izraZenije sustavne upale u skupini hipoksi¢nih bolesnika vjerojatno je uzrok vise koncentracije
hepcidina u odnosu na normoksi¢ne bolesnike s COVID-19. Uz to, razlike u vrijednostima pojedinih omjera
upalnih biljega medu skupinama bolesnika s COVID-19 ukazuju da bi ovi omjeri mogli biti korisni u
predvidanju tezine bolesti.
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INFLUENCE OF INFLAMMATION AND HYPOXIA ON HEPCIDIN
CONCENTRATION IN PATIENTS WITH COVID-19

Katarina Gugo

In patients with COVID-19, inflammation and hypoxia are simultaneously present, having opposite effects on
hepcidin expression. This study is based on the hypothesis that hepcidin concentration is lower and concentration
of iron status parameters is changed in hypoxic COVID-19 patients compared to normoxic patients. The main aim
of the study was to determine the difference in hepcidin concentration and the level of parameters regulating its
concentration between normoxic and hypoxic COVID-19 patients and healthy subjects. Additionally, the study
investigated the association of hepcidin concentration with iron status parameters, erythropoiesis, hypoxia and
systemic inflammation. Ratios involving hepcidin and molecules related to hepcidin (hepcidin/iron,
ferritin/hepcidin, hepcidin/interleukin 6 (IL-6), hepcidin/C-reactive protein (CRP), hepcidin/erythropoietin (EPO))
were also examined to observe their interrelationship as well as the ratios of inflammatory parameters (CRP/IL-6,
ratios of CRP and IL-6 with leukocyte subpopulations, neutrophil to lymphocyte ratio (NLR), neutrophil to
monocyte ration (NMR), monocyte to lymphocyte (MLR)) to distinguish subgroups of COVID-19 patients with
different clinical presentations and disease outcomes.

The study included 96 COVID-19 patients and 47 healthy subjects matched by age and gender. Sampling was
conducted on admission to the emergency unit of the Department of Infectious Diseases. COVID-19 patients were
subdivided into normoxic and hypoxic groups based on haemoglobin oxygen saturation (SpO>), and, after follow-
up, into disease severity groups.

The key findings of this study indicate that concentrations of hepcidin, ferritin, EPO, CRP, IL-6, and values of
hepcidin/iron and ferritin/hepcidin were significantly higher, while values of hepcidin/IL-6 and hepcidin/CRP were
significantly lower in hypoxic patients compared to normoxic patients as well as in severe and critical COVID-19
patients compared to mild and moderate COVID-19 patients. Hepcidin correlated well with CRP and IL-6 in the
normoxic patient group, whereas the correlation with CRP was weak and that with IL-6 was absent in hypoxic
patients. The ratios of CRP/neutrophil granulocytes, CRP/lymphocytes, CRP/monocytes, NLR, and NMR on
admission were the highest in patients with severe and critical disease course. The IL-6/neutrophil granulocytes,
IL-6/lymphocytes, and IL-6/monocytes ratios were significantly higher in the group with a critical disease course
compared to other patient groups. Multiparameter model for prediction of the risk for critical COVID-19 that
included EPO and ferritin/hepcidin correctly classified 88 % cases.

The presence of more pronounced systemic inflammation in the hypoxic patient group is probably the cause of
higher hepcidin concentrations found in this patient group compared to normoxic COVID-19 patients. In
addition, differences in the values of inflammatory markers’ ratios among COVID-19 patient groups suggest
their potential value in predicting disease severity.
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