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1. UVOD

1.1. ZELJEZO U ORGANIZMU

Elementi u tragovima vazni su za rast, obavljanje metaboli¢kih procesa u tijelu i
normalnu funkciju Zivih bic¢a. Jedan od znacajnijih elemenata u toj skupini je zeljezo. Ono
ima vaznu ulogu u mnogim bioloSkim procesima u organizmu, ukljucujuéi transport kisika,
stanicni rast i metabolizam energije. (1)

Najvise Zeljeza u organizmu nalazi se u hemoglobinu, primarnom proteinu za prijenos
kisika od pluca do tkiva. Jetra je glavno skladiste Zeljeza, a manji dio se pohranjuje u slezeni
1 u misi¢ima gdje sudjeluje u stvaranju mioglobina. Mioglobin igra klju¢nu ulogu u
skladistenju 1 oslobadanju kisika u mi§i¢nim stanicama tijekom fizi¢ke aktivnosti. (2)

Zeljezo primarno unosimo hranom, a preporu¢ena dnevna koli¢ina iznosi 5 — 20 mg. U
organizmu se nalazi oko 58 — 78 mmol (3,5 — 4,5 g) zeljeza. Razliciti ¢imbenici utjecu na
apsorpciju zeljeza u crijevima, pa hrana treba sadrzavati dovoljno zZeljeza kako bi se
zadovoljile dnevne potrebe organizma. Njegove vrijednosti u serumu znac¢ajno variraju pa su
tako koncentracije ujutro ¢ak do 70% vece nego navecer. Razlikuju se s obzirom na spol i
dob pacijenta. (1)

Nedostatak Zeljeza u tijelu moze dovesti do sideropeni¢ne anemije, stanja u kojem je
smanjena sposobnost prijenosa kisika zbog smanjene proizvodnje hemoglobina. To moze biti
uzrokovano razli¢itim ¢imbenicima, poput nedovoljnog unosa Zeljeza hranom, gubitka krvi
zbog menstruacije, smanjene apsorpcije Zeljeza u crijevima ili povecane potrebe za zeljezom
tijekom trudnoce. NajceS¢i simptomi su: vrtoglavica, umor, bljedilo koze, smanjena
koncentracija 1 ubrzan rad srca. (3)

Stanje u kojem je organizam preopterecen zeljezom bez oStec¢enja tkiva naziva se
hemosideroza. Hemokromatoza je stanje u kojem tijelo akumulira previse zZeljeza iz vise
razloga, koje se talozi u jetri, srcu i gusterac¢i. To moze dovesti do oStec¢enja tih organa 1
kona¢no dovesti do ozbiljnih zdravstvenih problema poput zatajenja srca, ciroze jetre i

dijabetesa. (1)



1.1.1. Metabolizam Zeljeza

Uneseno Zeljezo se apsorbira u stanicama tankog crijeva, uglavnom u dvanaesniku 1
pocetnom dijelu jejunuma. Zeljezo se reducira iz trovalentnog, netopivog oblika (Fe3*) u
dvovalentni, topivi oblik (Fe?*) uz pomo¢ enzima citokrom B. Zeljezo u obliku Fe?* prolazi
kroz membranu uz pomo¢ dvovalentnog metalnog transportera 1 (DMT1), koji se nalazi na
vanjskoj povrsini stanice crijeva. Nakon ulaska u enterocite, jedan dio Zeljeza se oksidira u
Fe** i vezuje na feritin. Dio Fe?" u enterocitima prenosi se u cirkulaciju pomocu transportera
feroportina 1 (FPN1), gdje se kasnije i oksidira u Fe3*. (4)

Transferin je u organizmu prisutan u dva oblika, ovisno je li za njega vezano Zeljezo.
Apotransferin je neaktivna forma u plazmi (bez zeljeza). Jedna molekula apotransferina ima
dva vezujuc¢a mjesta za zeljezo. Vezanjem zeljeza za slobodna mjesta na molekuli, formira
se kompleks holotransferin koji moZe prenositi Zeljezo u tijelu. Saturacija transferina je omjer
izmedu koli¢ine Zeljeza za koju je vezan transferin i ukupne koli¢ine transferina u krvi. (5)

Zeljezo se skladidti u dva oblika, kao feritin i hemosiderin. Feritin je protein
molekularne mase 440 kDa te je sastavljen od 24 podjedinice teskih i lakih lanaca. Feritin se
nalazi najviSe u koStanoj srzi, skeletnim misi¢ima, jetri i slezeni, a moze vezati tri do Cetiri
tisuée atoma Zeljeza u obliku Fe’' i oslobadati ga u tijelu prema potrebama. Kada razina
zeljeza u tijelu poraste, feritin veze visSak Zeljeza i skladisti ga u obliku feritina u stanicama.
Kada je u organizmu manjak zeljeza, feritin se razgraduje i tako oslobada zeljezo.
Hemosiderin je netopljiv u vodi i nalazi se takoder u stanicama slezene, kosStane srzi i jetre.
1)

Izlucivanje Zeljeza iz organizma odrzava ravnotezu u tijelu i primarno se odvija putem
gastrointestinalnog sustava, pri ¢emu se uklanja neapsorbirano Zeljezo iz hrane. U Zena je

ipak znacajniji put gubitka zeljeza menstruacija. (2)

1.1.2 Regulacija homeostaze Zeljeza

Hepcidin je peptidni hormon graden od 25 aminokiselina kojega izluc¢uju hepatociti.

Ovaj hormon je glavni regulator homeostaze zZeljeza u organizmu koji kontrolira unos,



uporabu i skladiStenje zeljeza. Kada je Zeljezo u suvisku, hepcidin se pretjerano izlucuje iz
hepatocita, te tako ograniava daljnju apsorpciju i oslobadanje Zeljeza iz zaliha. U slucaju
kada je razina Zeljeza sniZena, hepatociti smanjuju proizvodnju hepcidina, Sto povecava unos
zeljeza u plazmu. Hepcidin djeluje tako da inhibira feroportin, protein koji omogucuje izlazak
zeljeza iz stanica u plazmu. (6,7)

Transferinski receptori TFR1 i TFR2 zajedno s membranskim proteinom HFE djeluju
kao senzori za Zeljezo koje se nalazi izvan stanice. Niska razina Zeljeza poti¢e njihovu
aktivnost povecavajuci apsorpciju Zeljeza iz crijeva i njegovo oslobadanje iz pohranjenih
rezervi u jetri. (8)

TFR1 ima visok afinitet za protein transferin koji transportira zeljezo u krvi. Kada se
zeljezo veze za transferin nastaje holotransferin koji se veze za TFR1 na stani¢noj membrani.
Taj kompleks ulazi u stanicu gdje se holotransferin razgradi i1 Zeljezo se oslobodi. TFR2 ima
sloZeniju ulogu od TFR1, a posebno je vazan u jetri gdje sudjeluje u regulaciji homeostaze
zeljeza. Djeluje kao receptor za transferin, a sudjeluje 1 u regulaciji hepcidina. Aktivacija
TFR2 moze rezultirati povecanom ekspresijom hepcidina, S$to dovodi do smanjenja

apsorpcije Zeljeza iz crijeva 1 smanjenja njegove dostupnosti u krvi. (8)
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1.2. HEMOKROMATOZA

Hemokromatoza je nasljedna bolest koja se prenosi autosomno recesivno, uzrokujuci
prekomjerno nakupljanje zeljeza u organizmu. Prvi ju je opisao francuski lijecnik Trousseau
1865. godine, nazivajuci ju ,,broncani dijabetes®, zbog postojanja dijabetesa, pigmentirane
ciroze jetre i1 bronCane koze. NesSto kasnije, 1889. godine, njemacki patolog Von
Recklinghausen je uveo pojam ,.,hemokromatoza®. Engleski lije¢nik Sheldon je 1935. godine
u knjizi ,Hemokromatoza“ opisao ovu bolest kao urodeni metabolicki poremecaj,
promijenivsi dotadasnje misljenje da je bolest uzrokovana pretjeranom konzumacijom

alkohola. (9,10)

1.2.1. Klasifikacija hemokromatoze

Postoji nekoliko tipova hemokromatoze, od kojih su neki nasljedni, dok su drugi
posljedica drugih stanja ili bolesti. Sekundarne hemokromatoze mogu se javiti kao posljedica
drugih bolesti ili stanja, poput anemije uzrokovane nedostatkom Zzeljeza, talasemije,
kroni¢nih bolesti jetre ili ponavljaju¢ih transfuzija krvi. Svaki od ovih tipova zahtijeva

razliite pristupe lijeCenju 1 upravljanju. (11)

Tip 1 nasljedne hemokromatoze je klasicni tip bolesti, a povezuje se s genom HFE.
Z2a95% slucajeva su odgovorne homozigotne C282Y 1 heterozigotne C282Y/H63D mutacije.

Ovaj tip bolesti karakterizira prekomjerna apsorpcija zeljeza iz hrane. (11)

Tip 2 nasljedna hemokromatoza ili juvenilna hemokromatoza dijeli se na tip 2A i tip

2B. (11)

Tip 2A hemokromatoze uzrokovan je mutacijama gena HJV (od engl. hemojuvelin),
¢iji protein ima vaznu ulogu u regulaciji metabolizma zeljeza, posebno u regulaciji

izlu€ivanja hepcidina. Mutacije u genu HJV ometaju normalnu funkciju hemojuvelina, Sto



moze rezultirati prekomjernom apsorpcijom zeljeza iz crijeva i nakupljanjem u razli¢itim
tkivima 1 organima tijela. (12)

Tip 2B hemokromatoze uzrokovan je mutacijama gena HAMP (od engl. hepcidin
antimicrobial peptide). Mutacije u genu HAMP mogu dovesti do smanjene proizvodnje
hepcidina ili smanjene aktivnosti, §to rezultira nesputanom aktivno§¢u FPN i transporta

zeljeza. (12)

Tip 3 nasljedne hemokromatoze je uzrokovan mutacijom gena 7FR2 (od engl.
transferrin receptor 2 gene) koji se nalazi na kromosomu 7q22. lako rijedak, moze
uzrokovati poremecaj u regulaciji interakcije izmedu kompleksa zeljezo — transferin i
njegovog receptora. To dovodi do smanjenja transkripcije gena HAMP i rezultira smanjenom

proizvodnjom hepcidina. (11)

Tip 4 nasljedne hemokromatoze povezan je s heterozigotnim mutacijama gena
SLC40A1 (od engl. solute carrier family 40 member 1). Ovaj gen kodira protein feroportin
za izluCivanje Zeljeza iz tjelesnih stanica. Mutacije u genu SLC40A41 mogu dovesti do
smanjene funkcije feroportina ili promijeniti njegovu sposobnost transportiranja Zeljeza, $to

rezultira pove¢anom apsorpcijom i nakupljanjem Zeljeza u tijelu. (11)

1.3. GEN HFE

Gen HFE se nalazi na kratkom kraku kromosoma 6 (6p21.3) 1 sudjeluje u regulaciji
apsorpcije zeljeza iz crijeva. Mutacije u genu HFE mogu poremetiti proces regulacije, $to
dovodi do prekomjerne apsorpcije Zeljeza iz crijeva 1 nakupljanja Zeljeza u organizmu. (1)

Dvije mutacije u genu HF'E, koje se najceS¢e povezuju s nasljednom hemokromatozom
su C282Y 1 H63D. Mutacija C282Y dovodi do zamjene aminokiseline cisteina s tirozinom
na poziciji 282 proteina HFE. Kada je ova mutacija prisutna u homozigotnom obliku, veéi je

rizik od razvoja teskih oblika bolesti. (13)



Mutacija H63D uzrokuje zamjenu aminokiseline histidina s aspartatom na poziciji 63
proteina HFE te takoder doprinosi razvoju hemokromatoze, ali manje od mutacije C282Y.
(13)

Mutacija S65C, u kojoj dolazi do zamjene aminokiseline serina i cisteina na poloZaju

65 u proteinu HFE je rijetka, ali takoder moze biti povezana s nasljednom hemokromatozom.

(14)

1.4. EPIDEMIOLOGIJA HEMOKROMATOZE

Nasljedna hemokromatoza je naj¢es¢i nasljedni poremecaj u populacijama europskog
podrijetla, a prevalencija varira medu razli¢itim etnickim skupinama. Mutacija C282Y, koja
se smatra glavnim uzrokom ove bolesti, datira iz otprilike 4000 godina pr. Kr. i
najrasprostranjenija je u sjevernoj Europi, posebno medu populacijama irskog 1
skandinavskog podrijetla. Hemokromatoza se rijetko javlja medu ljudima azijskog, africkog
i latinoameri¢kog podrijetla te stanovnicima Pacifickih otoka. (15)

Istrazivanje provedeno u Hrvatskoj u razdoblju od 2003. do 2008. godine obuhvatilo
je 175 pacijenata koji su bili primljeni na Odjelu za gastroenterologiju KBC Rijeka sa
sumnjom na hemokromatozu, te kontrolnu skupinu koju je ¢inilo 350 zdravih darivatelja krvi.
Istrazivanje je pokazalo da je 20% ispitanika imalo genetske varijante povezane s

hemokromatozom. (16)

1.5. KLINICKA SLIKA HEMOKROMATOZE

Hemokromatoza je nasljedna bolest karakterizirana nakupljanjem zeljeza u jetri jer krv
koja sadrzava zeljezo prvenstveno prolazi kroz jetru. Nakon znacajnog nakupljanja zeljeza u

jetri, moZze do¢i 1 do nakupljanja u drugim organima, poput srca i endokrinih organa. Klini¢ka



slika moZze varirati ovisno o tezini bolesti, stupnju nakupljanja Zeljeza, dobi bolesnika i
prisutnosti drugih zdravstvenih stanja.

Iako lije¢nici sve viSe prepoznaju ovu bolest, ona ponekad ostaje nedijagnosticirana.
Kod vecine oblika ne — HFE hemokromatoze simptomi se ne javljaju do adolescencije ili
mlade odrasle dobi, dok kod hemokromatoze povezane s genom HFE simptomi se mogu
pojaviti tek izmedu 30. — 40. godine u muskaraca i 40. — 50. godine u Zena. Ova razlika medu
spolovima najvjerojatnije je posljedica menstruacije i gubitka zeljeza tijekom trudnoce. (5)

Rani simptomi mogu ukljucivati umor, slabost, bol u desnom gornjem kvadrantu
abdomena, simptome zatajenja srca ili dijabetes. Nakupljanje Zeljeza u zglobovima moze
uzrokovati oSte¢enje hrskavice i upalu zglobova, §to moze dovesti do boli i otjecanja. (17)

Nakupljanje Zeljeza u srcu moze smanjiti kontraktilnosti sr¢anog misica, ostetiti srcani
miSi¢ 1 povecati rizik za fibrilaciju atrija ili ventrikularnu aritmiju. U teZim slucajevima,
nakupljanje Zeljeza moze dovesti do zatajenja srca. (18)

Ostecenje gusterace za posljedicu moze imati smanjenu proizvodnju inzulina, §to moze
dovesti do povecane razine glukoze u krvi 1 razvoja dijabetesa. (18)

Jedan od karakteristicnih znakova hemokromatoze je promjena boje koze. Bolesnici
mogu razviti broncanu ili sivkastu pigmentaciju koZe, posebno na izloZenim podrucjima kao
Sto su vrat, lice i ruke, obicno u kasnijoj fazi bolesti. Sumnja na bolest se postavlja kod pojave

nekih od navedenih simptoma, kao i kod nalaza povecane jetre, posebno uz prisutnost ciroze.

(18)

1.6. DIJAGNOSTIKA HEMOKROMATOZE

Hemokromatoza se Cesto dijagnosticira slu¢ajno i ostane neprimije¢ena u ranim
fazama. Dijagnosticki postupak ukljucuje niz koraka koji omogucuju lije¢nicima utvrdivanje
prisutnosti prekomjernog zeljeza u tijelu i procjene stupnja ostecenja organa. (5)

Kod sumnje na hemokromatozu potrebno je napraviti detaljnu pretragu medicinske

povijesti pacijenta i njegove obitelji. Zatim se napravi fizicki pregled pacijenta gdje se mogu



utvrditi karakteristi¢ni znakovi bolesti kao §to su bron¢ana pigmentacija koze te povecana
jetra ili slezena. (19)

Klju¢ni dio dijagnostike hemokromatoze je laboratorijsko testiranje krvi, odnosno
biokemijske analize razina zeljeza, feritina, transferina, nezasi¢enog kapaciteta vezanog
zeljeza (UIBC) te ukupnog kapaciteta vezanja zeljeza (TIBC). Inicijalni test je zasi¢enost
transferina (TSAT), veca ili jednaka 45%, koja se racuna po formuli: serumsko zeljezo/TIBC
x 100. (5)

Povecana razina feritina najvaznija je pretraga kod dijagnostike hemokromatoze, ali je
bitno iskljuciti druge uzroke povecana feritina, poput akutne upale, metabolickog sindroma,
alkoholizma i izrazene citolize. Razine feritina ve¢e od 200 ng/ml u Zena te 250 ng/ml u
muskaraca ukazuju na preopterec¢enje organizma zeljezom. (17)

U slucaju postojanja sumnje na hemokromatozu, a biokemijske pretrage su potvrdile
poviSene vrijednosti feritina 1 zasi¢enost transferina ve¢u od 45%, za potvrdu dijagnoze
indicirano je geneticko testiranje. NajceS¢e koriStena metoda za geneticko testiranje
hemokromatoze je RT — PCR (engl. real — time polymerase chain reaction). Dijagnoza
bolesti potvrduje se ukoliko se molekularno dokaZe postojanje mutacija C282Y, H63D i/ili
S65C. Ako kod pacijenta postoji sumnja na nasljednu hemokromatozu, ali rezultati
genotipizacije gena HFE su negativni, provodi se testiranje na ne — HFE mutacije, najcesce
direktnim sekvenciranjem DNA po Sangeru. Druga koriStena metoda je sekvencioniranje
novije generacije (NGS, od engl. next gemneration sequencing), koja omogucuje brze i
ucinkovitije sekvenciranje cijelog genoma ili ciljanih dijelova genoma. (20)

Biopsija jetre omogucuje direktno ispitivanje tkiva radi procjene razine Zzeljeza i
prisutnosti fibroze te za isklju¢ivanje drugih jetrenih abnormalnosti. Iako se ova metoda prije
smatrala najboljom metodom za dijagnozu hemokromatoze, danas su je zamijenile
neinvazivne pretrage poput ultrazvuka, kompjutorizirane tomografije i magnetske rezonance
koje pomazu u procjeni stupnja oSte¢enja organa i pra¢enju progresije bolesti. (19)

Za bolesnike s hemokromatozom bitno je redovno testiranje na komplikacije povezane
s ovom boles¢u poput dijabetesa, problema sa zglobovima ili sr¢anih problema. To moze
ukljucivati testiranje razine glukoze u krvi, elektrokardiogram (EKG) ili druge kardioloske

pretrage. (18)



1.7. LIJECENJE HEMOKROMATOZE

Lijecenje hemokromatoze temelji se na smanjenju razine zeljeza u tijelu kako bi se
sprijecile komplikacije 1 ocuvalo zdravlje. Primarno lijecenje ukljucuje terapijsku
venepunkciju flebotomiju, kako bi se smanjila koli¢ina Zeljeza u organizmu. Provodi se
jednom do dva puta tjedno, u pacijenata s poviSenim razinama serumskog feritina (>500
ng/ml) ili zasi¢enjem transferina vec¢im od 45% te dokazanog nakupljanja Zeljeza u
parenhimskim organima. (20)

Postupak se temelji na izazivanju anemije, smanjenjem razine zeljeza u tijelu
uklanjanjem viSka crvenih krvnih stanica, pri ¢emu se pacijentima redovito prati razina
zeljeza prije 1 nakon venepunkcije kako se ne bi izazvala ozbiljna anemija (vrijednosti
hemoglobina trebaju biti vece od 110 g/L). Tijekom jednog postupka ukloni se 500 mL pune
krvi koja sadrzava oko 200 do 250 mg zeljeza. (11)

Ucestalost flebotomije ovisi o stanju pacijenta te koliko dobro podnosi terapiju. U
pocetku se flebotomija ¢es¢e provodi dok razina feritina u krvi ne postigne vrijednosti od 50
do 150 ng/ml. Kada se postignu ciljane vrijednosti, provodi se flebotomija odrzavanja kako
bi se odrzala razina feritina oko 50 ng/ml i saturacija transferina ispod 40% te sprijecilo
ponovno nakupljanje Zeljeza. (12)

Mnogi simptomi hemokromatoze mogu se poboljsati flebotomijom. MozZe se
stabilizirati bolest jetre, poboljsati sr¢ana funkcija i smanjiti pigmentacija koze. Medutim,
nece pomoc¢i kod ve¢ postojeceg dijabetesa, ciroze i ostecenja zglobova. (12)

Eritrocitafereza je postupak kojim se uklanja visak eritrocita, a time i viSak Zeljeza u
pacijenata s hemokromatozom. Ovaj postupak je ograni¢en cijenom i dostupnoScu te je stoga
flebotomija ¢eS¢a metoda lijecenja. Razlikuje se od flebotomije po tome $to se uklanjaju
samo crvene krvne stanice, dok se ostali sastojci (plazma) vracaju u tijelo pacijenta. (17)

Kelacija zeljeza je postupak koji ukljucuje primjenu kelacijskih agensa koji se vezuju
za viSak zeljeza 1 omogucuju njegovo izlu¢ivanje preko bubrega ili probavnog sustava.
Najbolji kelator je deferoksamin koji je jako skup, a ima dosta znacajnih nuspojava. Iako
kelacija Zeljeza moze biti korisna u odredenim sluc¢ajevima hemokromatoze, obi¢no se koristi

kao alternativa ili dodatna terapija u sluCajevima kada flebotomija nije moguéa ili nije



dovoljno ucinkovita, a najcesc¢e u nestabilnih pacijenata s nasljednom ili sekundarnom
hemokromatozom. (17)

Bolesnici s hemokromatozom trebaju ograniCiti unos vitamina C jer on poboljSava
apsorpciju Zeljeza iz hrane. Stoga, pacijenti trebaju izbjegavati namirnice poput agruma,
bobicastog voca i paprike. Kalcij koji se nalazi u mlije¢nim proizvodima i fitati koji se nalaze
u mahunarkama i cjelovitim zitaricama mogu inhibirati apsorpciju Zeljeza iz hrane i tako
pomoc¢i u smanjenju apsorpcije zeljeza. Vazno je da se bolesnici pridrZzavaju uravnotezene

prehrane i redovito bave tjelesnom aktivnoscu. (21)
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2. CILJ RADA

Ciljevi ovog rada su:

1. Prikupiti 1 analizirati rezultate biokemijskog testiranja krvi pacijenata sa sumnjom na
hemokromatozu, ¢iji su uzorci testirani u Zavodu za medicinsko laboratorijsku dijagnostiku
Klini¢kog bolnickog centra Split u razdoblju od 2014. do 2023. godine.

2. Prikupiti i analizirati rezultate molekularnog testiranja pacijenata (mutacije u genu HFE)
na Odjelu za molekularnu patologiju na Klinickom zavodu za patologiju, sudsku medicinu 1
citologiju u razdoblju od 2014. do 2023. godine.

3. Usporediti dobivene podatke s podacima iz literature i procijeniti znacenje laboratorijske

dijagnostike u dijagnostici i lijeCenju hemokromatoze.
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3. ISPITANICI I METODE

U ovo istrazivanje ukljuceno je 179 pacijenata, kod kojih je postojala sumnja na
dijagnozu nasljedne hemokromatoze, u razdoblju od sije¢nja 2014. godine do prosinca 2023.
godine. Na Zavodu za medicinsko laboratorijsku dijagnostiku Klinickog bolni¢kog centra
Split prikupljeni su podatci o vrijednostima feritina, Zeljeza i saturaciji transferina. Podatci
su prikupljeni iz laboratorijskog informatickog sustava (LIS). Na Odjelu za molekularnu
patologiju na Klinickom zavodu za patologiju, sudsku medicinu i citologiju prikupljeni su
nalazi pacijenata koji su pristupili molekularnom testiranju mutacija u genu HFE. Iz
istrazivanja su iskljuceni svi pacijenti kojima su nedostajali podatci u LIS-u. Prikupljeni
podatci statisticki su analizirani u programu Microsoft Excel.

Za ovo istrazivanje dobivena je suglasnost Etickog povjerenstva KBC-a Split (Klasa:

520-03/24-01/114; Ur. broj: 2181-147/01-06/LJ.Z.-24-02).
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4. REZULTATI

U razdoblju od 2014. do 2023. godine, 179 pacijenata pristupilo je molekularnom
testiranju na hemokromatozu. Na Odjelu za molekularnu patologiju Klinickog zavoda za
patologiju, sudsku medicinu i citologiju prikupljeni su nalazi svih pacijenata, kojima je
napravljena molekularna dijagnostika mutacija u genu HFE. Nadalje, na Zavodu za
medicinsko laboratorijsku dijagnostiku Klinickog bolni¢kog centra Split prikupljeni su

njihovi podatci o vrijednostima feritina, saturaciji transferina i zeljeza.

4.1 UCESTALOST GENOTIPOVA U GENU HFE

Kod obradenih pacijenata prisutno je sedam mutacija u genu HFE, kao i genotip kod
koje nema mutacije odnosno normalni ili divlji tip (engl. wild type). Najzastupljeniji je
genotip u genu HFE divlji tip (49,72%), dok je najslabije zastupljen C282Y homozigot
(1,68%). Ucestalost mutacija u genu HF'E prikazan je u tablici 1.

Tablica 1. Ucestalost genotipova mutacija u genu HFE (N=179)

Genotip Broj ispitanika (N) Postotak (%)
C282Y homozigot 3 1,68%
H63D homozigot 10 5,59%
C282Y heterozigot 6 3,35%
H63D heterozigot 52 29,05%
S65C heterozigot 10 5,59%
H63D/C282Y slozeni 5 2,79%
heterozigot
S65C/H63D slozeni 4 2,23%
heterozigot
bez mutacije u HFE (wt) 89 49,72%

wt — divlji tip gena
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4.2 DOB ISPITANIKA I GENOTIPOVI HFE

Tablica 2. Usporedba dobi ispitanika s genotipom u genu HFE

C282Y | H63D | C282Y | H63D S65C | H63D/ S65C/ wt
homo homo het het het C282Y H63D HFE
slozeni het | sloZeni het
Broj/ 3 10 6 52 10 5 4 89
vrijednosti
Minimum 39,00 33,00 26,00 25,00 25,00 | 40,00 55,00 26,00
25. kvartil 39,00 37,50 38,75 45,00 40,50 | 44,50 55,25 45,50
Medijan 46,00 53,00 59,50 58,50 58,00 | 55,00 58,00 58,00
75. kvartil 59,00 67,50 71,50 68,50 63,00 | 58,00 66,00 68,00
Maksimum | 59,00 69,00 76,00 91,00 68,00 | 61,00 68,00 87,00
Raspon 20,00 36,00 50,00 66,00 43,00 | 21,00 13,00 61,00
Srednja 48,00 51,50 55,67 56,02 52,30 | 52,00 59,75 56,47
vrijednost
Standardna 10,15 14,22 18,70 16,86 15,22 | 7,94 5,91 14,13
devijacija
Standardna | 5,86 4,5 7,64 2,34 4,81 | 3,55 2,96 1,5
pogreska
srednje
vrijednosti

homo- homozigot, het- heterozigot, wt- divlji tip
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Slika 2. Graficki prikaz odnosa dobi ispitanika i1 genotipova u genu HFE (homo —

homozigot, het — heterozigot, wt — divlji tip gena)
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4.3 RAZINE FERITINA I GENOTIPOVI HFE

Tablica 3. Usporedba vrijednosti feritina s genotipom u genu HFE

C282Y | H63D | C282Y | H63D | S65C | H63D/ S65C/ wt HFE
homo homo het het het C282Y H63D
slozeni het | slozeni het

Broj/ 3 10 6 52 10 5 4 89
vrijednosti
Minimum | 44,00 25,00 477,0 36,00 32,00 | 52,00 216,0 20,00
25. kvartil | 44,00 226,0 810,0 308,0 155,3 | 87,50 333,8 225.5
Medijan 432,0 478,5 1044 611,5 619,5 | 228,0 815,5 475,0
75. kvartil | 1827 831,3 2317 1014 1327 | 677,5 1235 1020
Maksimum | 1827 1049 3341 3270 3436 | 915.0 1332 5114
Raspon 1783 1024 2864 3234 3404 | 863,0 1116 5094
Srednja 767,7 502,6 1467 762,7 | 953,8 | 351,6 794,8 752,9
vrijednost
Standardna | 937,7 348,8 1040 664,3 1137 | 3473 468,1 846,0
devijacija
Standardna | 541,4 110,2 424,7 92,17 359,5 | 1553 234,1 89,7
pogreska
srednje
vrijednosti

homo- homozigot, het- heterozigot, wt- divlji tip
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Slika 3. Graficki prikaz odnosa vrijednosti feritina i genotipa u genu HFE (homo —

homozigot, het — heterozigot, wt — divlji tip gena)
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4.4 VRIJEDNOSTI SERUMSKOG ZELJEZA 1 GENOTIPOVI HFE

Tablica 4. Usporedba vrijednosti Zeljeza s genotipom u genu HFE

C282Y | H63D | C282Y | H63D | S65C | H63D/ S65C/ wt HFE
homo homo het het het C282Y H63D
slozeni het | slozeni het

Broj/ 3 10 6 52 10 5 4 89
vrijednosti
Minimum | 28,00 7,000 11,00 3,000 | 20,00 | 31,00 16,00 5,000
25. kvartil | 28,00 14,75 19,25 18,25 22,75 | 31,00 18,25 17,00
Medijan 38,00 25,00 28,00 25,50 | 24,50 | 35,00 25,50 23,00
75. kvartil | 42,00 38,50 38,00 34,00 31,75 | 40,50 26,00 33,00
Maksimum | 42,00 46,00 47,00 54,00 64,00 | 43,00 26,00 73,00
Raspon 14,00 39,00 36,00 51,00 | 44,00 | 12,00 10,00 68,00
Srednja 36,00 26,10 28,50 26,69 | 29,30 | 35,60 23,25 25,61
vrijednost
Standardna | 7,21 12,61 12,18 10,79 13,12 | 5,08 4,86 11,48
devijacija
Standardna | 4,16 3,99 4,97 1,5 4,15 2,27 2,43 1,22
pogreska
srednje
vrijednosti

homo- homozigot, het- heterozigot, wt- divlji tip

18



Fe [pmol/L]

Slika 4. Graficki prikaz odnosa vrijednosti Zeljeza i genotipova u genu HFE (homo —

homozigot, het — heterozigot, wt — divlji tip gena)
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4.5 VRIJEDNOSTI SATURACIJE TRANSFERINA I GENOTIPOVI

HFE

Tablica 5. Usporedba vrijednosti saturacije transferina s genotipom u genu HFE

C282Y | H63D | C282Y | H63D | S65C | H63D/ S65C/ wt
homo homo | het het het C282Y He63D HFE
slozeni het slozeni het
Broj/ 3 10 6 52 10 5 4 89
vrijednosti
Minimum | 61,00 16,00 52,00 12,00 36,00 | 54,00 32,00 12,00
25. kvartil | 61,00 23,50 54,25 35,00 41,50 | 61,00 34,00 31,00
Medijan 90,00 44,50 | 62,50 52,00 55,00 | 72,00 42,00 49,00
75 kvartil | 93,00 63,00 | 92,00 70,75 81,75 | 77,50 58,25 64,50
Maksimum | 93,00 96,00 | 92,00 95,00 96,00 | 81,00 63,00 98,00
Raspon 32,00 80,00 | 40,00 83,00 60,00 | 27,00 31,00 86,00
Srednja 81,33 46,50 | 69,33 53,77 60,30 | 69,80 44,75 49,71
vrijednost
Standardna | 17,67 24,39 18,11 22,86 21,92 | 10,01 13,15 21,99
devijacija
Standardna | 10,20 7,71 7,39 3,17 6,93 | 4,48 6,58 2,33
pogreska
srednje
vrijednosti

homo- homozigot, het- heterozigot, wt- divlji tip
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Slika 5. Graficki prikaz odnosa vrijednosti saturacije transferina i genotipova u genu

HFE (homo — homozigot, het — heterozigot, wt — divlji tip gena)
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5. RASPRAVA

U ovom radu sudjelovalo je ukupno 179 pacijenata, kojima je dijagnosticirana
hemokromatoza u KBC Split izmedu 2014. do 2023. godine, bolest prekomjernog
nakupljanja zeljeza. Prikupljeni su podatci o dobi pacijenta, molekularnim testiranjima te
biokemijskim nalazima feritina, Zeljeza 1 saturacije transferina. Molekularna testiranja su
provedena radi analize prisutnosti mutacija C282Y, H63D i S65C u HFE genu. Na temelju
biokemijskih nalaza napravljene su statisticke analize, koje su obuhvatile minimum, 25.
percentilu, medijan, 75. percentilu, maksimum i raspon biokemijskih parametara za svaki
genotip.

Najzastupljeniji genotip u skupini ispitanika (tablica 1.) je genotip bez mutacijana HFE
genu (divlji tip), prisutan u 89 ispitanika (49,72%), dok heterozigoti H63D ¢ine 29,05% (52
ispitanika), dok H63D homozigoti i S65C heterozigoti ¢ine po 5,59% (10 ispitanika). C282Y
heterozigoti su zastupljeni s 3,35% (6 ispitanika), dok H63D/C282Y slozene heterozigote
¢ini skupina od 5 ispitanika (2,79%), a slozene S65C/H63D heterozigote ukupno 4 ispitanika
(2,23%). Najmanje zastupljen genotip u ovom istrazivanju je C282Y homozigot (1,68%).

Medijan dobi za razli¢ite genotipove (tablica 2.) pokazuje razlike: za C282Y
heterozigote iznosi 59,50, a za H63D heterozigote 58,50, dok za S65C heterozigote,
S65C/H63D sloZzene heterozigote te skupinu bez mutacija iznosi 58 godina. SloZeni
heterozigoti H63D/C282Y imaju medijan dobi od 55 godina, H63D homozigoti 53 godine, a
C282Y homozigoti 46 godina.

U dijagnozi hemokromatoze poviSene razine feritina mogu ukazivati na prisutnost
bolesti. Statisticka analiza feritina (tablica 3.) pokazuje referentne vrijednosti za muskarce
(30 — 300 ng/mL) i Zene (10 — 100 ng/mL). Vrijednosti feritina ispitivane skupine variraju
od 20,00 do 5114 ng/mL. Srednja vrijednost feritina je najviSa u C282Y heterozigota (1467
ng/mL), a slijede S65C heterozigoti (953,8 ng/mL) i slozeni S65C/H63D heterozigoti (794,8
ng/mL). Sve srednje vrijednosti feritina premasuju referentne vrijednosti.

Referentne vrijednosti zeljeza za zene su 8 — 30 pmol/L, a za musSkarce 11 — 32 umol/L.
Dobivena minimalna vrijednost zeljeza je 7,00 pmol/L kod H63D homozigota, dok je

maksimalna 73,00 umol/L u ispitanika bez mutacija HFE. Najvisu srednju vrijednost Zeljeza
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imaju C282Y homozigoti (36,00 pmol/L). Srednje vrijednosti zeljeza kod C282Y
homozigota i slozenih H63D/C282Y heterozigota prelaze referentne vrijednosti (tablica 4.).

Saturacija transferina, koja normalno iznosi 20 — 50%, takoder je analizirana (tablica
5.). Dobivena minimalna vrijednost za ispitanike je bila 12%, a maksimalna 98%. NajviSu
srednju vrijednost saturacije transferina imaju C282Y homozigoti (81,33%). ViSe saturacije
od referentnih vrijednosti zabiljezene su u C282Y homozigota, slozenih H63D/C282Y
heterozigota, C282Y heterozigota, S65C heterozigota i H63D heterozigota.

Na temelju prikupljenih i analiziranih podataka o pacijentima s hemokromatozom u
KBC Split izmedu 2014. 1 2023. godine, uocene su znacajne varijacije u prisutnosti mutacija
na genu HFE te biokemijskim pokazateljima poput feritina, zeljeza i saturacije transferina.
Najzastupljeniji genotip medu ispitanicima bio je divlji tip, dok su najrjedi bili C282Y
homozigoti.

U Hrvatskoj je provedeno i istrazivanje 175 pacijenata sa sumnjom na hemokromatozu,
koji su bili primljeni u KBC Rijeka u razdoblju od 2003. do 2008. godine. Svim pacijentima
su napravljene biokemijske pretrage te su dobivene visoke vrijednosti zeljeza, saturacije
transferina 1 feritina. Od ukupnog broja pacijenata, njih 35 (20%) imalo je mutaciju u genu
HFE, dok 71 ispitanik (40%) nije imao mutaciju u genu HFE, a u naSem istrazivanju 49,72%.
Istrazivanje je pokazalo da je 7,4% ispitanika bilo homozigotno za C282Y (u nasem
istrazivanju 1,68%), dok je 6,3% bilo heterozigotno za C282Y i H63D (u naSem istrazivanju
2,79%). Od ukupnog broja ispitanika iz Rijeke njih 5,7% bilo je homozigotno za H63D, dok
ih je 0,6% bilo heterozigotno za C282Y i S65C. Analiza klinickih i laboratorijskih podataka
pokazala je da su homozigoti za C282Y imali vecu ucestalost klinickih simptoma i vise razine
biokemijskih parametara u usporedbi s ostalima. (16) Ove razlike mogu se objasniti razli¢itim
uzorkom ispitanika: u Rijeci su to bili pacijenti hospitalizirani na Odjelu za
gastroenterologiju, a u naSem ispitivanju pacijenti koji su bili upuéeni na laboratorijsku
obradu zbog sumnje na hemokromatozu.

U razdoblju od 1991. do 1994. godine u Danskoj je provedeno istrazivanje, u kojem je
sudjelovalo 9174 ispitanika. Pacijentima su napravljene biokemijske pretrage kako bi se
ispitale razine Zeljeza, saturacije transferina i feritina te molekularno testiranje kako bi se

otkrila mutacija na genu HFE. Rezultati istraZivanja su pokazali da su razine Zeljeza, feritina
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1 saturacije transferina u ispitanika bile povisene u usporedbi s referentnim vrijednostima.
Ukupno 6135 pacijenata (66,9%) nije imalo mutaciju u genu HFE (divlji tip), dok je 1881
(20,5%) bilo H63D/divlji tip, a 158 (1,7%) bilo H63D/H63D. Nadalje, 846 pacijenata (9,2%)
bilo je C282Y/divlji tip, 131 pacijent (1,4%) bio je heterozigotan na C282Y/H63D, a 23
pacijenta (0,25%) bila su homozigotna za C282Y. (22) Razlike u rezultatima dobivenim u
nasim istrazivanjima i onima iz istrazivanja provedenog u Danskoj mogu se pripisati
podrijetlu ispitanika (sjeverna Europa vs juzna Europa) i znatno ve¢em broju ispitanika iz
Danske (9174 vs 179).

Dobiveni rezultati potvrduju vaznost molekularne i biokemijske dijagnostike u
otkrivanju i prac¢enju hemokromatoze. Takoder naglasavaju potrebu za interdisciplinarnim i
individualiziranim pristupom u lijeCenju 1 upravljanju pacijentima s hemokromatozom,
uzimajuéi u obzir specificne genotipove i1 biokemijske profile, kako bi se optimiziralo

lijecenje 1 poboljsala kvaliteta Zivota oboljelih.
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6. ZAKLJUCAK

Na temelju prikupljenih podataka od 179 bolesnika u KBC Split izmedu 2014. 1 2023.
godine, uocene su varijacije gena HFE 1 vrijednosti biokemijskih pokazatelja poput feritina,
zeljeza 1 saturacije transferina kod pacijenata s hemokromatozom. Naj¢es¢i genotip bio je
divlji tip (49,72%), dok su najrjedi bili C282Y homozigoti (1,68%).

Statisticke analize pokazale su poviSene srednje vrijednosti feritina (502,6 - 1467
ng/mL), zeljeza (23,25 - 36 umol/L) i saturacije transferina (44,75% - 81,33%) kod odredenih
genotipova HFE, §to naglasava vaznost molekularne 1 biokemijske dijagnostike u
dijagnosticiranju i pra¢enju hemokromatoze. Rezultati isticu potrebu za individualiziranim
pristupom lijecenju, prilagodenim specificnim genotipovima i biokemijskim profilima, kako

bi se poboljsala kvaliteta zivota pacijenata.
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