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Sazetak

Hepcidin je peptidni hormon i glavni je re-
gulator metabolizma Zeljeza. Otkriven je u hu-
manom serumu i urinu 2000. godine i nazvan
je LEAP-1 (engl. Liver Expressed Antimicrobial
Protein). Nedugo nakon toga znanstvenici su
pod vodstvom Tomasa Ganze u potrazi za an-
timikrobnim peptidima otkrili peptid povezan
s upalom i nazvali ga “hepcidin”. Otkrili su
da se sintetizira u jetri i da ima antimikrobna
svojstva. Najveci broj istrazivanja o djelovanju
i regulaciji izlucivanja hepcidina ucinjen je na
misjim modelima kada je ustanovljeno da se
sinteza i izlucivanje hepcidina u miseva pove-
¢ava u stanjima s povisenim kolicinama Zelje-
za u serumu i upalnim stanjima. Odredivanje
hepcidina u krvi i ostalim tjelesnim tekuc¢inama
odreduje se imunoloskim testovima s anti-hep-
cidinskim protutijelima - ELISA (prema engl.
enzyme-linked immunosorbent assay) i masenom
spektrometrijom. Koncentracije hepcidina u
serumu odredene masenom spektometrijom i
koncentracije odredene ELISA metodom dobro
koreliraju. Imunoloski testovi najtocnije mjere
niske vrijednosti hepcidina, a masena spektro-
metrija tocnije mjeri aktivnu formu hepcidina.
Poremecaji u ekspresiji hepcidina javljaju se
kod mnogih bolesti kao Sto su: anemija prou-
zrocena kroni¢nim sistemskim bolestima, side-

ropenicne anemije, maligne bolesti, hereditarne
hemokromatoze i stanja s neefektivnom eritro-
poezom. Stoga mjerenje koncentracije hepcidi-
na ima veliko znacenje u dijagnostici i lijecenju
stanja u kojima je narusena ravnoteza zeljeza u
organizmu. Napredak u razumijevanju uloge
hepcidina u kontroli homeostaze Zeljeza do-
vodi do novih mogucnosti lijecenja u stanjima
sa snizenim ili poviSenim razinama Zzeljeza u
organizmu. Hepcidin je nedavno identificiran
kao akutno fazni protein s antimikrobnom i re-
gulatornom funkcijom Zeljeza. Mnogi su istra-
zivaci pokazali interes za razvoj dijagnostickog
testa za mjerenje hepcidina u pasa. Ciljevi nji-
hovog istrazivanja bili su kloniranje i sekvenci-
ranje gena pseceg hepcidina i prikupljanje pre-
liminarnih podataka o pojavi hepcidina u pasa.
Filogenetska analiza pokazala je da je humani
hepcidin bio sli¢niji hepcidinu pasa nego hep-
cidinu glodavaca. U pasa, kao i u ljudi, hepci-
din se najvise sinetitiza u jetri, a nesto slabije u
bubrezima i pluénom tkivu pasa. Rezultat ovog
istrazivanja uspostavio je osnovu za buduca
istrazivanja pseceg hepcidina. Autori navode
da psi mogu biti dobar model za istrazivanje
uloge hepcidina u ljudi.

Kljucne rijeci: hepcidin, jetra,
ELISA, spektrometrija
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Uvod

Hepcidin je otkriven u humanom
serumu i urinu 2000. godine (Kemna i
sur., 2008.) i nazvan je LEAP-1 (engl. Liver
Expressed Antimicrobial Protein) (Krausse,
2000.). Nedugo nakon toga znanstvenici
su u laboratoriju ,Tomasa Ganze” u
potrazi za antimikrobnim peptidima,
otkrili peptid povezan s upalom i
prozvali ga “hepcidin”. Otkrili su da
se stvara u jetri i da ima antimikrobna
svojstva (Park i sur., 2001.). Najvedi broj
istrazivanja o djelovanju i regulaciji
izludivanja hepcidina vrseno je na misjim
modelima. Tada je ustanovljeno da se
sinteza i izlucivanje hepcidina u miSeva
povecavaju u stanjima s poviSenim
koncentracijama Zeljeza u serumu i
upalnim stanjima.

Geneticki modificirani miSevi s
povecanom razinom hepcidina zbog
teSkog nedostatka Zeljeza umirali su vrlo
brzo nakon rodenja, sto ukazuje na vaznu
ulogu hepcidina u regulaciji metabolizma
Zeljeza. Prvi dokazi o povezanosti
hepcidinasanemijamauupalnimstanjima
otkriveni su u laboratoriju ,Nancy
Andrews” u Bostonu. Analizirana su
tkiva dva pacijenta s jetrenim tumorima
i teSkom mikrocitnom anemijom koja
nisu reagirala na supstituciju zeljezom.
U tumorskom tkivu nadene su velike
koli¢ine hepcidinske mRNK. Kirurskim
odstranjenjem  tumora  anemija je
izlijecena (Weinstein i sur., 2002.).

Struktura hepcidina i njegovo
odredivanje u tjelesnim

tekuc¢inama

Hepcidin je peptidni hormon bogat
cisteinom (slika 1). Javlja se u tri oblika:
kao preprohormon od 84 aminokiseline,
prohormon od 60 aminokiselina i aktivni
hormon od 25 aminokiselina stabiliziran
sa 4 disulfidne veze. Metaboliti hepcidina
od 20 i 22 aminokiseline nalaze se u
urinu.

Slika 1. Struktura hepcidina- aktivna forma od 25
peptida (Intrinsic Lifesciences)

U konverziji prohepcidina u hepcidin
posreduje protein furin (Valore i
sur., 2008.). Ova konverzija moZe biti
regulirana alfa-1-antitripsinom (Pandur
i sur, 2009.). Struktura hepcidina
odredena je NMR (engl. nuclear magnetic
resonance) spektroskopijom. Temperatura
okoliSa mijenja konformaciju hepcidina,
a na fizioloskim temperaturama prisutne
su dvije konformacije (Jordan i sur.,
2009.). N-terminalna regija hepcidina
bitna je za vezanje za feroportin, ali nije
dostatna za internalizaciju feroportina
(Nemeth i sur., 2006.). Dokazano je da je
Cys326 feroportin potreban za interakciju
hepcidinaiferoportina i moguce stvaranje
disulfidnih veza izmedu njih (Fernandes
i sur., 2009.). Hepcidin je u plazmi vezan
za alfa 2-makroglobulin (Pesalova i sur.,
2015.).

Odredivanje hepcidina u krvi i

ostalim  tjelesnim tekuéinama  vrsi
se imunoloskim testovima s anti-
hepcidinskim protutijelima - ELISA

(engl. enzyme-linked immunosorbent assay)
(Gangz, 2006.) i masenom spektrometrijom
koja detektira karakteristicnu masu od
25 aktivnih aminokiselina hepcidina
ili njegovih fragmenata (Kemna i sur.,
2005., Murray i sur., 2007.). Koncentracije
hepcidina u plazmi odredene masenom
spektometrijom i koncentracije odredene
ELISA metodom dobro koreliraju. ELISA
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tocnije mjeri niske vrijednosti hepcidina,
dok masena spektrometrija tocnije mjeri
aktivhu formu hepcidina (Kroot i sur.,
2010.).

Koncentracije hepcidina u serumu
i urinu dobro koreliraju. Odredivanje
hepcidina u urinu je manje invazivno od
odredivanja koncentracije u serumu ili
plazmi, ali je potreban oprez u interpreta-
ciji rezultata mjerenja jer vrijednosti ovi-
se o glomerularnoj filtraciji i tubularnoj
reapsorpciji. Glavno mjesto sinteze hepci-
dina je jetra, a male koli¢ine hepcidinske
mRNK nadene su i u bubrezima i u ma-
snom tkivu. Jutarnje vrijednosti hepcidi-
nau serumu vise su od poslijepodnevnih,
aniZe su u Zena nego u muskaraca.

Hepcidin i metabolizam
Zeljeza u organizmu

Peptidni hormon hepcidin glavni
je regulator metabolizma Zeljeza u
organizmu sisavaca. Uglavnom se
sintetizira u jetri. Sinteza i sekrecija
hepcidina regulirane su zalihama
Zeljeza u organizmu, upalnim stanjima,
infekcijom, hipoksijom i eritropoezom
(Ganz, 2003.). Hepcidin inhibira
otpustanje Zeljeza u plazmu pri ¢emu
se veZe za transporter Zeljeza feroportin
koji se nalazi u bazolateralnoj membrani
enterocita, u duodenumu te plazmatskoj
membrani stanica retikuloendotelnog
sustava (slika 2).

Poremecaji u ekspresiji hepcidina
javljaju se kod mnogih bolesti kao Sto
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Slika 2. Djelovanje hepcidina (Cui i sur., 2009.)

su: anemije prouzrocene kronicnim
sistemskim bolestima, sideropeni¢ne
anemije, maligine bolesti, hereditarne
hemokromatoze i stanja s neefektivnom
eritropoezom (Zhao i sur., 2013.), stoga
mjerenje koncentracije hepcidina ima
veliko znacenje u dijagnostici i lijeCenju
stanja u kojima je naruSena ravnoteza
Zeljeza u organizmu.

Interakcija hepcidina i
feroportina

Homeostaza Zeljeza u organizmu
regulirana je interakcijom hepcidina i
eksportera Zeljeza feroportina. Feroportin
je protein koji sadrZi 571 aminokiselinu i
nalazi se na povrs$ini membrane stanica
koje pohranjuju ili transportiraju zeljezo:
enterociti u duodenumu, hepatociti,
makrofagi retikulonedotelnog sustava,
adipociti i eritroblasti (Donovan i sur.,
2005.).

Feroportin je jedini poznati eksporter
zeljezau sisavaca. Otkrivenje 2000. godine
od tri nezavisne skupine istraZzivaca
(De Domenico i sur., 2011.). Vezanjem
hepcidina za feroportin na membranama
stanice dolazi do aktivacije citosolne
Janus kinaze 2 (JAK 2), pri ¢emu dolazi
do autofosforilacije JAK 2 i fosforilacije
feroportina i posljedi¢no internalizacije
feroportinsko-hepcidinskog kompleksa
endocitozom u stanicu. Feroportin
ulazi u lumen endosoma gdje nastaju
multivezikularna tjeleSca koja se stapaju
s lizosomima i dolazi do razgradnje
feroportina (De Domenico i sur., 2007.).
Transkripcija feroportina kodirana je
genom FPN1 (SLC40A1 - Solute Carrier
Family 40 member 1) (Donovan i sur.,
2000.). Na transkripciju feroportina
zbog nedostatka Zeljeza utjecu hipksija
i upalna stanja. Glavni fizioloski uzrok
pojacane apsorpcije zeljeza je hipoksija,
odnosno anemija. Povecana eritropoeza
dovodi do povecane apsorpcije Zeljeza
i povecanja razina feroportinske
mRNK. Tijekom hipoksije dolazi do
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stabilizacije clanova HIF (engl. hypoxia
inducible factor) obitelji transkripcijskih
faktora. HIF 1-alfa i HIF 2-alfa su
citosolni proteini koji se u normalnim
stanjima  razgraduju hidroksilacijom
pod utjecajem Zeljeza, oksoglutarata i
kisikom ovisnim reakcijama. U slucaju
hipoksije i manjka Zzeljeza HIF 1-alfa i
HIF 2-alfa se ne razgraduju i nakupljaju
se ujezgriis Arnt (engl. Aryl hydrocarbon
receptor nuclear translocator- HIF 1-beta)
formiraju reaktivni transkripcijski factor
(Mastrogiannaki i sur., 2009., Shah i sur.,
2009.). Na transkripciju feroportina uz
Zeljezo utjecu i mangan, cink, bakar i hem
(Troadeci sur., 2010.).

Upalna stanja negativno utje¢u na
transkripciju feroportina. Ustanovljeno je
da injekcija bakterijskog lipopolisaharida
u miSeva dovodi do snizene transkripcije
feroportina. Ucinak na transkripciju je
neovisan o izlucivanju upalnih citokina,
jer se pokazalo da miSevi s delecijom
gena za IL-6, TNF-alfa i IL-1 na primjenu
lipopolisaharida reagiraju sa snizenjem
razine Zeljeza i smanjenim razinama
feroportinske mRNK (Liu i sur., 2005.,
Viatte i sur., 2005., Harada i sur., 2011.).
Ekspresija feroportina posttranslacijski
je regulirana hepcidinom. Kod sniZenih
razina hepcidina u serumu raste
ekspresija  FPN1 (engl. ferroportin-1)
na membranama stanica i povecava se
izlazak zeljeza u plazmu; i obrnuto, kod
poviSenih razina hepcidina u serumu
smanjuje se ekspresija FPN1 i Zeljezo se
zadrzava u stanicama (Weinstein i sur.,
2002., Chung i sur., 2009.).

Regulacija sinteze i izlucivanja
hepcidina

Stanja u kojima dolazi do pojacane
sinteze hepcidina su upalne bolesti,
infektivne bolesti, kroni¢no bubrezno
zatajenje, karcinomi te poviSene razine
Zeljeza u plazmi. Smanjena sinteza
hepcidina javlja se u stanjima sa snizenim
razinama Zeljeza u plazmi anemijama,

hipoksiji te kod povecane eritropoetske
aktivnosti.

Osim upalom, aktivacija signalnog
sustava ovisi o razinama Zeljeza u
plazmi. Sinteza hepcidina u jetri i
njegovo izlucivanje u plazmu regulirani
su djelovanjem osam razlicitih proteina:

hemojuvelinom  (HJV),  proteinom
hereditarne  hemokromatoze (HFE),
transferinskim receptorom 2 (TfR2),

koStanim morfogenetskim proteinom
6 (BMP 6), matriptazom 2 (MT2),
neogeninom, receptorima  kostanog
morfogenetskog proteina (BMP receptor)
i transferinom (Zhao i sur., 2013.).

Hepcidin i anemije
prouzrocene kroni¢nim

sistemskim bolestima

Kod kronié¢nih bolesti dolazi do kro-
nicne aktivacije imunoloskog sustava.
Tu se najcesce ubrajaju kroni¢ne bubrez-
ne bolesti, kronic¢ne infekcije, Secerna
bolest, teske traume, autoimune bolesti
(reumatoidni artritis), Chronova bolest
te maligne bolesti. Za anemiju prouzro-
cenu kroni¢nim sistemskim bolestima
karakteristi¢ne su niske razine Zeljeza u
plazmi uz nisku saturaciju transferirna
usprkos visokim ili normalnim zalihama
Zeljeza u organizmu (Ganz i Nemeth,
2006.).

Kod kroni¢nih, ali i akutnih upalnih
stanja, dolazi do pojacane ekspresije
hepcidina pod utjecajem IL-6, aktivina B,
IL-1-alfa, IL-1-beta te lipopolisahardaza.
Najvedi utjecaj na ekspresiju hepcidina
u upalnim stanjima ima IL-6. To je
dokazano na pokusima s miSevima
- miSevi s delecijom gena za IL-6 u
izazvanim upalnim stanjima nisu
pokazivali poja¢anu ekspresiju hepcidina
(Nemeth, 2004.).

Interleukin-6 djeluje kao proupalni
citokin i kao protuupalni miokin. U
upalnim stanjima izluc¢uju ga T-stanice
i makrofagi i na taj nacin stimuliraju
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upalni odgovor, a potice sintezu PG,
(prostanglandin ) u hipotalamusu
i povisuje tjelesnu temperaturu. U
miSicima i masnom tkivu stimulira
stvaranje energije. IzIucuju ga i osteoblasti
te stimuliraju formaciju osteoklasta, i
glatki misi¢i krvnih zila. Interleukin-6
stimulira upalne procese mnogih bolesti
- Secerna bolest (Kristiansen i Madrup-
Poulsen, 2005.), ateroskleroza (Dubinski
i Zdrojewicz, 2007.), depresija (Dowlati,
2010.), Alzheimerova bolest, sistemski
lupus (Tackey i sur., 2004.), multipli
mijelom (Gado i sur., 2000.), karcinom
prostate, Bechetova bolest (Hirohata i
Kikuchi, 2012.), i reumatoidni artritis
(Nishimoto, 2006.). Interleukon-6 se
veZze za povrsinski citokinski receptorski
kompleks tipa 1 koji se sastoji od IL 6R
alfa lanca (CD126) i gpl30 signalne
komponente (CD130). Vezuéi se za
kompleks IL-6 aktivira transdukcijsku
kaskadu  JAK/STAT  (engl.  Janus
kinase/signal ~ transducer —and  activator
of transcription proteins) (Heinrich i
sur.,, 1998.). Na humanom je modelu
dokazano da i primjena rekombinantnog
IL-6 dovodi do sniZene razine Zeljeza
i povecane koncentracije hepcidina u
urinu.

Eritropoetska aktivnost
i hipoksija suprimiraju
ekspresiju hepcidina

Ekspresija hepcidina smanjena je u
stanjima anemije, hipoksije i primjene
eritropoetina (EPO) (Nicolas i sur., 2002.,
Vokurka i sur., 2006.). Eritrocitima je
potrebno Zeljezo koje se ugraduje u
hem za transport kisika. Bez zeljeza
sazrijevanje eritrocita je onemoguceno i
nastaje mikrocitna hipokromna anemija.
Veéina Zeljeza potjee iz razgradenih
eritrocita iz retikuloendotelnog sustava.

Pojacana eritropoeza je fizioloski
odgovor na hipoksiju. Glavni regulator
pojacaneeritropoezejeeritropoetin (EPO).

Snizena koncentracija kisika u tkivima
uglavnom se registrira u bubrezima,
koji kao odgovor na hipoksiju i anemiju
pojacano izlucuju EPO. Eritropoietin se
veZze za receptore na povrsini prekursora
eritrocita i time sprjeava apoptozu i
inducira proliferaciju i diferencijaciju
u eritrocite (Youssoufian i sur., 1993.).
Regulator supresije ekspresije hepcidina
kao odgovora na pojacano izlucivanje
EPO u organizmu jos$ nije identificiran
(Park i sur., 2006.).

Glavni ¢imbenici pojacane eritropoeze
u stanjima hipoksije su HIF proteini
(engl.  Hypoxia-inducible  transcription
Factors). Hypoxia-inducible transcription
l-alfa veZe se za pojaciva¢ EPO gena i
aktivira njegovu ekspresiju, a suprimira
i ekspresiju hepcidina vezudi se za
promotor hepcidina (Peyssonnaux i sur.,
2007.).

Hepcidin i regulacija zeljeza u
beta- talasemijama

Beta-talasemija je najces¢i nasljedni
oblik kod ljudi. Nastaje zbog poremecene
ekspresije  beta lanca hemoglobina.
Anemija je mikrocitna. Nastaje zbog
hemolize, povecane destrukcije eritrocita
i skra¢enog Zivota eritrocita. Medutim,
glavni uzrok mortaliteta i morbiditeta je
opterecenje organizma Zeljezom. U osoba
s beta-talasemijom primjena transfuzije
krvi, pojacana eritropoeza i smanjenje
razina hepcidina pojacavaju apsorpciju
zeljeza (Gardenhi, 2007.).

Terapijske mogucnosti
lije¢enja anemije regulacijom
hepcidina

Napredak u razumijevanju uloge
hepcidina u kontroli homeostaze Zeljeza
dovodi do novih mogucnosti lijeCenja
u stanjima sa snizenim ili povisenim
razinama zeljeza u organizmu.
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U  hereditarnoj = hemokromatozi
povecane razine Zeljeza posljedica
su jako niskih vrijednosti hepcidina.
Kratki polipeptidni lipofilni peptidi
- minihepcidini, oponasaju ulogu
hepcidina i primjenjuju se peroralno.

Antagonisti hepcidina mogli bi biti
korisni u lije¢enju leukemija s poviSenim
razinama hepcidina (Fung i sur., 2013.).
Hepcidinska  protutijela  blokiraju
vezanje hepcidina za FPN1 i povecavaju
klirens hepcidina u majmuna (Xiao i
sur., 2010.).

U Dbeta-talasemijama kod misSeva
primjena injekcija transferina dovodi
do povecanja ekspresije hepcidina i
smanjenja razine EPO, ¢ime dolazi do
smanjenja anemija (Li i sur., 2010.).
Pokazalo se da heparin primijenjen in
vitro i in vivo smanjuje razine hepcidina
vezudi se za BMP6 (Poli, 2011.). Inhibicija
ekspresije hepcidina moze se postidi
i djelovanjem na STAT3 signalni put.
Inhibitor STAT3 fosforilacije smanjuje
ekspresiju hepcidina u misSeva (Zhang
i sur., 2011.). Antagonist IL-6 receptora
snizava i visoke razine hepcidina
(Kawabata i sur., 2007., Fatih, 2010.).

Klinicka ispitivanja
povezanosti hepcidina i
zeljeza

Zeljezo je esencijalni mineral za pre-
zivljavanje stanica reguliran peptidnim
hormonom hepcidinom. Njegov utjecaj
na odredene bolesti izravno je povezan
s metabolizmom Zeljeza ili sekundarno
u odnosu na osnovne bolesti. Genetska
promjena utjeCe na koncentraciju hepci-
dina u serumu, $to moze dovesti do pre-
opterecenja Zeljeza u tkivima, kao Sto je
ustanovljeno kod hemokromatoze gdje se
pojavljuje nepravilna sinteza hepcidina.
Genetska neravnoteza Zeljeza je i Zeljezo-
refraktorna anemija, u kojoj se serumska
koncentracija hepcidina povecava, one-
mogujuéi protok ekstra- i intra-celular-
nog Zeljeza.

Tijekom patogeneze odredene bolesti,
stres koji rezultira oksidacijom, kao i
povecanje upalnih citokina, utjecu na
transkripciju HAMP gena da generira
sekundarnu anemiju zbog povecanja
serumske koncentracije hepcidina. Jos ne
postoji lijek koji bi inhibirao ili pojacao
transkripciju ~ hepcidina  uglavnom
zbog citotoksi¢nosti opisane u in vitro
modelima. PredloZeni terapeutski ciljevi
su jos uvijek u ranim fazama klinickih
ispitivanja. Reichert i sur. (2017.)
opisuju glavni put sistemske i genetske
regulacije hepcidina, kao i njegov utjecaj
na poremecaje vezane uz metabolizam

Zeljeza.
Hepcidin  kao glavni regulator
metabolizma  Zeljeza ima glavnu

ulogu u transportu Zeljeza kroz epitel
duodenuma, S§to ovisi o kisikom
reguliranom  faktoru transkripcije,
hipoksija- induciranom faktoru 2a (>
HIF-2a). Lee (2010.) potaknut prijasnjim
istrazivanjima koja pokazuju da je
duofenski HIF-2a reguliran hepcidinom,
Sto ukazuje da taj transkripcijski faktor
nije reguliran samo kisikom ve¢ i
Zeljezom, u svom istrazivanju je dokazao
da hepcidin i crijevni HIF-2a imaju
vaznu ulogu tijekom preopterecenja
Zeljezom, kod sistemskog nedostatka
Zeljeza i anemije (Lee, 2019.). Hepcidin
postupno postaje klju¢an u klinickoj
praksi za dijagnozu i pracenje velikog
broja bolesti. Njegove biokemijske i
strukturne znacajke zakomplicirale su
i odgodile stjecanje standardiziranog
kvantitativnog testa (Wolff i sur., 2018.)
te oteZzavaju razvoj metoda za njegovo
odredivanje.

Genetski defekti u  signalizaciji
Zeljeza  prema  hepcidinu  dovode
do “hepcidinopatija” od nasljedne
hemokromatoze do refraktorne
anemije. Ti su poremecaji prouzroceni
nedostatkom ili suviskom hepcidina.
Disregulacija hepcidina je patogeni
kofaktor u anemijama s neucinkovitom
eritropoezom i anemijama prouzrocenim
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upalama. Eksperimenti na predklini¢kim
zivotinjskim modelima dokazuju da se
za lije¢enje ovih stanja moZe upotrijebiti
odgovaraju¢a doza hepcidina. To je
potaknulo istraZivanja na podrudju
terapije anemija. Do sada je identificirano
nekoliko hepcidin agonista i antagonista
hepcidina, kao i induktori i inhibitori
njegove ekspresije. Neki od njih se i
dalje razvijaju i trenutno se ocjenjuju
u Kklinickim ispitivanjima (Katsarou i
Pantopoulos, 2018.).

Anemije kod kroni¢nih bolesti (ACD)
i anemije zbog deficita Zeljeza (IDA) su
dva najraSirenija oblika anemije koji
su medusobno povezani. Hepcidin,
novo uvedeni biomarker za procjenu
statusa zeljeza, je homeostatski regulator
metabolizma Zeljeza. Cheng i sur. (2011.)
su istrazivali pojavu hepcidina kod
anemija kroni¢nih sistemskih bolesti.
Ustanovili su da su razine serumskog
hepcidina u skupinama bolesnika bile
statisticki razlicite, od visoke do niske
razine. Mahajan i sur. (2017.) istrazivali
su koncentracije hepcidina i drugih
uvrijeZenih parametara Zeljeza da se
procijeni koli¢ina Zeljeza u djece s ACD i
IDA, a identificirali su i djecu s ACD koja
su razvila deficit Zeljeza (ID).

Cinjenica da ljudi moraju uravno-
teziti svoju potrebu za zeljezom zbog
moguce Stete poznata je vec¢ nekoliko
stoljeca, ali su molekularni mehanizmi
regulacije Zeljeza poznati u posljednja
dva desetlje¢a, pri ¢emu je najvaznije
bio otkri¢e glavnog regulatornog hor-
mona hepcidina iz jetre. Prebacivanjem
feroportina u enterocite i makrofage,
hepcidin pokazuje preciznu kontrolu
nad apsorpcijom i raspodjelom Zelje-
za izmedu tkiva. Ekspresija hepcidina
regulirana je niskim statusom Zeljeza i
aktivnom eritropoezom te povecanom
koncentracijom Zzeljeza kod infekcije i/
ili upale. Ovaj mehanizam objasnjava
etiologiju anemije kod kroni¢ne infekci-
je. Farmaceutske kompanije aktivno ra-
zvijaju agoniste i antagoniste hepcidina

u borbi protiv preopterecenja Zeljezom
i anemija. U globalnom zdravstvenom
kontekstu otkrice hepcidina daje novo
svjetlo na svjetski najrasireniji problem
mikronutrijenata, deficit Zeljeza i poslje-
di¢no anemiju (Prentice, 2017.).
Funkcionalni  nedostatak  Zeljeza
posljedica je anemije prouzrocene
upalom (AlI). Nedostatak zeljeza, bez
obzira na anemiju, ima Stetan utjecaj
na kvalitetu zivota tako da je lijecenje

opravdano.  Terapeutske  strategije
ukljuc¢uju lijeCenje osnovne bolesti,
suplementaciju  Zeljeza i strategiju

preraspodjele Zeljeza. Podrobniji uvid
u patofiziologiju Al doveo je do razvoja
novih lijekova koji djeluju na upalne
citokine i uvodenje novih formulacija
zeljeza. Otkrice da hormon hepcidin
ima kljuénu regulatornu ulogu u Al
stimulira razvoj nekoliko terapeutskih
pristupa prema funkciji ovog peptida,
¢ija povecana koncentracija u upali
uzrokuje zadrzavanje Zeljeza u stanicama
i tkivima. Osim patofizioloskih koncepata
i dijagnosti¢kih pristupa za Al, u svom
su radu Petzer i sur. (2018.) razmatrali
aktualne smjernice za nadomjesne
terapije Zeljezom s posebnim naglaskom
na prednosti, ogranicenja i nerijeSena
pitanja koja se odnose na oralno i
parenteralno suplementiranje Zeljeza u
kroni¢nim upalnim bolestima. Nadalje,
istrazivali su kako terapije koje imaju za
cilj lijecenje bolesti koje su dovele do Al
mogu utjecati na anemiju i raspravljali
su o pojavljivanju antagonizirajucih
hepcidina, za koje se trenutacno vode
pretklinicka ili klini¢ka ispitivanja.
Hepcidin je nedavno identificiran kao
akutno fazni protein s antimikrobnom i
regulatornom funkcijom u metabolizmu
zeljeza. Fry i sur. (2004.) su pokazali
interes za razvoj dijagnostickog testa
za mjerenje hepcidina u pasa. Ciljevi
njihovog istraZzivanja bili su kloniranje
i sekvenciranje gena pseceg hepcidina
i prikupljanje preliminarnih podataka
o ulozi hepcidina u pasa. Filogenetska
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analiza pokazala je da je humani
hepcidin bio sli¢niji hepcidinu pasa
nego hepcidinu glodavaca. U pasa, kao
i u judi, hepcidin se najviSe sintetizira u
jetri, a otkriveno je da se manje koli¢ine
hepcidina sintetiziraju i u bubrezima
i pluénom tkivu pasa. Rezultat ovog
istrazivanja uspostavio je osnovu za
bududa istrazivanja pseceg hepcidina.
Autori navode da psi mogu biti dobar
model za istrazivanje uloge hepcidina u
ljudi.

Fryisur. (2004.) istraZivali su hepcidin
kao protein akutne faze s antimikrobnim i
regulatornim funkcijama u metabolizmu
Zeljeza. Smatraju da hepcidin moze biti
kljuéni posrednik u anemiji kronic¢nih
bolesti. Bili su zainteresirani za razvoj
dijagnostickog  testa za  mjerenje
hepcidina u pasa. Filogenetska analiza
pokazala je da je humani hepcidin
homologniji onom u pasa nego u
glodavaca. U pasa, kao i u ljudi, hepcidin
se najviSe nalazi u jetri. Western blot
je pokazao bistru traku od priblizno 9
kDa, u skladu s pro-hepcidinom. Slabije
pojavljivanje hepcidina je otkriveno u
psec¢im bubrezima i plu¢ima.

Fryisur. (2009.)ispitivalisu ekspresiju
gena u jetri pasa s eksperimentalno
induciranim nedostatkom Zeljeza (ID).
Pretpostavili su da bi ID rezultirao
smanjenjem ekspresije hepcidina gena,
a mozda i promijenjenom ekspresijom
drugih gena povezanih s metabolizmom
zeljeza. Ucinili su biopsiju jetre u tri psa
prije indukcije ID-a, u to¢ki maksimalnog
ID-a, i nakon ID-a. Identificirali su
gene koji su imali najmanje dvostruku
promjenu kao odgovor na ID. Cetiri
gena su odabrana za daljnju analizu
reverznom transkriptazom PCR (RT-
PCR).

Psi s ID-om izrazito su smanjili
ekspresiju gena za hepcidin (prosjecno
smanjenje za 40 puta za jednu sondu i
> 100 puta za drugu sondu) i povecanu
ekspresiju gena receptora transferina
(srednje povecanje od 7 puta). Blago

je smanjena i ekspresija gena “slicnog
kalretikulinu” i gena nepoznate funkcije.
Rezultati RT-PCR analize bili su u skladu
s nalazima mikromreze. Promjene u
ekspresiji gena hepcidina i receptora
transferina bile su u skladu s nalazima.
Smanjenje ekspresije gena identificiranog
kao “slicno kalretikulinu”, iako nije
statisticki znacajno, bilo je u skladu s
nalazima drugih istrazivaca koji smatraju
da Zeljezo ima ulogu u ekspresiji
kalretikulina.

U veterinarskoj medicini hiperferiti-
nemija je ¢esto promatrana u pasa kod ra-
zlicitih bolesti (npr. histiocitarni sarkom
i autoimunosna hemoliticka anemija)
bez dokaza o preopterecenju Zeljezom.
Mehanizam nastanka hiperferitemije jo$
uvijek nije u potpunosti poznat. Anemija
prouzrocena upalom naziva se anemija
kronicne bolesti (ACD), a eksperimental-
no izazvana ACD je poznata kao uzrok
blage hiperferitinemije. Gotovo sva ova
ispitivanja bila su zasnovana na kratko-
trajnim akutnim upalama. Smatra se da je
hepcidin, protein koji se uglavnom proi-
zvodi u hepatocitima, klju¢ni regulator
otpustanja zeljeza iz retikuloendotelnih
stanica (RECs), a njegovo pojavljivanje je
povezano s ACD.

Chikazawa i sur. (2013.) su
pretpostavili da u slucaju dugotrajne
ACD, hepcidin povecava nakupljanje
Zeljeza u RES wuzrokujudi povedanje
koli¢ine feritina u serumu u razlicito
vrijeme. U istrazivanju autori su
koristili pse¢i model s ponavljanjem
supkutanog davanja terpetinskog ulja
svaka tri dana u razdoblju od 42 dana
(15 injekcija) i na taj su nacin inducirali
uvjete dugotrajne upale. Redovito su
pracene promjene koncentracije feritina
u serumu. Hipoproliferativna anemija,
nakupljanje Zzeljeza u koStanoj srzi i
hipoferemija, koje su karakterizirane
s ACD, primije¢eni su kod davanja
terpentinskog ulja injekcijama. SadrZzaj
Zeljeza u jetri, hepcidina i koncentracija
feritina u serumu se povecavaju odmah
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nakon aplikacije terpentina, ali se kasnije
vradaju u normalne vrijednosti. Ovi
rezultati pokazuju da eksperimentalno
izazvana  dugotrajna ACD  moze
prouzrociti hipoproliferativhu anemiju
bez neprekidnog povecavanja hepcidina
bez sistemskog preopterecenja Zeljezom.
Iz toga se zakljucilo da kroni¢na upala
ne moze znatno doprinijeti povecanju
hiperferitinemije.

Mikrocitna anemija je uobicajena u
pasa s kongenitalnim portosistemskim
Santom (cPSS) i obicno se povlaéi 7
nakon kirurSke intervencije. Medutim,
patofiziologija mikrocitne anemije ostaje
slabo shvacdena. Hepcidin je imao klju¢nu
ulogu u kontroli transporta Zeljeza u ljudi 8
i zivotinja te u posredovanju u anemiji
upalnih bolesti u ljudi. Uloga hepcidina u
razvoju mikrocitne anemije u pasa s cPSS 9.
nije ispitana.

Da bi se ustvrdilo smanjuje li se
razina hepcidina, dok broj crvenih 10
krvnih stanica (RBC) i prosjecni
volumen eritrocita (MCV) raste u pasa
nakon kirurskog zahvata Frowde i sur.
(2014.) su 18 pasa s potvrdenim cPSS
podvrgnuli  operativnom  zahvatu.
IzvrSena su mjerenja RBC-a, MCV-a i
razine hepcidina prije i poslije operacije.
Doslo je do znacajnog povecanja RBC i

MCV, dok je koli¢ina hepcidina ostala 1
nepromijenjena, stoga ovo istrazivanje
nije dokazalo da je neregulirana
proizvodnja hepcidina povezana s |,
anemijom u pasa s cPSS.

14,
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Hepcidin is a peptide hormone and the
main regulator of iron metabolism in the
body. It was discovered in human serum
and urine in 2000 and named liver expressed
antimicrobial protein-1 (LEAP-1). Research
of antimicrobial peptides in relation to
inflammatory response was conducted by
Tomas Ganz. He named the protein hepcidin
as it is produced by the liver and also has
antimicrobial properties. The mouse model
has been used in numerous studies on the role
of hepcidin and its excretion regulation. It has
also been shown that the synthesis of hepcidin
is greatly stimulated by inflammation or iron
overload. Hepcidin detection in serum and
other body fluids is performed by the ELISA
assay and mass spectrometry. The hepcidin
concentrations in plasma measured by ELISA
and by mass spectrometry are in correlation.
ELISA assay is the most favourable method
for the detection and measurement of
hepcidin in low concentrations in fluids,
whereas mass spectrometry is a more
suitable measurement method for the
active form of hepcidin. Chronic anaemia,
sideropenic anaemia, malignant diseases,
hereditary hemochromatosis, and ineffective

erythropoiesis can all disrupt hepcidin
secretion. Therefore, hepcidin concentrations
may have significant relevance in the diagnosis
and treatment of iron imbalance. Improving
the knowledge of the role of hepcidin in
iron haemostasis can lead to new treatment
possibilities in cases of increased or decreased
iron concentrations. Hepcidin has recently
been identified as an acute phase protein
with antimicrobial and iron regulatory roles.
Many researchers have contributed to the
development of diagnostic testing to assess
canine hepcidin concentrations, with research
focusing on cloning and sequencing the genes
that regulate canine hepcidin production.
Phylogenetic studies have revealed that
human hepcidin is more similar to canine
than murine hepcidin. In dogs, as in humans,
hepcidin is predominantly produced in the
liver. In dogs, it has been detected in kidneys
and in the lungs. Based on this review article,
a new foundation has been laid for novel
research of canine hepcidin. The dog could
serve as a suitable model to elucidate the role
of human hepcidin.
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