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1. UVOD



1.1. HOMEOSTAZA ZELJEZA
1.1.1. Zeljezo u ljudskom organizmu i apsorpcija Zeljeza

Zeljezo je esencijalni staniéni element koji je prisutan u tragovima, a igra kljuénu ulogu
u raznim fizioloSkim procesima u ljudskom tijelu. Prvenstveno je ukljucen u transport kisika,
energetski metabolizam 1 stani¢nu proliferaciju, a njegova je prisutnost bitna za funkciju
hemoglobina, mioglobina i brojnih enzima (1, 2). Odrasla osoba u prosjeku u svom organizmu
ima 2-4 g zeljeza (3). Oko 65% ukupnog zeljeza u ljudskom tijelu nalazi se u hemoglobinu
unutar eritrocita, gdje olakSava prijenos kisika iz plu¢a u tkiva (4). Preostalo Zeljezo distribuira
se medu razli¢itim organima i tkivima, ukljucuju¢i mioglobin u miSi¢nim vlaknima (10%),

makrofage (14%) te pohranu u jetri (6%) i koStanoj srzi (5%) (4, 5) (slika 1).

Prehrambeni izvori Zeljeza kategorizirani su u dva oblika: hemsko 1 anorgansko zeljezo.
Hemsko Zzeljezo, koje potjeCe iz hemoglobina i mioglobina u namirnicama Zzivotinjskog
podrijetla, najlakSe se apsorbira, u rasponu od 15% do 35%, te najvise pridonosi ukupnoj
koli¢ini apsorbiranog Zeljeza dok anorgansko Zeljezo dolazi iz namirnica biljnog podrijetla, ali

se slabije apsorbira (6, 7).

ZELJEZO

Duodenum
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Slika 1. Prikaz raspodjele Zeljeza u organizmu (autorska slika).




Za sintezu novih eritrocita potrebno je oko 20-25 mg Zeljeza dnevno, a veéina Zeljeza
(90%) se pribavalja recikliranjem starih eritrocita (8). Dakle, zeljezo se u cirkulaciju otpusta iz
duodenalnih enterocita koji u uravnotezenom stanju apsorbiraju 1-2 mg Zeljeza dnevno, a
ostatak iz makrofaga koji recikliraju stare eritrocite (9). Proces apsorpcije zeljeza iz hrane koja
je glavni izvor Zeljeza moze se podijeliti u tri faze: 1) apsorpcija Zeljeza 2) transport unutar
enterocita 1 3) skladiStenje i prijenos izvan enterocita. Proces apsorpcije odvija se u
dvanaesniku, gdje ferireduktaza, duodenalni citokrom b (DcytB) na apikalnoj membrani
enterocita reducira Fe(ll1) u Fe(ll), koje se potom prenosi u citoplazmu putem transportera
dvovalentnih metala 1 (DMT-1, engl. divalent metal transporter 1) (10, 11). Nakon ulaska u
stanicu zeljezo koje se ne izlu¢i moze se pohraniti u feritinu, unutarstanicnom proteinu
sastavljenom od 24 podjedinice koji moze oksidirati i pohraniti do 4500 atoma Fe(III) Zeljeza.
Citosolna razgradnja feritina dovodi do potpunog oslobadanja zeljeza, dok lizosomalna
razgradnja stvara hemosiderin i §titi od toksi¢nosti Zeljeza (12). Nadalje, transport Zeljeza preko
bazolateralne membrane enterocita u krvotok obavlja se preko nosaca feroportina 1 (FPN1),
gdje se ponovno oksidira u Fe(ll) oblik uz djelovanje ferooksidaze hefestina (13, 14,15) (slika
2).
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Slika 2. Transport zeljeza preko enterocita (autorska slika).

Zeljezo ima bitnu ulogu u razli¢itim fizioloski procesima te se pojavljuje u razliitim
oksidativnim stanjima. U normalnim, fizioloskim uvjetima pojavljuje se u trovalentnom obliku
(Felll) u kojem je stabilno, ali slabo topljivo u vodi, pa se veZe na proteine poput transferina
kako bi se osigurala topljivost i bioraspoloZivost te omogucio siguran transport u redoks-
neaktivnom stanju koje nije toksi¢no (16). Kod sistemskog optereCenja zeljezom ukupni
kapacitet vezanja Zeljeza je premasen zbog masivnog priljeva iz crijeva ili iz eritrocitima
preopterecene jetre i slezene te se pojavljuje labilno plazmatsko Zeljezo, odnosno zeljezo koje
nije vezano za transferin (NTBI, engl. non-transferin binding iron) (17, 18). Takva vrsta Zeljeza
posebno je reaktivna i moze doprinijeti oksidativnom oSte¢enju stvaranjem reaktivnih kisikovih
vrsta (ROS, engl. reactive oxygen species) Fentonovom reakcijom, pri ¢emu Zeljezo reagira s
vodikovim peroksidom i dovodi do stvaranja hidroksilnih radikala (19). Takoder, stani¢no
zeljezo koje se pojavljuje u dvovalentnom obliku (Fell), topljivo je u vodi i visoko reaktivno
kada dosegne patoloske razine te moze dovesti do stvaranja ROS-a putem Fentonove reakcije

(20, 21). Visak zeljeza i ROS mogu uzrokovati oSteCenje stanica, stani¢nu smrt i zatajenje



organa, prvenstveno utjeCuci na jetru, srce, guSteracu, Stitnjacu i srediS$nji ziv€ani sustav (16,
22, 23).

1.1.2. Prijenos Zeljeza: transferin

Transferin je monomerni plazmatski glikoprotein koji ima ulogu u prijenosu i isporuci
zeljeza u ciljna tkiva i organe, ali djeluje i kao ¢imbenik rasta i diferencijacije razlicitih vrsta
stanica (24). Njegovo primarno mjesto sinteze je jetra, ali moze biti sintetiziran i u Sertolijevim
stanicama testisa, oligodendrocitima, ependimalnim stanicama koroidnog pleksusa i
endotelnim stanicama mozdanih kapilara (24, 25).

Tri glavne uloge transferina su: odrzanje topljivosti trovalentnog zeljeza u fizioloskim
uvjetima, regulirani prijenos Zeljeza i unos u stanice, te odrzavanje trovalentnog zeljeza u
redoks-neaktivnom stanju kako bi se sprije¢io nastanak ROS (26). Vaznu ulogu u vezanju i
otpustanju zeljeza od transferina imaju pH, temperatura, kelatorski i anionski utjecaj te
interakcija s transferinskim receptorima (27). U ve¢ spomenutim uvjetima nekontroliranog
nakupljanja i preoptere¢enja zZeljezom, nadmaSuje se kapacitet transferina Sto dovodi do
stvaranja potencijalno toksi¢nog Zeljeza, NTBI. Takvo Zeljezo uklanja se iz plazme putem jetre
i drugih organa pri cemu moze dovesti do patoloskih stanja nakupljanjem u tim organima (28).
Transferin u serumu moze biti u obliku bez vezanog zZeljeza (apo-Tf, apotransferin), s vezanim
jednim ionom zeljeza ili dva iona Zeljeza (holo-Tf, holotransferin) (29) (slika 3). Transport
Zeljeza u stanice u procesu zvanom transferinski ciklus strogo je reguliran te se odvija preko
transferinskih receptora (30). Postoje 2 vrste receptora, transferinski receptor tipa 1 (TfR1) i
transferinski receptori tipa 2 (TfR2). Proces transporta zapocinje vezanjem transferina za
receptore, slijedi unos transferina preko procesa endocitoze te otpuStanje Zeljeza iz proteina
smanjenjem pH unutar endosoma (31). TfR1 je membranski glikoprotein koji ima dvije
podjedinice od 90 kDa povezane disulfidnom vezom, a svaka je sposobna na sebe vezati po
jednu molekulu transferina (32). Njegova ekspresija je prisutna u niskim razinama u vecini
normalnih stanica dok se visoka ekspresija opaza u stanicama s povecanom potrebom za
zeljezom, poput trofoblasta posteljice i eritroidnih progenitora, zbog velike potrebe za Zeljezom
u sintezi hema (33). U procesu unosa transferina preko TfR1, Zeljezom zasi¢eni holotransferin
veze se za TfR1, a kompleks se internalizira putem klatrinom posredovane endocitoze. U kiseloj
sredini endosoma, Fe(l11) se odvaja od transferina i reducira u Fe(ll) pomoc¢u metaloreduktaza
poput STEAP3 (engl. six transmembrane prostate protein 3), a zatim se transportira u citosol

putem DMT1. Kompleks apo-Tf/TfR1 zatim se prenosi natrag na stani¢nu povr$inu putem



recikliraju¢eg endosoma, gdje se apo-Tf oslobada u krvotok. Dokazano je da je feritin takoder

ligand za TfR1 (29).

TRANSFERINSKI CIKLUS
Apo- transferm Holo- transferm
Feritin
Transferinski
receptor 1
STEAP3 STEAP3
metaloreduktaza metaloreduktaza
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En‘@ﬂm.ﬁ)mi i E/nd.s.m.
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FeZ*  fe2+ degradacija

Slika 3. Transferinski ciklus (autorska slika).

TfR2 sliéno kao TfR1 veZe transferin u pH ovisnim uvjetima, ali nije reguliran
unutarstanicnom koncentracijom Zeljeza kao TfR1 te je njegova ekspresija najviSe izraZzena u
hepatocitima (34, 35). Nadalje, dokazano je da je TfR2 vazna stavka i sinergisticki djeluje s
eritropoetinskim receptorom u procesu eritropoeze u progenitorskim stanicama, a u jetri
regulira sintezu hepcidina (36). U nasljednoj hemokromatozi uz disfunkcionalni TfR2, jetra
proizvodi skoro dvostruko manje hepcidina zbog ¢ega dolazi do postupnog nakupljanja Zeljeza
u razli¢itim tkivima i organima s njihovim posljedi¢nim oste¢enjem i gubitkom funkcije (37).
U klinic¢koj praksi nedostatak ili visak Zeljeza mjerimo laboratorijskim pokazateljima zeljeza u
koje pripada i transferin, ali i ¢eS¢e se ispituju pokazatelji koji pokazuju kapacitet vezanja
zeljeza na transferin (38).

Ukupni kapacitet vezanja zeljeza (TIBC, engl. total iron binding capacity) je vazan
laboratorijski test za dijagnosticiranje poremecaja metabolizma Zeljeza (39). On ukazuje na

maksimalnu koli¢inu zeljeza potrebnu za zasi¢enje svih dostupnih veznih mjesta na transferinu,
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odnosno pokazuje zasi¢enost transferina zeljezom (39, 40). U fizioloskim uvjetima, u zdrave
osobe samo je jedna trecina transferina zasi¢ena zeljezom, a serumski transferin ima dodatni
kapacitet vezanja kojeg nazivamo nezasi¢eni kapacitet vezanja zeljeza (UIBC, engl.
unsaturated iron binding capacity) (41). U uvjetima kada imamo manjak Zeljeza, udio
nezasi¢enog transferina se povecava te se povecava i TIBC dok se obrnuto dogada u stanjima
preoptereéenosti zeljezom kada se koli¢ina nezasi¢enog transferina smanjuje te su i vrijednosti
TIBC nize (42).

1.1.3. Pohrana Zeljeza: feritin

Feritin kao jedan od najvaznijih proteina za pohranu Zeljeza ima srediSnju ulogu u
metabolizmu Zeljeza te sluzi zadrzavanju Zeljeza u obliku koji je netoksic¢an i dostupan za
koristenje u organizmu (43). Citosolni feritin sastoji se od H i L podjedinica ¢iji se omjer
razlikuje ovisno o vrsti tkiva u kojoj se nalaze te o odgovoru na upalna stanja i ksenobiotsko
optereéenje (44, 45) (slika 4). H podjedinica ima feroksidaznu aktivnost te katalizira oksidaciju
dvovalentnog zeljeza, dok L podjedinica poti¢e mineralizaciju i promet trovalentnog zeljeza
(46). Apoferitin je forma bez Zeljeza koja kao ovojnica ¢ini spremnik oko Zeljeza koje je
pohranjeno kao ferihidrit te skupa ¢ine feritin ili holoferitin (47). U stanjima kada nedostaje
zeljeza, lizosomalnom autofagijom Zeljezo iz citosola prelazi u lizosom u kojem se pomocu

lizosomalne proteaze razgraduje te se oslobada zeljezo (48-50).
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Slika 4. Grada i funkcija feritina (autorska slika).

Iako se smatra citoplazmatskim proteinom, feritin je prisutan i u jezgri razlicitih stanica
kao Sto su neuroni, hepatociti, kornealne epitelijalne stanice i neke stanice raka te u njima sluzi
za opskrbu jezgrenih enzima zeljezom, kao zastita DNA od oksidativnog stresa i u regulaciji
transkripcije (51, 52). Osim §to se smatra i glavnom zalihom zeljeza, feritin je takoder
biokemijski marker upale (43, 53), pri cemu upala poti¢e njegovu sintezu u jetri i otpustanje u
plazmu (54). Takoder je povisen u osoba oboljelih od malignih bolesti te je njegova razina

povezana s tezinom bolesti i lo§ijim ishodima (55).

1.1.4. Sustavna homeostaza Zeljeza

Da bi se razine Zeljeza u organizmu odrzale unutar fizioloskih vrijednosti razvijeni su
mehanizmi homeostaze za kontrolu stani¢nih i ukupnih zaliha zeljeza (56, 57). Tri klju¢na tipa
stanica ukljucena u postnatalnu homeostazu Zeljeza su duodenalni enterociti koji apsorbiraju
zeljezo 1z hrane, makrofagi koji recikliraju Zeljezo iz eritrocita 1 drugih stanica, te hepatociti
koji pohranjuju Zeljezo i mogu ga po potrebi otpustati (58). Zeljezo se cirkulacijom u topljivom,
netoksi¢nom obliku prenosi u ciljne organe pomocu transferina. Pojedine stanice prilagodavaju
apsorpciju zZeljeza vezanog za transferin na temelju vlastitih potreba za zeljezom (26). Veza

izmedu transferina opterecenog zeljezom 1 TfR na povrSini stanice rezultira endocitozom i
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unosom Zeljeza te prijenosom do mitohondrija, gdje se koristi za sintezu hema 1 Zeljezno-
sumpornih klastera, koji su klju¢ni dijelovi nekoliko metaloproteina. Visak Zeljeza se
pohranjuje i detoksicira u citosolnom feritinu (59, 60). Buduci da ne postoji jasan mehanizam
izluCivanja Zeljeza iz organizma, njegova ravnoteza se uglavnom regulira na razini apsorpcije
(61), pri ¢emu dolazi do promjena u stani¢nom metabolizmu, regulaciji gena, aktivaciji
signalnih putova, kontroli stani¢nog ciklusa, diferencijaciji i stani¢noj smrti, a te prilagodbe
posreduju hepcidin, IRE/IRP (engl. iron-responsive element/ iron regulatory proteins) signalni

sustav i HIF2a (engl. hypoxia inducible factor 2a) transkripcijski faktor (62, 63).

Hepcidin, cirkuliraju¢i peptidni hormon koji se uglavnom izlucuje iz jetre, najvazniji je
regulator sistemske homeostaze zeljeza. On regulira koncetraciju zeljeza u plazmi i raspodjelu
zeljeza u tkivima inhibirajudi crijevnu apsorpciju zeljeza, otpustanje recikliranog Zeljeza iz
makrofaga kao i oslobadanje uskladistenog Zeljeza iz jetrenih stanica (64). Hepcidin se veze na
feroportin, jedini do sada utvrdeni prijenosnik Zeljeza iz unutrasnjosti stanice u medustani¢ni
prostor. Feroportin je prisutan na povrsini apsorptivnih enterocita, makrofaga, hepatocita i
stanica placente. Vezanjem hepcidina dolazi do unosa feroportinsko-hepcidinskog kompleksa
u stanicu i razgradnje feroportina. Posljedica toga je smanjen izlazak i povecano nakupljanje
zeljeza u stanici. Posttranslacijska regulacija feroportina pomocu hepcidina tako zaokruzuje
homeostatsku petlju: Zeljezo utjece na sekreciju hepcidina, koji potom kontrolira koli¢inu
feroportina na stani¢noj povrsini (65) (slika 5). Budu¢i da je zeljezo potrebno za niz stani¢nih
funkcija, stalna ravnoteZa izmedu unosa, prijenosa, skladistenja i koriStenja zeljeza kljucna je

za njegovu homeostazu (66).
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Slika 5. Homeostatska regulacija plazmatskog Zeljeza (autorska slika).

1.1.5. Hepcidin

Hepcidin je peptidni hormon graden od 25 aminokiselina koji se preteZzno proizvodi u
hepatocitima. Posrednik je urodenog imuniteta i najvazniji je regulator homeostaze Zeljeza (67)
(slika 6). Inicijalno se stvara kao pre-pro-peptid sastavljen od 84 aminokiseline, koji se
cijepanjem pretvara u prohepcidin sastavljen od 64 aminokiseline. Djelovanjem prohormonske
konvertaze furina nastaje zreli, bioloski aktivni oblik hormona, hepcidin (68). Njegova sinteza
uvelike je posredovana upalom i zalihama Zeljeza u tijelu (69—71). Stani¢ni stres povezan s
izlaganjem toksi¢nim ksenobioticima 1 teSkim metalima takoder potice sintezu hepcidina Sto
ukazuje na njegovu mogucu citoprotektivnu ulogu (72). Suprotno tome, proizvodnja hepcidina
potisnuta je anemijom i hipoksijom (64, 73). U uvjetima potaknute eritropoeze, primjerice
nakon akutnog gubitka krvi, razina hepcidina se snizuje ¢ime se povecava izvoz Zeljeza iz

stanica u plazmu kako bi se podrzala proizvodnja novih crvenih krvnih stanica (74). Patoloski
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povisSene razine hepcidina dovode do hipoferemije te uzrokuju ili doprinose anemijama uslijed
manjka Zeljeza, anemiji kroni¢ne upale, anemiji u kroni¢noj bubreznoj bolesti i anemiji u
malignim bolestima. Nedostatak hepcidina dovodi do preoptereéenja Zeljezom u nasljednoj
hemokromatozi i neucinkovitoj eritropoezi (65, 75). Pokazano je kako neki ¢imbenici, ¢ija
uloga u regulaciji homeostaze Zeljeza nije dokazana, smanjuju ekspresiju hepcidina. Medu
njima valja posebno istaknuti epidermalni ¢imbenik rasta, hepatocitni ¢imbenik rasta, cimbenik
tumorske nekroze (TNF-o, engl. Tumor necrosis factor—a) te spolni hormoni estrogen i
testosteron. (76). U kontekstu uloge hepcidina u prirodenoj imunosti, dokazana je njegova
antibakterijska aktivnost (77). Disulfidne veze koje Cine okosnicu molekule hepcidina imaju
glavnu ulogu u vezanju na unutarstaniénu DNA bakterija te djeluju bakteriostatski na mnoge
gram pozitivne i negativne bakterije (78). Drugi predlozeni mehanizam je da receptori sli¢ni
Tollu (TLR, engl. Toll-Like Receptors) izrazeni na stanicama prirodene imunosti prepoznaju
molekularne obrasce patogenih mikroorganizama (PAMP, engl. Pathogen-Associated.
Molecular Patterns) pri cemu se aktiviraju signalni putevi koji dovode do izlu¢ivanja upalnih
citokina, kemokina, interferona tip 1 i antimikrobnih peptida koji stimuliraju ekspresiju
hepcidina (79, 80). Sto se ti¢e hepcidina koji se proizvodi u upalnim stanjima, tu vaznu ulogu
ima interleukin 6 (IL-6), pleiotropni citokin sa Sirokim rasponom bioloskog djelovana u
imunoloskoj regulaciji, hematopoezi, upali i onkogenezi (81). IL-6 stimulira ekspresiju
hepcidina putem STAT 3 (engl. signal transducer and activator of transcription 3) signalnog
puta (82). Proizvodnja hepcidina u kontekstu prirodenog imunoloskog odgovora na infekcije ili
tijekom upale moze omoguciti smanjenu dostupnost Zeljeza izvanstani¢énim patogenima $to bi
moglo doprinijeti obrani domacina (80, 83).

Osim hepatocita, koji su glavni izvor hepcidina u krvotoku, druge vrste stanica poput
makrofaga 1 adipocita takoder izraZavaju hepcidin mRNA, ali u znatno niZim razinama. Znacaj
takve proizvodnje hepcidina izvan jetre jo$ uvijek nije jasan, ali bi mogao imati ulogu u lokalnoj

regulaciji prometa zZeljeza (75).
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1.1.6. Patofiziologija Zeljeza

Hemokromatoza

Hemokromatozu mozemo definirati kao sistemsko preopterecenje Zeljezom genetskog
podrijetla, uzrokovano smanjenjem koncentracije hepcidina ili smanjenjem vezanja hepcidina
na feroportin (84). To dovodi do povecane apsorpcije Zeljeza u crijevima i nakupljanja
prekomjerne koli¢ine Zeljeza u razli¢itim tkivima i organima $to kona¢no rezultira njihovim
oste¢enjem 1 gubitkom funkcije (85). Nadalje, iako su eritropoetske potrebe potpuno
zadovoljene, enterociti nastavljaju prenositi nepotrebno Zeljezo iz probavljene hrane u krvotok,
umjesto da ga zadrze u obliku feritina §to moze odrazavati primarnu abnormalnost samih
hemokromatoze rezultat je homozigotnih mutacija u HFE genu, koji kodira protein za nasljednu
hemokromatozu (84, 87). Dokazano je da HFE ima vaznu ulogu u regulaciji ekspresije
hepcidina kao odgovor na preopterecenje Zeljezom (88). Takoder osobe s HFE-povezanom
hereditarnom kromatozom imaju smanjenu ekspresiju TfR2 i hemojuvelin (HJV) mRNA koje
kodiraju gene za TfR2 i HJV koji je zaduZen za regulaciju hepcidina (89).

Kod hemokromatoze, visak Zeljeza najprije se o€ituje porastom zasi¢enja serumskog
transferina, a zatim se Zeljezo talozi u tkivnim zalihama, posebice u parenhimu jetre, Sto je
praceno progresivnim poveéanjem serumskog feritina (90). Buduci da su kapaciteti transferina
za vezanje zeljeza zasiceni, takoder dolazi i do stvaranja ve¢ spomenutog Zeljeza koje nije
vezano za transferin, a koje je potencijalno toksi¢no zbog stvaranja kisikovih radikala (91, 92).
Zbog progresivne akumulacije Zeljeza u parenhimnim stanicama jetre, guSterale, srca i
adenohipofize bolest se moze olitovati kao ciroza jetre, hepatocelularni karcinom, Secerna
bolest, seksualna disfunkcija, kardiomiopatija, desktruktivni artritis i generalizirane koZne
pigmentacije (87). Zahvaljujuci sve ranijoj dijagnozi, klasi¢na trijada ciroze, bronc¢ane koze i
Secerne bolesti sada je rijetka kod odraslih s nasljednom hemokromatozom. Naj€es¢i simptomi
pri dijagnosticiranju kod osoba srednje dobi sada su umor, slabost te artralgija koja je ponekad

povezana s hepatomegalijom ili blago povisenim razinama aminotransferaza (86).

Anemija
Anemija je zdravstveno stanje koje karakterizira smanjenje hemoglobina, hematokrita
ili broja eritrocita te je prema veli€ini eritrocita moZzemo podijeliti na makrocitnu, mikrocitnu

ili normocitnu anemiju (93).
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Mikrocitnu anemiju mozemo definirati kao anemiju s MCV-om (prosje¢ni volumen
zeljeza (94). U opcoj populaciji manje Cesti su anemija kroni¢ne bolesti, hemoglobinopatije i
sideroblasti¢na anemija (95). Anemija zbog manjka zeljeza ili sideropeni¢na anemija je
opcenito najCesca vrsta anemije, a glavna etiologija je gubitak krvi zbog menstrualnog ciklusa
ili zbog gastrointestinalnog krvarenja (96). Mjerenje razine feritina u serumu, zasi¢enosti
transferina, topljivih serumskih transferinskih receptora (sTfR, engl. soluble transferrin
receptor), indeksa sTfR i feritina pouzdani su dijagnosti¢ki pokazatelji sideropeni¢ne anemije
(97).

Anemija kroni¢ne bolesti ili anemija uzrokovana upalom druga je najCescéa vrsta anemije
u klini¢koj praksi (98). Cesto se javlja kod osoba s kroni¢nim bolestima i hospitaliziranih
pacijenata te je znaCajan ¢imbenik koji doprinosi pobolu i smrtnosti, pogorSavajuéi simptome
osnovnog upalnog stanja (99). Razvija se kod kroni¢nih upalnih poremecaja kao $to su kroni¢ne
infekcije, maligne ili autoimune bolesti (100). Patofiziologija je multifaktorska i ukljucuje tri
mehanizma: skraceni zivotni vijek eritrocita, oslabljenu proliferaciju eritroidnih progenitorskih
stanica te poremecaje u metabolizmu Zeljeza (99). Citokini i proteini akutne faze igraju klju¢nu
ulogu u patogenezi anemije kroni¢ne bolesti. Promjene homeostaze Zeljeza, posredovane
hepcidinom, uvelike su odgovorne za nastanak ove vrste anemije (101). Proteini akutne faze,
kao $to je hepcidin, zajedno s pro- i protu-upalnim citokinima, utjeCu na procese preuzimanja i
oslobadanja Zeljeza u monocitima i makrofagima, Sto rezultira zadrZavanjem Zeljeza unutar
retikuloendotelnog sustava i sistemskom hipoferemijom. Ovi metaboli¢ki u€inci djelomicno se
postizu modulacijom ekspresije gena za metabolizam Zzeljeza posredstvom citokina ili
induciranjem stvaranja nestabilnih radikala, koji reguliraju posttranskripcijsku regulaciju
stanicne homeostaze Zeljeza. Upalni procesi takoder utjecu na preuzimanje zeljeza od strane
makrofaga putem eritrofagocitoze, dok hepcidin smanjuje oslobadanje Zeljeza iz makrofaga

izravnom interakcijom s klju¢nim proteinom za izvoz zeljeza, feroportinom (102).

Apsolutni manjak Zeljeza povezan je s razvojem sideropeni¢ne anemije, dok je
funkcionalni manjak zeljeza, karakteristiCan za anemiju kroni¢ne bolesti, a osim razlika u
pokazateljima Zeljeza, medu njima postoje razlike i u eritrocitnim pokazateljima kao Sto su prije
spomenuti MCV, zatim MCH (prosje¢na koli¢ina hemoglobina u eritrocitu, engl. mean
corpuscular hemoglobin), MCHC (prosje¢na koncentracija hemoglobina u eritrocitu, engl.
mean corpuscular hemoglobin concentration) te RDW (Sirina distribucije volumena eritrocita,
engl. red blood cell distribution width) (103).
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Anemije koju su prvenstveno posredovane poremecenom ravnotezom hepcidina se
mogu podijeliti na one s viskom hepcidina medu kojima je naj¢es¢a anemija kroni¢ne bolesti,

te na one s manjkom hepcidina medu kojima je najcesca p — talasemija (104).

1.1.7. U¢inci sastojaka hrane na homeostazu Zeljeza

Najvazniji ¢imbenici koji poticu apsorpciju Zeljeza iz hrane su askorbinska kiselina,
mlijec¢na kiselina, aminokiseline i dipeptidi iz zivotinjskog mesa, prisutnost hemskog zeljeza i
alkohol. S druge strane, najznacajniji inhibitori apsorpcije Zeljeza su fitinska Kiselina,
polifenoli, proteini iz soje, mlijeka, i jaja te kalcij (105). Mediteranska prehrana smatra se
prehranom s niskom dostupnoscu zeljeza, Sto znaci da u njoj prevladavaju navedeni inhibitori
apsorpcije u odnosu na induktore apsorpcije zeljeza (106). Nadalje, fitonutrijenti dostupni u
Mediteranskoj prehrani imaju sposobnost prodiranja u stanice i vezanja nestabilnog zeljeza u
stanicama ¢ime se sprje¢ava nastanak lipofuscina, unutarstani¢ne pigmentne granule nastale
oksidativnim o$tecenjem stani¢énih makromolekula (107). Polifenoli iz prehrane i njihova
sposobnost vezanja zeljeza mogu igrati vaznu ulogu u upalnim i imunomodulacijskim
odgovorima makrofaga 1 dendritickih stanica te mogu pridonijeti preoblikovanju crijevne

mikrobiote (108).

1.1.8. Ucinci alkohola i u€inci vina na homeostazu Zeljeza

Poznato je da konzumacija alkohola pogoduje akumulaciji zeljeza u tijelu (109, 110),
ali utjeCe 1 na ostale ¢imbenike koji su uklju€eni u homeostazu Zeljeza. Vecina istraZivanja je
provedena kod bolesnika s alkoholnom bolesti jetre te se utjecaj prekomjerne konzumacije
alkohola o¢ituje u smanjenoj sintezi hepcidina, induciranju povecane ekspresije duodenalnih
proteina DMT-1 i feroportina te povecanju razine feritina (111). Nadalje, pokazano je kako
pojacano izlaganje etanolu inducira ekspresiju receptora za transferin, te se povecava unos
zeljeza vezanog za transferin Sto bi moglo biti jedan od predloZenih mehanizama nakupljanja
zeljeza (112, 113). Alkoholom posredovani oksidativni stres djeluje na parenhimalne stanice
jetre te inhibira transkripciju i sintezu hepcidina (114, 115) kao i na Kupfferove stanice koje
proizvode hepatoprotektivne ili toksi¢ne citokine (116) (slika 7). U populacijskim
istrazivanjima na zdravim osobama, pokazano je kako je povecani unos alkohola povezan s
poveéanjem razine feritina i ukupnog sadrzaja Zzeljeza u tijelu (117, 118). Nadalje, u
istrazivanjima na animalnim modelima, predlozeni mehanizam je da oksidativni stres

posredovan metabolizmom etanola smanjuje transkripciju hepcidina putem C/EBPa (engl.

15



CAATT-Enhancer-Binding Protein) transkripcijskog faktora, $to dovodi do povecanog

transporta zeljeza u dvanaesniku (119-121).
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Slika 7. Prikaz regulacije sinteze hepcidina u jetri a) u normalnim uvjetima b) pod utjecajem

alkohola (autorska slika).

Suprotno prekomjernoj konzumaciji alkohola, umjerena konzumacija alkohola usko je
povezana s nakupljanjem Zeljeza u tijelu i smanjenjem rizika od nastanka anemije zbog

nedostatka Zeljeza, bez istodobnog povecanja rizika od preopterecenja zeljezom (110, 122).
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Vina posjeduju ve¢ prije spomenutu antioksidativnu komponentu, polifenole, koji su u
vecoj mjeri prisutni u crnim nego bijelim vinima (123). Naime, osim antioksidativnih svojstava
dokazano je da polifenoli iz vina imaju sposobnost kelacije zeljeza te izravno inhibiraju njegovo
nakupljanje (124), a neizravno takoder formiraju komplekse sa Zeljezom koje se tako teze
apsorbira u crijevima ili viSe izlu¢uje putem fecesa (125). Jedan od predloZenih mehanizama je
da kompleks polifenola i zeljeza otezano prolazi kroz bazolateralnu membranu enterocita preko
feroportina 1 (126). Posljedi¢no pri konzumaciji crnog vina koje ima veci udio polifenola dolazi
do manje topljivosti i teze apsorpcije Zeljeza nego pri konzumaciji bijelog vina (127, 128). S
druge strane, jedno klini¢ko istrazivanje sekundarne prevencije koronarne bolesti pokazalo je
pozitivnu korelaciju izmedu unosa etanola iz vina i koncentracija serumskog zeljeza i feritina
suprotno od pretpostavke smanjenja razina zeljeza i poveéanja rizika osnovne bolesti.

Uz izravne inhibitorne uc¢inke na apsorpciju Zeljeza, pokazalo se kako neki fenolni
spojevi u vinu induciraju ekspresiju hepcidina, ¢ime smanjuju sistemske razine Zeljeza (130) i
sprjeavaju preoptereCenje zeljezom izazvano etanolom (131). Nadalje, istrazivanja na
animalnim modelima pokazala su da resveratrol iz skupine polifenola smanjuje nakupljanje
Zeljeza u jetri 1 inhibira njegov toksi¢an ucinak na hepatocite kod fibroze jetre uzrokovane
preoptereCenjem  zeljezom (132, 133). PredloZzeni mehanizmi uklju¢uju njegovo
antioksidativno, protuupalno i anti-apoptoticko djelovanje te regulaciju homeostaze Zeljeza
inhibicijom ekspresije proteina povezanih s unosom zeljeza, kao S§to su DMT-1 i TfR-2, te

poticanjem ekspresije proteina za izlu¢ivanje zeljeza, FPN 1 (133).

1.2. ERITROPOEZA
1.2.1. Osovina eritropoetin-eritroferon-hepcidin

Proces eritropoeze sloZen je mehanizam koji uklju€uje prijenos stanica iz Zumanjcane
vrece u fetalnu jetru, a zatim u koStanu srZ tijekom embrionalnog razvoja. U koStanoj srzi,
eritroidne progenitorske stanice prolaze kroz nekoliko faza kako bi stvorile retikulocite koji
ulaze u krvotok (134). Mehanizam sazrijevanja eritroidne loze iz multipotentnih
hematopoetskih mati¢nih stanica jo§ uvijek je nepotpun, ali poznato je da klju¢ni eritroid-
specifi¢ni transkripcijski ¢cimbenici igraju presudnu ulogu u usmjeravanju transkripcije stanica
eritroidne loze (135). Zadnja faza eritropoeze je sazrijevanje retikulocita u eritrocite koji
dobivaju bikonkavni oblik te cirkuliraju kroz krvotok dok ih ne uklone makrofazi unutar

retikuloendotelnog sustava (136). Proces eritropoeze najveéi je potrosac zeljeza u tijelu, a u

17



eritrocitima se nalazi dvije tre¢ine od ukupne koli¢ine Zeljeza u tijelu (137). Eritropoezu
reguliraju razli¢iti ¢imbenici, pri ¢emu eritropoetin (EPO), hormon kojeg sintetiziraju bubrezi,
poti¢e proces mobilizacije Zeljeza, dok hepcidin taj proces inhibira (134). Eritropoetin je
glikoprotein koji se proizvodi u peritubularnim stanicama bubrega, dok se kod fetusa proizvodi
u hepatocitima (138). Potice eritropoezu vezanjem na EPO receptor (EPOR) na prekursorima
eritroidnih stanica Sto pospjesuje njihov opstanak, diobu i diferencijaciju (139). Njegova
primarna funkcija je regulacija isporuke kisika perifernim tkivima, a to se postize induciranjem
transkripcije EPO gena u uvjetima hipoksije odnosno ,stresne eritropoeze (140).
Transkripcijski faktor hipoksijom inducirani faktor (HIF, engl. hypoxia inducible factor),
klju¢ni je posrednik stani¢ne prilagodbe na hipoksiju, izravno regulira sintezu EPO u bubrezima
i jetri tijekom anemije, te je takoder smatran potencijalnim neizravnim regulatorom
transkripcije hepcidina (137, 141). Kao odgovor na sintetizirani EPO, eritroidni prekursori u
kostanoj srzi i slezeni stvaraju proteinski hormon eritroferon (ERFE) koji u cirkulaciji djeluje
na hepatocite 1 suprimira proizvodnju hepcidina te pospjesuje apsorpciju Zeljeza i sintezu novih
eritrocita (142) (slika 8). EPO takoder djeluje i citoprotektivno na ne-eritroidne stanice kao §to
Su beta-stanice gusterate odgovorne za proizvodnju inzulina. Na animalnim modelima
pokazano je kako EPO svojim antiapoptotskim, proliferativnim, protuupalnim i angiogenim
ucincima unutar stanica Stiti protiv nastanka i progresije Se¢erne bolesti tipa 1 1 Secerne bolesti

tipa 2 (143).
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Slika 8. Mehanizam djelovana eritroferona (autorska slika).

ERFE djeluje izravno na jetru smanjujuci sintezu hepcidina te se smatra glavnim
eritroidnim regulatorom hepcidina (134, 144). Za razliku od EPO koji moze stimulirati
eritropoezu i u uvjetima homeostaze kao i u uvjetima stresa, ERFE djeluje samo u uvjetima

,.stresne eritropoeze® (134).

Pokazano je da bi ERFE mogao biti koristan biomarker neucinkovite eritropoeze npr.
kod B-talasemije ili mijelodisplasti¢énog sindroma kada nezreli eritroidni prekursori proizvode
velike koli¢ine ERFE koji kroni¢no suprimira hepcidin i dovodi do preopterec¢enja Zeljezom
(144). Takoder, u slu¢ajevima anemije koja se razvija tijekom infekcija zbog bubrezne hipoksije
povecavaju se koncentracije EPO 1 ERFE §to osigurava i §titi od anemije, ali potencijalno moze

osigurati vise Zeljeza i za siderofilne patogene (145, 146).

Eritropoeza je takoder stimulirana pod utjecajem drugih puteva osim EPO-EPOR.
Eritroidni progenitori izraZavaju receptore za ¢imbenik rasta mati¢nih stanica (SCF, engl. stem
cell factor), inzulinu sli¢an ¢imbenik rasta (IGF 1, engl. insulin-like growth factor 1) i inzulin.
Nakon EPO-a, drugi najvazniji signalni sustav za eritropoezu uklju¢uje SCF koji ima
sposobnost stimuliranja proliferacije multipotentnih hematopoetskih progenitora, ali je takoder

uc¢inkovit u podrzavanju eritroidnih progenitora, djelujuéi sinergisticki s EPO-om (135).
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1.3. BIOLOSKI UCINCI VINA

Mediteranska prehrana smatra se jednim od najzdravijih prehrambenih obrazaca na
svijetu dokazano koristan u prevenciji i kontroli nezaraznih bolesti povezanih s prehranom kao
Sto su Secerna bolest i kardiovaskularne bolesti (147). Umjerena konzumacija vina dio je
mediteranske prehrane te obuhvaca pojam ,,mediteranskog nacina pijenja“, Sto podrazumijeva
redovitu umjerenu konzumaciju vina uz jelo, do dvije ¢ase vina dnevno za muskarca i jednu
¢asu vina za zenu (148). Takav nacin pijenja moze pridonijeti ukupnim korisnim u¢incima
mediteranske prehrane, a bez znacajnog povecanja ukupnog rizika za zdravlje povezanog s

alkoholom, uklju¢ujuci i nastanak malignih bolesti (149, 150).

1.3.1. Bioloski udinci vina u kardiovaskularnom sustavu

Vino je sloZzena smjesa koja se sastoji uglavnom od vode i etilnog alkohola, uz prisutnost
razli¢itih molekula poput polifenola, organskih kiselina, minerala, vitamina i drugih bioloski
aktivnih spojeva (151). Umjerena konzumacija vina dovodi do smanjenja rizika od koronarne
sréane bolesti kroz promjene u koncentracijama kolesterola, lipoproteina visoke gusto¢e (HDL,
engl. high-density lipoprotein), apolipoproteina Al, lipoproteina (a), triglicerida, aktivnosti
aktivatora tkivnog plazminogena, inzulina i glukoze (152-154). Nealkoholni sastojci vina
mogu nadvladati prooksidativna svojstva alkohola te zna¢ajno inhibirati oksidaciju lipoproteina
niske gustoce (LDL, engl. low-density lipoprotein) koji imaju vaznu ulogu u patogenezi
nastanka aterosklerotske bolesti (155, 156). Polifenoli su najzastupljeniji antioksidansi u
prehrani te se u velikoj koli¢ini nalaze 1 u vinu, narocito crnom, Sto pridonosi njegovoj
protektivnoj ulozi protiv degenerativnih i kardiovaskularnin bolesti (157, 158). Brojna
istrazivanja pokazala su protektivnu ulogu velikog broja fenolnih spojeva iz crnog vina, kao §to
su resveratrol, katehin, epikatehin, kvercetin te antocijani. Posebno je isticana djelotvornost
resveratrola u prevenciji koronarne bolesti srca (159). Mehanizmi koji su odgovorni za njegove
moguce kardioprotektivne ucinke ukljucuju povoljne promjene u lipidnim profilima, smanjenje
inzulinske rezistencije i smanjenje oksidativnog stresa LDL-a (160). U pretklinickim
istazivanjima dokazano je da su resveratrol i flavonoidi u¢inkovito smanjivali krvni tlak,
poboljsavali funkciju krvnih Zila te smanjivali hipertrofiju i remodeliranje lijeve klijetke, uz
poboljsanje njezine funkcije (161). Nadalje, umjerena konzumacija vina u prehrani bogatoj
masnoc¢ama ili mediteranskoj prehrani povecava antioksidativni kapacitet plazme, smanjuje
oksidativna oste¢enja DNK i normalizira funkciju endotela (162-164). U patogenezi raznih

bolesti kljuénu ulogu ima endotelna disfunkcija koja je povezana s oksidativnim stresom 1i
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aterogenezom. Polifenoli iz crnog vina to sprjecavaju djelujuci antioksidativno i protektivno na
dusikov oksid (NO) koji je glavni vazodilatator krvnih zila i regulator normalne endotelne
funkcije (165). Vazno je naglasiti da je u¢inak polifenola kao kemijskih antioksidansa koji
,hvataju® slobodne radikale, zanemariv na sistemskoj razini. Glavni antioksidativni mehanizam
polifenola iz hrane, pa tako i iz vina, je da njihovim metabolizmom u stanici nastaju oblici koji
aktiviraju signalne puteve za indukciju enzimskih antioksidativnih sustava koji su primarni
fizioloski obrambeni sustav protiv oksidativnog stresa (166, 167). Na taj nacin polifenoli
doprinose prevenciji od hipertenzije, mozdanog udara, ishemijske bolesti srca i sr¢anog
zatajenja (168). Nadalje, pokazano je da polifenoli djeluju na smanjenje vrijednosti
visokoosjetljivog C-reaktivnog proteina (hs-CRP) koji se pokazao kao vazan prediktor razvoja
kardiovaskularnih i koronarne bolesti (169, 170).

1.3.2. BioloSki ¢inci vina u Se€ernoj bolesti tipa 2

Pokazano je kako umjerena konzumacija vina kod osoba s dobro kontroliranom SBT2
djeluje povoljno na promjene kao §to su oscilacije sréanog ritma te formiranje karotidnih
plakova (171). Istrazivanja provedena na dijabetiCarima pokazale su da su pri umjerenoj
konzumaciji crnog vina, kao vaznog sastojka mediteranske prehrane, porasle razine HDL
kolesterola i apolipoproteina(a)l dok se omjer ukupnog kolesterola i HDL kolesterola smanjio
(158, 172). Takoder, umjerena konzumacija crnog vina, u kombinaciji sa zdravom prehranom,
imala je povoljne ucinke na centralnu debljinu i distribuciju abdominalne masti kod osoba sa
SBT2 (173).

Nadalje, umjerena konzumacija alkohola, posebice vina, kod osoba sa SBT2, bila je
povezana sa smanjenim rizikom od kardiovaskularnih dogadaja, mikrovaskularnih
komplikacija Secerne bolesti i sveukupne smrtnosti (174). Naime, povecano nakupljanje 3-
nitrotirozina i poliADP-riboziliranih proteina u tkivima dijabetiCara povezano je s
komplikacijama Secerne bolesti kao $to su dijabetiCka neuropatija, nefropatija i1 retinopatija
(175). Takoder, umjerena konzumacija alkohola ima zastitni ué¢inak kada govorimo opéenito o
razvoju SBT2 kod muskaraca i Zena, pri ¢emu je u Zena zabiljeZen izraZeniji protektivni uéinak
(176-178). Tijekom posljednjih desetak godina, nekoliko epidemioloskih istrazivanja pokazalo
je kako je umjerena konzumacija crnog vina, definirana kao pijenje jednog pi¢a dnevno za Zene
i do dva pi¢a dnevno za muskarce, povezana s nizim rizikom od razvoja SBT2, pri ¢emu vaznu
ulogu imaju flavonoidni polifenoli prisutni u crnom vinu (179). Budu¢i da je glavno obiljezje
Secerne bolesti visak glukoze koji dovodi do stvaranja ROS, predlozeni mehanizam ucinka

crnog vina je ve¢ spomenuti antioksidativni uc¢inak polifenola (180). Kod dijabeti¢ara slobodni

21



kisikovi radikali takoder smanjuju razinu antioksidansa u krvi, povecavaju oksidaciju LDL-a i
aktiviraju sustav zgrusavanja krvi te je kod takvih pacijenata pokazano kako umjerena
konzumacija crnog vina uz obrok znacajno ¢uva razinu antioksidansa u plazmi, smanjuje

oksidaciju LDL-a i sprjecava proces aktivacije trombocita (181).

1.4. SECERNA BOLEST TIP 2
1.4.1. Definicija i klasifikacija Se¢erne bolesti

Seéernu bolest mozemo definirati kao skupinu metaboli¢kih bolesti karakteriziranih
hiperglikemijom koja je posljedica poremec¢aja lu¢enja inzulina, djelovanja inzulina ili
kombinacije navedenih poremecaja (182).

Seéerna bolest tipa 1 (SBT1) nastaje zbog autoimune destrukcije beta-stanica
Langerhansovih otoc¢i¢a gusterace, Sto obi¢no dovodi do apsolutnog nedostatka inzulina.

Seéernu bolest tipa 2 (SBT2) karakterizira progresivni gubitak odgovarajuéeg luéenja
inzulina iz beta-stanica, ¢esto u podlozi ¢ega je inzulinska rezistencija.

Osim ovih tipova, postoje i specificni oblici SeCerne bolesti uzrokovani drugim
¢imbenicima, poput monogenskih sindroma (neonatalni dijabetes, MODY), SeCerna bolest
uzrokovana bolestima guSterace (cisti¢na fibroza, pankreatitis), Secerna bolest inducirana
lijekovima ili kemikalijama te postransplantacijski dijabetes.

Gestacijski dijabetes je specificni oblik SeCerne bolesti, a odnosi se na stanje
hiperglikemije utvrdeno u drugom ili tre¢em tromjesecju trudnoce koje nije bilo prisutno prije

trudnoce uz iskljucenje drugih oblika secerne bolesti u trudno¢i (183).

1.4.2. Patogeneza Secerne bolesti tipa 2

SBT2 globalna je javnozdravstvena kriza koja je potaknuta brzom urbanizacijom,
konzumacijom visokokalori¢ne hrane i sve prisutnijim sjedilackim na¢inom Zivota, te je njena
udestalost porasla zajedno s globalnim porastom pretilosti (184,185). Patogeneza SBT2 je
multifaktorska jer njenom nastanku pogoduje medusobno djelovanje okolisnih, genetskih i
metaboli¢kih ¢imbenika (186). Temelj ove bolesti ¢ine inzulinska rezistencija i disfunkcija
beta-stanica gusteraCe koje zajedno doprinose nastanku hiperglikemije. DeFronzo predlaze
videstruki pristup razumijevanju patogeneze SBT2, naglaavajuéi medusobnu povezanost
razli¢itih metaboli¢kih poremecaja. U srediStu njegova razmatranja je teorija tzv. ,,zlokobnog
okteta“ (engl. "Ominous Octet" ), koja naglaSava osam klju¢nih patofizioloskih mehanizama

koji pridonose hiperglikemiji i razvoju SBT2. To su inzulinska rezistencija u skeletnim
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misi¢ima, jetri i masnom tkivu, oSte¢ena sekrecija inzulina iz beta-stanica gusterace, povisena
sekrecija glukagonaiz alfa-stanica gusterace, povecana proizvodnja glukoze u jetri
(glukoneogeneza), disfunkcija neurotransmitera i inzulinska rezistencija u mozgu, pojacana
lipoliza, smanjeni inkretinski ucinak u tankom crijevu te povecana reapsorpcija glukoze u
bubrezima (187, 188).

1.4.3. Zeljezo u patogenezi Secerne bolesti tipa 2

Visoka razina Zeljeza predstavlja ¢imbenik rizika za nastanak SBT2 i utjede na glavne
karakteristike bolesti kao Sto su smanjeno lu¢enje inzulina, inzulinska rezistencija i povecana
glukoneogeneza u jetri (189). Dakle, visak slobodnog Zeljeza je toksi¢an, no istovremeno je
zeljezo neophodno za normalnu funkciju beta-stanica gusterace i time za odrzavanje ravnoteze
glukoze. U patogenezi Secerne bolesti Zeljezo putem Fentonove reakcije stvara ROS koji mogu
izazvati oksidativna oStecenja i apoptozu beta-stanica gusterace (190). Takoder, prekomjerne
razine ROS 1 nakupljenog zeljeza zbog preopterecenja zeljezom uzrokuju disfunkciju
mitohondrija, smanjujuci razinu stani¢nog adenozin trifosfata i ekspresiju citokrom c oksidaze
111, §to poveéava glukoneogenezu u jetri (191). Pacijenti s nasljednom hemokromatozom i
prekomjernim nakupljanjem Zeljeza Cesto imaju Secernu bolest ili poremecenu toleranciju
glukoze (192). PoviSene razine feritina, bez viska toksi¢nog zeljeza, takoder pokazuju
povezanost s inzulinskom rezistencijom (193). To je podrZano ¢injenicom kako kod osoba sa
SBT2 koji imaju povisene serumske razine feritina, smanjenje razine Zeljeza putem flebotomije
ili kelacije poboljsava glikemijsku kontrolu i smanjuje inzulinsku rezistenciju (194). Nadalje,
sustavni pregled radova je pokazao kako je poviSeni serumski feritin jedan od ¢imbenika rizika
za SBT2, dok je omjer topljivog STFR i feritina obrnuto proporcionalan riziku od razvoja SBT2
(195). Danas se feroptoza, oblik regulirane stani¢ne smrti ovisan o Zeljezu, sve viSe prepoznaje
kao vazan proces u posredovanju patogeneze i progresije SBT2. Dokazano je kako feroptoza u
beta-stanicama gusterate dovodi do smanjenog izlu¢ivanja inzulina, dok feroptoza u jetri,
masnom tkivu i mi$i¢ima izaziva inzulinsku rezistenciju (196). Uredna homeostaza zeljeza u
beta-stanicama gusterace igra vaznu ulogu, a prekomjerno nakupljanje Zeljeza moze dovesti do
oksidativnog stresa koji pogorSava njihovu funkciju i doprinosi smanjenju stvaranja i lucenja

inzulina (197) (slika 9).
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Slika 9. Utjecaj nestabilnog citoplazmatskog Zeljeza na funkciju beta-stanice gusterace

(autorska slika).

1.4.4. Ucinak antihiperglikemijskih lijekova na homeostazu Zeljeza

Osobe sa SBT2 uglavnom u svrhu kontrole glikemije koriste razli¢ite skupine
antihiperglikemijskih lijekova kao §to su metformin, inhibitori dipeptidil peptidaze 4 (DPP-4
inhibitori; engl. dipeptidyl peptidase-4 inhibitor) ili inhibitori suprijenosnika natrija i glukoze
2 (inhibitori SGLT2; engl. sodium-glucose cotransporter 2 inhibitors). Sto se ti¢e njihova
utjecaja na homeostazu Zeljeza pokazano je kako u populaciji osoba sa SBT2 uporaba
peroralnih antihiperglikemika snizava razine hepcidina i feritina (198). U drugom istrazivanju
u kojem je ispitivan utjecaj metformina na razine hepcidina, pokazano je kako je hepcidin nizi
u osoba sa SBT2, ali metformin nema utjecaj na njegovo snizenje (199). U okviru ovog

podnaslova posebno valja istaknuti vrlo vazno istrazivanje u kojem je kod osoba lijecenih
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inhibitorom SGLT2, dapagliflozinom, doslo do zna¢ajnog pada razine cirkuliraju¢eg hepcidina
I feritina uz zabiljezen porast hematokrita te povecanje razina eritropoetina, eritroferona,
transferina i pojacane ekspresije transferinskih receptora 1 i 2 (200) (slika 10). Podaci iz
randomiziranih klini¢kih ispitivanja na velikom broju ispitanika sa zatajivanjem srca pokazali
Su pojacan eritropoetski ucinak i smanjenu sintezu hepcidina u skupinama ispitanika koje su

bile lijecene inhibitorima SGLT2, empagliflozinom i dapagliflozinom (201,202).

f Eritropoetin f Eritroferon

SGLT-2
inhibicija

Feritin Hepcidin

% dostupnost Zeljeza

f eritropoeza
% hematokrit

f hemoglobin
Slika 10. Predlozeni mehanizam djelovanja SGLT2 inhibitora na eritropoezu (autorska slika).
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2. CILJEVI | HIPOTEZE
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S obzirom na opisane fizioloSke uc¢inke hepcidina kao i njegovu potencijalnu ulogu u
patofiziologiji SBT2, glavni cilj naseg istraZivanja bio je ispitati u¢inak umjerene konzumacije
crnog vina na serumske koncentracije hepcidina u skupini zdravih ispitanika i u skupini
ispitanika sa SBT2. Kako je hepcidin najvazniji ¢imbenik regulacije metabolizma Zeljeza, u
ovom istrazivanju takoder je ispitan u¢inak umjerene konzumacije vina i na druge pokazatelje
homeostaze zeljeza. Budu¢i da je eritropoeza dominantni potrosac zeljeza kod ljudi, ispitao se
ucinak umjerene konzumacije crnog vina na glavni eritropoetski put eritropoetin-eritroferon-

hepcidin.

2.1. Glavni ciljevi istraZzivanja

1. lIstraziti uc¢inak trotjedne umjerene konzumacije crnog vina na serumsku koncentraciju
hepcidina u zdravih osoba i u bolesnika sa SBT2.

2. lIstraziti u¢inak trotjedne umjerene konzumacije crnog vina na biokemijske pokazatelje
statusa zeljeza (serumsko Zeljezo, feritin, transferin, TIBC, UIBC, saturacija transferina,
STfR) u zdravih osoba i u bolesnika sa SBT2.

3. lIstraziti u¢inak umjerene konzumacije crnog vina na pokazatelje eritropoeze (EPO,
ERFE) u zdravih osoba i u bolesnika sa SBT2.

4. Istraziti postoji li razlika u promjenama koncentracija hepcidina u skupini ispitanika sa
SBT2 ovisno jesu li lije¢eni samo metforminom ili kombinacijom metformina s drugim

antihiperglikemijskim lijekovima.

2.2. Sporedni ciljevi istraZivanja:

1. Istraziti u€inak trotjedne umjerene konzumacije crnog vina na hematoloske i eritrocitne
pokazatelje (hemoglobin, hematokrit, eritrociti, MCV, MCH, MCHC, RDW,
retikolociti) u zdravih osoba i u bolesnika sa SBT2.

2. Istraziti ucinak trotjedne umjerene konzumacije crnog vina na biokemijske pokazatelje
funkcije bubrega (ureja, kreatinin), pokazatelje funkcije jetre (aminotransferaze,
albumin, bilirubin) i upalne pokazatelje (hsCRP) u zdravih osoba i u bolesnika sa SBT2.

3. lIstraziti ucinak trotjedne umjerene konzumacije crnog vina na pokazatelje glikemijske

kontrole (glukoza u plazmi, glikirani hemoglobin, fruktozamin) u bolesnika sa SBT2.
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2.3. Hipoteze istrazivanja:

1.

Trotjedna umjerena konzumacija crnog vina ¢e smanjiti serumske koncentracije

hepcidina u zdravih osoba i u bolesnika sa SBT2.

Trotjedna umjerena konzumacija crnog vina ¢e smanjiti serumske koncentracije feritina

u zdravih osoba i u bolesnika sa SBT2, usporedo sa smanjenem razine hepcidina.

Trotjedna umjerena konzumacija crnog vina ¢e povisiti serumske koncentracije Zeljeza
i utjecati na druge biokemijske pokazatelje statusa zeljeza u zdravih osoba i u bolesnika
sa SBT2.

Trotjedna umjerena konzumacija crnog vina c¢e povisiti serumske koncentracije
pokazatelja eritropoeze (EPO, ERFE) u zdravih osoba i u bolesnika sa SBT2.
Promjene serumske koncentracije hepcidina nakon intervencije s crnim vinom se nece
razlikovati izmedu ispitanika sa SBT2 ovisno 0 tome uzimaju li samo metformin ili

kombinaciju metformina s drugim antihiperglikemijskim lijekovima.
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3. ISPITANICI | POSTUPCI
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Ovo istrazivanje je osmiSljeno 1 provedeno u Zavodu za temeljnu 1 klinicku
farmakologiju Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Splitu. Istrazivanje je bilo u skladu s
Helsinskom deklaracijom i njezinim amandmanima te je bilo odobreno od strane Etickog
povjerenstva Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Splitu (br. 2181-198-03-04-13-0042). Svi
ispitanici su prije uklju¢ivanja u istrazivanje informirani o postupcima i ciljevima istrazivanja.
Potpisali su, potom, informirani pristanak i dali svoju suglasnost za prikupljanje uzoraka i
njihovu analizu, te koristenje dobivenih podataka i njihovu objavu. Osobe koje su sudjelovale
u ovom istrazivanju jamcile su za sigurnost i tajnost svih podataka. Svi prikupljeni podaci su
koristeni iskljucivo u istrazivacke svrhe, bez navodenja bilo kakvih osobnih podataka o

ispitanicima.
3.1. Ispitanici

PretraZivanje i probir (screening) potencijalnih zdravih ispitanika te ispitanika sa SBT2
provedeni su u odabranim ordinacijama obiteljske medicine u gradu Splitu 1 blizoj okolici te u
dijabetoloskoj ambulanti Zavoda za endokrinologiju, dijabetologiju i bolesti metabolizma
Klini¢kog bolni¢kog centra Split (KBC Split). Ukljucivanje ispitanika u istrazivanje provedeno
je u Zavodu za temeljnu i klini¢ku farmakologiju Medicinskog fakulteta u Splitu.

Ukljucujuéi kriteriji za skupinu zdravih ispitanika i skupinu ispitanika sa SBT2 bili su
sljedeci:

1. muski spol

2. dob od 40 do 65 godina

3. indeks tjelesne mase manji od 35 kg/m2 (ITM < 35 kg/m2),

4. nepusenje

5. davanje suglasnosti za provodenje svih postupaka predvidenih dizajnom i protokolom

istrazivanja

Iskljucujuéi kriteriji za skupinu zdravih ispitanika i skupinu ispitanika sa SBT2 bili su
sljedeci:
1. poznata/utvrdena aterosklerotska kardiovaskularna bolest
venski tromboembolizam u povijesti bolesti
trenutacni simptomi ili dokazi stanja akutne ili kroni¢ne upalne ili infektivne bolesti
bolest jetre

aktivna maligna bolest ili maligna bolest u povijesti bolesti

o ok~ w N

disregulacija homeostaze Zeljeza (anemija, hemokromatoza)
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7. prethodna zlouporaba alkohola ili drugih sredstava ovisnosti
8. uvodenje novog farmakoloskog sredstva, odnosno lijeka za vrijeme trajanja istrazivanja
Nakon provedenog postupka probira ispitanika detaljno su ispitani ukljucujuéi i
iskljucujuéi kriteriji te je u istrazivanje uklju¢eno ukupno 36 ispitanika, od toga 15 zdravih
ispitanika te 21 ispitanik s dijagnozom SBT2. Svakom ispitaniku je pomno obja$njeno o
kakvom se istrazivanju radi i §to ono ukljucuje te je svaki ispitanik dobrovoljno pristupio
istrazivanju uz potpisan informirani pristanak. Svi su ispitanici kod uklju¢ivanja u istrazivanje
bili dobrog opceg zdravstvenog stanja te bez akutnih bolesti i infekcija. Zdravi ispitanici su bili
dobrog opceg zdravstvenog stanja, anamnestickim propitivanjem bez znacajnijih ranijih i bez
kroni¢nih bolesti te s izmjerenim vrijednostima glukoze u plazmi nataste manjim ili jednako
6,9 mmol/L (GUP<6,9 mmol/L). Ispitanici s dijagnozom SBT2 bili su pogodni za uklju¢ivanje
u istrazivanje ako su imali zadovoljavajuée kontroliranu glikemiju s izmjerenim vrijednostima
glikiranog hemoglobina manjim od 7,5% (HbA1c<7,5%) uz terapiju metforminom ili

kombinacijom metformina s drugim antihiperglikemijskim lijekovima ili inzulinom.

3.2. Postupci
3.2.1 Anamnesticko ispitivanje

Iz dostupne medicinske dokumentacije te iz razgovora s ispitanicima, prikupljeni su
relevantni osobni podaci, anamnesticki podatci o ranijim bolestima ili operacijama. Kod
ispitanika sa SBT2 je propitano postojanje drugih bolesti i kroniénih komplikacija $eéerne
bolesti te je bila popisana sva kroni¢na terapija. Ispitane su funkcionalne sposobnosti svih
ispitanika, podnoSenje tjelesnog napora i navike provodenja tjelesne aktivnosti. Takoder su

ispitane prehrambene navike ispitanika i navike pijenja alkoholnih pica.

3.2.2. Antropometrijska mjerenja

Antropometrijska mjerenja ukljucila su mjerenje tjelesne mase 1 tjelesne visine. Na
bazdarenom stadiometru odredena je visina, a pomoc¢u bazdarene vage izmjerena je tjelesna
masa. Takoder, ucinjeno je racunanje indeksa tjelesne mase (ITM) dijeljenjem vrijednosti
tjelesne mase (kg) s kvadriranom vrijednosti visine (m?). Uz pomo¢ neelastiéne trake izmjereni
su opsezi struka, bokova, vrata i nadlaktice. Ispitanici su prilikom mjerenja stajali uspravno,
gledajuci prema naprijed, opustenih miSi¢a ramenog obruc¢a. Obujam nadlaktice mjeren je na
nedominantnoj ruci, na polovici udaljenosti izmedu ramena i lakta na srednjoj tocki izmedu

akromiona i olekranona. Obujam struka mjeren je na srednjoj udaljenosti izmedu donjeg ruba
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rebrenog luka te gornjeg ruba grebena ilijatne kosti. Obujam bokova mjeren je na najSirem
dijelu bokova. Po zavrSetku ukljucivanja, zdravi ispitanici su bili uskladeni po dobi i ITM s
ispitanicima sa SBT2. Antropometrijska mjerenja i mjerenja arterijskog tlaka su bila provedena
na kraju uvodnog razdoblja te u danu nakon razdoblja trotjedne intervencije s pijenjem crnog

vina.

3.2.3. Protokol intervencije — trotjedna umjerena konzumacija crnog vina

Ispitanicima je bilo odredeno uvodno razdoblje od dva tjedna u kojem je konzumacija
bilo kojeg alkoholnog pica bila zabranjena (engl: wash out period). Na kraju uvodnog razdoblja
svim ispitanicima uradeno je antropometrijsko mjerenje te su uzeti uzorci krvi za predvidenu
laboratorijsku analizu. Potom, je svakom ispitaniku podijeljeno po 9 standardnih vinskih boca
od 750 ml crnog vina proizvedenog od hrvatske autohtone crne sorte Plavac mali (Vitis vinifera
L.). Ispitanicima iz obje skupine bilo je odredeno piti 300 ml crnog vina dnevno tijekom
slijedeca 3 tjedna. Navedena dnevna koli¢ina crnog vina se morala ravnomjerno raspodijeliti
izmedu rucka i vecere te konzumirati uz obrok. Ispitanicima su date upute i preporuka
odrZavanja ujednac¢enog nacina prehrane, kao i1 drugih Zivotnih navika, ukljucujuéi tjelesnu
aktivnost, tijekom uvodnog razdoblja i tijekom razdoblja intervencije. U svrhu navedenog
svima su podijeljeni dnevnici prehrane u koje su ispitanici morali opisati vrstu hrane i okvirnu
koli¢inu sastojaka u svakom obroku koji su imali. Trebali su biljeziti vrijeme i koli¢inu
konzumiranog istraZivanog vina. Takoder su biljeZili koli¢ine popijene vode i nealkoholnih pi¢a
te su morali navesti razdoblja i intezitet tjelesne aktivnosti. Nakon razdoblja intervencije svim
ispitanicima su uzeti uzorci krvi nataste za analizu te su provedena antropometrijska mjerenja.
Vino koristeno u istrazivanju je proizvedeno i pakirano 2016. godine u vinariji Volarevic.

Ispitanici sa SBT2 su za vrijeme istrazivanja trebali nastaviti uzimati svoju
antihiperglikemijsku terapiju, bilo da su uzimali samo metformin ili su uzimali metformin u
kombinaciji s drugim antihiperglikemijskim lijjekovima iz razli¢itith skupina (suflonilureja,
inhibitor DPP-4, inhibitor SGLT2, bazalni inzulinski analog).

Prije uvodnog razdoblja jedan ispitanik iz skupine zdravih je isklju€en iz istraZivanja
zbog povisenih vrijednosti glikemije nataste, a dva ispitanika iz skupine sa SBT2 su iskljuéena
jer nisu imali zadovoljavajucu regulaciju glikemije odredenu dizajnom istrazivanja. Dva
ispitanika su morali prekinuti svoje sudjelovanje u istrazivanju tijekom razdoblja intervencije,

jedan ispitanik iz skupine zdravih zbog produljenog febrilnog stanja te jedan ispitanik iz
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skupine sa SBT?2 zbog nepodnosenja vina. Ukupno 31 sudionik ispunio je predvideni protokol

istrazivanja: 13 zdravih ispitanika i 18 ispitanika sa SBT2. (slika 11.)

3.2.4. Uzorkovanje krvi i laboratorijska analiza uzoraka

Uzorci krvi nataSte uzeti su rano ujutro i, ovisno o vrsti laboratorijskih pokazatelja,
analizirani su isti dan ili su bili pohranjeni na -80 °C za kasniju analizu. Kako bi se sprijecio
mogucéi utjecaj dnevnih fluktuacija razine hepcidina u serumu, vrijeme prikupljanja krvi je
standardizirano (203). Koristena su tri tipa vakutainera: (1) s K3EDTA, za odredivanje
kompletne krvne slike i HbAlc, (2) s fluoridom/EDTA, za procjenu koncentracije glukoze u
plazmi nataste, i (3) sa silicijevim dioksidom (aktivator ugrusaka)/gelom, za odvajanje seruma
potrebnog za analizu pokazatelja funkcije jetre i bubrega, upale i serumskih pokazatelja statusa
zeljeza (UIBC, TIBC, zeljezo, EPO, ERFE, hepcidin, feritin, sTfR) te kontrole glikemije
(fruktozamin). Razine sTfR, koji odrazavaju dostupnost funkcionalnog Zeljeza, bili su izmjereni
nefelometrijskom metodom na BN ProSpec analizatoru (Siemens, ProSpec, Erlangen,
Njemacka). Hepcidin u serumu je kvantificiran prema uputama proizvodac¢a u komercijalno
dostupnom kompetitivnom ELISA testu [Hepcidin 25 (bioaktivni) HS, DRG Instruments
GmbH, Marburg, Njemacka]. Koncentracije EPO i ERFE su izmjerene komercijalno dostupnim
ELISA testovima: Quantikine® IVD® ELISA za ljudski eritropoetin (R& D Systems Inc) i
intrinziéni eritroferon IE TM ELISA (Intrinsic LifeSciences). Analiza je provedena prema
uputama proizvodaca.

Sva uzorkovanja krvi i mjerenja su obavljena u Laboratoriju za eksperimentalnu
farmakologiju Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Splitu te u Zavodu za medicinsko

laboratorijsku dijagnostiku Klini¢kog bolnickog centra Split.

3.2.5. Statisticka analiza podataka

Ovisno o tome je li distribucija vrijednosti bila normalna ili ne, podaci su prikazani kao
srednja vrijednost + standardna devijacija (SD) ili medijan s 95% intervalom pouzdanosti (CI).
Normalnost distribucija provjerena je pregledom Q-Q dijagrama i uporabom Shapiro-Wilkovog
testa. Usporedbe unutar grupe prije i poslije intervencije provedene su koriStenjem Studentovog
t-testa uparenih uzoraka ili njegovog neparametarskog ekvivalenta — Wilcoxonovog testa
rangova s predznakom. Usporedbe izmedu grupa napravljene su koriStenjem Studentovog t-
testa za neovisne uzorke ili njegovog neparametarskog ekvivalenta— Mann-Whitneyjevog testa.

Usporedba apsolutnih vrijednosti parametara izmedu skupina provedena je samo za
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antropometrijska mjerenja prije intervencije. Svi ostali testovi izmedu skupina usporedivali su
samo veli¢inu odgovora izazvanog lijeCenjem. P-vrijednosti nize od 0,05 smatrane su statisticki
znaajnim. Za statisticke analize 1 vizualizaciju podataka koriSten je R programski jezik za

statistiCko raCunalstvo verzija 4.2.1.

3.2.6 Izracun veli¢ine uzorka

Velic¢ina potrebnog uzorka izraunata je na temelju rezultata promjene serumske
koncentracije hepcidina iz vlastitog pilot istrazivanja. Minimalna veli¢ina uzorka izraunata je
pomocu internetskog kalkulatora Sample Size Calculator for Comparing Paired Differences
(dostupno na adresi https://statulator.com/SampleSize/ss2PM.html#).

Veli¢ina uzorka izracunata je uzimajuéi u obzir o¢ekivanu varijabilnost glavne mjere
ishoda (serumska koncentracija hepcidina) prije i nakon intervencije, a na temelju podataka iz
prethodno napravljenog pilot-istrazivanja koje je uklju¢ivalo 7 ispitanika sa SBT2 te 7 zdravih
ispitanika. Na temelju izraCunate aritmeticke sredine i1 standardne devijacije razlika
koncentracija hepcidina prije i nakon intervencije izracunata je potrebna veli¢ina uzorka u obje
skupine. Za snagu testa od 80% (beta pogreska od 0,2) s alfa pogreskom od 0,05 (dvokracno)
za prepoznavanje znac¢ajne razlike, potreban je minimalni broj od 8 ispitanika u skupini zdravih

i 13 ispitanika u skupini sa SBT2.
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[ Ukljuéivanje ispitanika ] Procjena pogodnosti za ukljudivanje
u istrazivanje

4 zdravi ispitanici (n=15)
¢ ispitanici sa SBT2 (n=21)

Iskljucen (n=1) 1 flskljuéen (n=2)
¢ zdravi ispitanik nije zadovoljio ¢ Ispitanici sa SBT2 nisu

ukljuéujuéi kriterij (izmjerena zadovoljili ukljuéujuéi kriterij
glukoza natadte >7.0 mmol/L) (izmjeren HbA1c>7.5 % 1
ostalo)
[ Uvodno razdoblje (dva tjedna) ] l
v
Zdravi ispitanici rasporedeni na dvotjednu Ispitanici sa SBT2 rasporedeni na dvotjednu
apstinenciju od alkoholnih pi¢a (n=14) apstinenciju od alkoholnih pi¢a (n=19)

[ Analiza: 1. mjerenje (15. dan) ]

A A 4

Uzimanje uzoraka krvi nataste ujutro i Uzimanje uzoraka krvi natadte ujutro i
antropometrijska mjerenja (n=14) antropometrijska mjerenja (n=19)

[ Razdoblje intervencije (tr1 tjedna) ]

A J

umjerenu konzumaciju ernog vina (n=14) umjerenu konzumaciju ernog vina (n=19)
¢ iskljuenje iz ispitivanja ¢ prekinuto ispitivanje odlukom ispitanika

(produljeno febrilno stanje) (n=1) (nepodnosenje vina) (n=1)

[ Analiza: 2. mjerenje (37. dan) ]

Y A 4

Zdravi ispitanici rasporedeni na trotjednu lspnamm sa SBT2 rasporedeni na trotjednu J
Uzimanje uzoraka krvi natadte ujutro 1 Uzimanje uzoraka krvi nataste ujutro 1
antropometrijska mjerenja (n=13) antropometrijska mjerenja (n=18)
+ rezultati hepeidina jednog

1spitanika nisu ukljuéeni u analizu
(vrijednosti izvan raspona)

Slika 11. Hodogram istrazivanja
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4. REZULTATI
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4.1. Osnovne i antropometrijske karakteristike ispitanika

Osnovne antropometrijske karakteristike svih ispitanika mjereno na pocetku istrazivanja

I neposredno prije intervencije prikazani su u Tablici 1.

Tablica 1. Osnovne i antropometrijske karakteristike ispitanika (poc¢etne vrijednosti prije

intervencije)

Parametar Zdravi (n = 13) SBT2 (n =18) P-vrijednost

Dob [godine] 50,5+5.9 54,6 £6.2 0,075
Dob pocetka SBT2 [godine] N/A 50,6 + 6,7 N/A

Tjelesna masa [kg] 100,3 (84,7-105,5) 98,5 (87,2-107,0) 0,617
Visina [cm] 186,8 £ 5.6 184,5+ 10,1 0,427
Opseg struka [cm] 106,0 (95,8-109,5) 107,0 (98,8-112,4) 0,458
Opseg kukova [cm] 108,0+ 5,6 105,0+ 7,5 0,237
Opseg nadlaktice [cm] 352+29 322+34 0,015*
Opseg vrata [cm] 42,0 (40,3-44,0) 38,5 (37,0-41,2) 0,051
ITM [kg/m?] 272+2,7 29.8 +4,1 0,062

Varijable s normalnom distribucijom prikazane su kao srednja vrijednost = SD, dok su varijable s
nenormalnom distribucijom prikazane kao medijan s 95% CI. P-vrijednosti manje od 0,05 smatrane su
statisticki znacajnim.

Kratice: CI — interval pouzdanosti; ITM — indeks tjelesne mase; N/A — nije primjenjivo; SBT2 — $ecerna
bolest tip 2.

Svi ispitanici su bili muskog spola. Prosje¢na dob svih ispitanika bila je 52,8 + 6,3
godine te nije bilo znacajne razlike izmedu skupina (P = 0,075). U trenutku istrazivanja
prosjecna dob ispitanika sa SBT2 bila je 4 godine visa od prosje¢ne dobi u kojoj im je bila
postavljena dijagnoza bolesti. Ispitanici iz skupine zdravih bili su usporedivi s ispitanicima iz
skupine sa SBT2 obzirom na dob, tjelesnu masu, visinu, ITM, opseg struka i bokova. Ispitanici
sa SBT2 su imali broj¢ano nesto ve¢i ITM, razlika nije bila statisti¢ki zna¢ajna (P = 0,062), a
s druge strane kod njih je izmjeren statisticki zna¢ajno manji prosjecni opseg nadlaktice (P =
0,015) 1 manji opseg vrata na granici statisticke znacajnosti (P = 0,051) Sto govori u prilog

nepovoljnijeg odnosa misi¢nog i masnog tkiva u odnosu na skupinu zdravih ispitanika.
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4.2. Antihiperglikemijska terapija ispitanika sa §e¢ernom boles¢u tipa 2

U skupini sa SBT2 svih 18 ispitanika je uzimalo metformin. Od toga je njih 10 (55.6%)
koristilo iskljuc¢ivo preparat metformina, a ostalih 8 ispitanika (44,4%) je koristilo metformin u

kombinaciji s drugim antihiperglikemijskim lijekovima kako je prikazano u Tablici 2.

Tablica 2: Skupina ispitanika sa SBT2 — antihiperglikemijska terapija

Modalitet antihiperglikemijske terapije N (%)
monoterapija (metformin) 10 (55,6 %)
kombinirana terapija (metformin + 1 AHL) 4 (22,2 %)
kombinirana terapija (metformin + 2 AHL) 4 (22,2 %)
Zastupljenost antihiperglikemijskih lijekova N (%)
metformin 18 (100 %)
inhibitor DPP-4 6 (33,3 %)
inhibitor SGLT2 2 (11,1 %)
suflonilureja 3 (16,7 %)
inzulin 1 (5,6 %)

Kratice: AHL — antihiperglikemijski lijek; DPP-4 — dipeptidil-peptidaza 4; SGLT2 — suprijenosnik natrija i

glukoze 2 (engl. Sodium-glucose cotransporter 2).

4.3. Biokemijski pokazatelji ispitanika

U Tablici 3. prikazani su osnovni biokemijski pokazatelji ispitanika iz obje skupine.
Radi se o pokazateljima jetrene funkcije (aminotransferaze, albumin, ukupni bilirubin),
pokazateljima bubrezne funkcije (ureja, Kreatinin), pokazatelju stupnja upale visoke
osjetljivosti (hsCRP) te metabolickim pokazateljima (glukoza nataste, urati) na pocetku te

nakon intervencije s crnim vinom.
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Tablica 3. Biokemijski pokazatelji zdravih ispitanika i ispitanika sa SBT2 (prije i poslije

intervencije)
Zdravi ispitanici (n = 13) Ispitanici sa SBT2 (n = 18)
Laboratorijski Prije Poslije P Prije Poslije P
pokazatelj intervencije intervencije vrijednost intervencije intervencije vrijednost

AST [IU/L] 27,1+£7,1 24,8 £ 5,6 0,324 22,1 +4,9 22,4+5.2 0,740

] 24 (20,0- 255 (16,4- 22,5 (20,5
ALT[IUL]  250(195-392) “pr 0,321 20,6) 35,5) 0,868
255 (20,0- 27,5 (24,0-
GGT[IU/L] 28,0 (23,5-437) 31(26-50) 0,074 22.9) 34,0) 0,486
abumin[gl]  490U50-  45(425- (o, A30(4LA- A20(4L0- 0,

46,0)" 45,0) 44,0) 43,5)

ukupni bilirubin

13,8 £4,0F 14,6 £ 6,7 0,441 12,4 + 4.6 12,0 +4.,6 0,559
[pmol/L]

urati [umol/L]  328,9+43,8 346 £ 38 0,078 359,6 £ 81,2 352 +£56 0,543

hsCRP [mg/L] 1,3(0,7-1,9) 1,2(0,7-28) 0,129  15(0,8-29) 13(09-25 0,918

urea [mmol/L] 58+1,1 57+14 0,250 6,2+ 1,6 6,1+1,3 0,84
kreatinin 78.5 + 8.1 83+13 0051  83.5+92 80+ 12 0,72
[wmol/L]

glukoza nataste

53+0,4 5,7+0,4 0,115 7,5+ 1,4 73+ 14 0,294
[mmol/L]

Varijable s normalnom distribucijom prikazane su kao srednja vrijednost + SD, dok su varijable s
nenormalnom distribucijom prikazane kao medijan s 95% CI. P-vrijednosti manje od 0,05 smatrane su
statisti¢ki zna¢ajnim i odnose se na pokazatelje unutar skupine prije i poslije intervencije. Jedan ispitanik iz
skupine zdravih ispitanika bio je iskljuen iz analize albumina*, a dva ispitanika iz iste skupine bila su
iskljuCena iz analize ukupnog bilirubinat zbog nedostatka podataka za 2. mjerenje.

Kratice: AST — aspartat aminotransferaza; ALT — alanin aminotransferaza; GGT — gama-glutamil
transferaza; hsCRP — visokoosjetljivi C-reaktivni protein; SBT2 — $e¢erna bolest tip 2; Cl — interval

pouzdanosti.

Svi navedeni biokemijski pokazatelji u obje skupine, osim prosjecene plazmatske koncentracije
glukoze nataste kod ispitanika iz skupine SBT2, bili su unutar referentnog raspona vrijednosti

na pocetku i ostali su uredni i uglavnom nepromijenjeni nakon intervencije.
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4.4. Hematoloski pokazatelji i biokemijski pokazatelji statusa Zeljeza ispitanika

Hematoloski pokazatelji i biokemijski pokazatelji statusa zeljeza u skupini zdravih

ispitanika i u skupini ispitanika sa SBT2, na po&etku i nakon intervencije, prikazani su u Tablici

4.

Tablica 4. Hematoloski pokazatelji i biokemijski pokazatelji statusa zeljeza u zdravih

ispitanika i ispitanika sa SBT2 (prije i poslije intervencije)

Zdravi ispitanici (n = 13) Ispitanici sa SBT2 (n = 18)

Laboratorijski
pokazatelj Prije Poslije P Prije Poslije ..Pd
intervencije intervencije vrijednost intervencije intervencije V”Jet nos
erirociti [X 55,05  51+04 0077 5,0+0,3 4903 0888
10%/L]
hematokrit [L/L] 0,45 +0,039 0,45 +0,034 0,388 0,44+0,019 044+0,021 0,749
he”ES?Sb'” 1542+ 12,6 153,0+10,6 0,348 151,4+62  151,5+6,5 0,969
retikulociti [x
1091] / 60+ 16 70 £ 15 0,005
RDW [%] 13,0+£0,5 132+0,5 0,013 135+0,4 13,6 £0,5 0,033
MCH [pg] 29,6+1,0 299+1,0 0,047 30,7+1,3 30,7+1,4 0,709
MCHC [g/L] 337,5+7,3 339,5+8,8 0,261 341,4+55 342, 76,8 0,349
87,1(84,9- 87,2 (85,2-
MCV [fL] 90.1) 91.5) 0,675 89,8 +3,6 89,6+35 0,495
L 15,0 (13,8- 16,4 (14,6-
zeljezo [umol/L] 21,8 +7,1 19,6 £ 6,9 0,328 18,7) 20.9) 0,177
TIBC [umol/L] 542+93 538+12,1 0,767 57,8+7,2 58,2+ 7,6 0,434
39,4 (37,5- 41,6 (36,8-
UIBC [pmol/L] 31,6+11,6 342+11,4 0,109 45 5) 46 5) 0,453
saturacija 26,7 (22,6- 29,3 (24,5-
transferina [%] 40.6+12,9 370+113 0,307 29,9) 32.7) 0,265
sTfR [mg/L]t 120+0,22 1,24+0,25 0,734 1,05+0,17 1,04 +£0,20 0,830
173,0
feritin [ng/mL] (126,4- 1180 (905- 417 209,5+141,5 198,8+139,4 0,215
232,6)
259,8)
eritropoetin 10,6 (7,7-  12,5(10,2- i i
[miU/mi]” 12,1) 14.1) 0,001 7,6(6,4-94) 89(8,4-11,1) 0,024
e[:;‘/’rfnelr]o*” 011+014 017+£019 0270 00440075 0,12£012 0,028
i, 17,9 (11,9-
hepcidin [ng/mL] 30,0+17,3 21,0+12,1 0,045 25.2) 13,2 (8,2-18,3) 0,001

Varijable s normalnom distribucijom prikazane su kao srednja vrijednost = SD, dok su varijable s
nenormalnom distribucijom prikazane kao medijan s 95% CI. P-vrijednosti manje od 0,05 smatrane su

statisti¢ki znacajnim i odnose se na parametre unutar skupine prije i poslije intervencije. U skupini zdravih
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jedan je ispitanik imao nemjerljive razine sTfR, stoga je iskljucen iz analizef, a u jednog ispitanika su
nedostajale pocCetne vrijednosti eritropoetina i eritroferona zbog nedostatka uzorka *.

Kratice: MCH — prosje¢ni hemoglobin u eritrocitu (engl. mean corpuscular hemoglobin); MCHC — prosje¢na
koncentracija hemoglobina u eritrocitu (engl. mean corpuscular hemoglobin concentration); MCV —
prosjecni volumen eritrocita (engl. mean corpuscular volume); RDW — §irina distribucije volumena eritrocita
(engl. red cell distribution width); sTFR — topljivi transferinski receptor; TIBC - ukupni kapacitet vezanja
zeljeza (eng. total iron binding capacity); UIBC — nezasiceni kapacitet vezanja Zeljeza (engl. unsaturated

iron-binding capacity); SBT2 — §ec¢erna bolest tipa 2; Cl — interval pouzdanosti.

Nakon 3 tjedna umjerene konzumacije crnog vina, u skupini zdravih ispitanika
izmjereno je statisti¢ki znacajno smanjenje serumske koncentracije hepcidina (30,0 = 17,3 vs.
21,0 = 12,1 ng/mL, P = 0,045). S jo§ ve¢om statistiCkom znaajnos¢u nakon navedene
intervencije izmjereno je smanjenje serumske koncentracije hepcidina (17,9 [11,9-25,2] vs.
13,2 [8,2-18,3] ng/mL, P = 0,001) u skupini ispitanika sa SBT2.

Smanjenje serumske koncentracije hepcidina pratilo je znac¢ajno povecanje serumske
koncentracije EPO (10,6 [7,7-12,1] vs. 12,5 [10,2-14,1] mlU/ml, P = 0,001) u skupini zdravih
ispitanika te (7,6 [6,4-9,4] vs. 8,9 [8,4-11,1] mIU/ml, P = 0,024) u skupini ispitanika sa SBT2.

Povecanje koncentracije ERFE izmjereno je u obje skupine ispitanika i to u skupini
zdravih ispitanika bez statisti¢ke znac¢ajnosti (0,11 £ 0,14 vs. 0,17 £ 0,19 ng/ml, P =0,27),au
skupini ispitanika sa SBT2 povecanje koncentracije je bilo statisticki znadajno (0,044 £ 0,075
vs. 0,12 = 0,12 ng/mL, P = 0,028). Smjer i veli¢ina promjena u serumskim koncentracijama
hepcidina, EPO 1 ERFE, kao odgovor na intervenciju s vinom, nije se razlikovala medu

skupinama (Slika 12).

Smanjenje serumske koncentracije hepcidina nije bilo popra¢eno znacajnim
promjenama u koncentracijama serumskog Zeljeza. Nakon provedene intervencije
koncentracije serumskog zeljeza bile su neznacajno promijenjene u obje skupine, i to u skupini
zdravih ispitanika (21,8 = 7,1 vs. 19,6 + 6,9 umol/L, P = 0,328) te (15,0 [13,8-18,7] vs.16,4
[14,6-20,9]umol/L, P = 0,177) u skupini ispitanika sa SBT2. Takoder, drugi znacajni
biokemijski pokazatelji povezani sa Zeljezom ostali su uglavnom nepromijenjeni nakon
intervencije, osim statisticki znacajnog pada serumske koncentracije feritina u skupini zdravih
ispitanika (173,0 [126,4-259,8] vs. 118,0 [90,5-232,6] ng/mL, P = 0.017). Treba napomenuti
kako su hepcidin i feritin pokazali isti obrazac promjene u skupini ispitanika sa SBT2 u odnosu

na skupinu zdravih ispitanika (Slika 13.), ali zbog Sireg raspona vrijednosti feritina u skupini
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ispitanika sa SBT2 nije bila postignuta statisti¢ka znacajnost (209,5 + 141,5 vs. 198,8 + 139.4
ng/mL, P = 0,215).

U mjerenjima nakon intervencije s vinom izmjereno je statisticki zna¢ajno povecanje
vrijednosti RDW u obje ispitivane skupine, u skupini zdravih ispitanika (13,0 £ 0,5 vs. 13,2 +
0,5 %, P = 0,013), te u skupini ispitanika sa SBT2 (13,5+ 0,4 vs. 13,6 £ 0,5 %, P =0,033).
Izmjeren je i znacajan porast broja retikulocita u skupini ispitanika sa SBT2 (60 + 16 vs. 70 +

15x10°, P = 0,005). Broj retikulocita u skupini zdravih ispitanika nije bio mjeren.

Nadalje, treba naglasiti kako linearna povezanost izmedu ITM i hepcidina nije dokazana
u nijednoj skupini (Pearsonov r = 0,382, P = 0,220 u skupini zdravih ispitanika; Pearsonov r =
0,037, P = 0,883 u skupini ispitanika sa SBT?2).

Nakon intervencije s crnim vinom nisu bile zamijeCene znacajne promjene vrijednosti
pokazatelja eritrocita (broj eritrocita, MCH, MCHC, MCV) niti zna¢ajne promjene vrijednosti

hematoloskih pokazatelja (hemoglobin, hematokrit).

- Usporedba promjene
Zdravi SBT2 vrijednosti poslije intervencije

Eritropoetin (mlU/ml)

Eritroferon (ng/ml)

\-

Hepeidin (ng/ml)
|

Prije Poslije Prije Poslije . &
. - Zdravi SBT2
intervencije mniervenclje  intervencije 1ntervencije

Slika 12. Vrijednosti eritropoetina, eritroferona i hepcidina u skupini zdravih ispitanika i u

skupini ispitanika sa SBT2 prije i poslije intervencije s crnim vinom
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Prva dva stupca prikazuju vrijednosti pokazatelja prije i nakon intervencije za svaku skupinu. Sive linije
povezuju odgovarajué¢a mjerenja za svakog pojedinog ispitanika. Kako bi se bolje prikazali ukupni trendovi,
obojene linije su postavljene iznad pojedina¢nih mjerenja, oznacavajuéi srednju vrijednost mjerenja za svaku
skupinu. Krajnji desni stupac prikazuje dijagrame promjena vrijednosti uzrokovanih intervencijom. Kratica
n.s. (nije znaajno) oznacava P-vrijednost >0,05, a simbol * P-vrijednost<0,05. Simboli statisti¢ke
znacajnosti postavljeni ispod svakog pravokutnog dijagrama predstavljaju statisticku znacajanost ucinka
intervencije unutar svake skupine. Simbol iznad vodoravne sive linije izmedu pravokutnih dijagrama
oznacCava znacaj testa koji usporeduje veli¢inu odgovora na intervenciju izmedu dviju skupina.
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Slika 13. Vrijednosti hepcidina i feritina u skupini zdravih ispitanika i u skupini ispitanika sa

SBT2 prije i poslije intervencije s crnim vinom

Prva dva stupca prikazuju vrijednosti parametara prije i nakon intervencije za svaku skupinu. Linije u
boji povezuju odgovaraju¢a mjerenja za svakog pojedinog ispitanika. Krajnji desni stupac prikazuje
dijagrame promjena vrijednosti uzrokovanih intervencijom. Kratica n.s. oznacava P>0,05; simbol *
zna¢i P<0,05; simbol ** zna¢i P<0,01. Simboli statisti¢ke znacajnosti postavljeni ispod svakog
pravokutnog dijagrama predstavljaju statisticku znacajanost u¢inka intervencije unutar svake skupine.
Simbol iznad vodoravne sive linije izmedu pravokutnih dijagrama oznacava znacaj testa koji usporeduje

veli¢inu odgovora na intervenciju izmedu dviju skupina.
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Nije bilo statisticke znacajne razlike u promjenama hepcidina izmedu ispitanika sa
SBT2 koji su uzimali samo metformin i onih koji su uzimali metformin u kombinaciji s drugim
antihiperglikemijskim lijekovima (P=0,062), Slika 14.

Usporedba promjena

Metformin Metformin + ostali AHL vrijednosti poslije intervencije

60

— 1
: 1
-10

20

Hepcidin (ng/ml)

Prije Poslije Prije Poslije Metformi
intervencije intervencije intervencije intervencije etformin Ostali

Slika 14: Promjene u razini hepcidina kod ispitanika sa SBT2 koji uzimaju samo metformin i

onih koji uzimaju metformin u kombinaciji s drugim antihiperglikemijskim lijekovima.
Kratica n.s. znac¢i P>0,05; kratice AHL — antihiperglikemijska terapija

Sto se tie pokazatelja kontrole glikemije kod ispitanika sa SBT2, trotjedna konzumacija
crnog vina nije utjecala na prosjecnu koncentraciju serumske glukoze nataste (7,5 = 1,4 vs. 7,3
+ 1,4 mmol/L, P=0,294). Nije zabiljezena znacajna promjene vrijednosti HbAlc (6,2 [5,9 - 6,7]
vs. 6,4 [5,9 - 6,8] %, P = 0,322). Mjerene su razine fruktozamina, koji bolje odrazava prosjecne
koncentracije glukoze u plazmi u kratem vremenskom razdoblju (1-4 tjedna) u odnosu na
HbAlc, a izmjerene vrijednosti bile su sli¢ne prije i poslije intervencije (289,0 [270,8 - 294,8]
vs. 286,0 [273,0 - 294,8] umol/L, P = 0,524).

44



5. RASPRAVA
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Ovo istrazivanje je pokazalo kako trotjedna umjerena konzumacija crnog vina ima
u¢inak u vidu sniZenja serumske koncentracije hepcidina, u zdravih osoba i u osoba sa SBT2,
ali bez znacajnijeg ucinka na promjene koncentracije serumskog Zeljeza i druge povezane
parametre. Zamijecen je, takoder, porast razina EPO 1 ERFE, najvaznijih regulatora sinteze
hepcidina sto ukazuje da bi smanjenje serumske koncentracije hepcidina moglo bilo povezano
s aktivacijom eritropoetin-eritroferon-hepcidin eritropoetskog puta. Budué¢i da nemamo ¢vrste
dokaze o toj korelaciji te nije bio ispitan mehanizam na koji se nacin to dogada, pretpostavka
je kako umjerena konzumacija crnog vina poti¢e prozivodnju eritropoetina koji djeluje na
eritroidne prekursore 1 poti¢e ih na proizvodnju eritroferona koji je glavni supresor sinteze
hepcidina (204). Rezultati ovog istrazivanja govore u prilog navedenog mehanizma. Nadalje,
nakon intervencije kod ispitanika sa SBT2 utvrden je statisticki znaGajan porast broja
retikulocita, a u obje skupine utvrden je porast vrijednosti RDW. Navedeni parametri su rani
pokazatelji aktivne hematopoeze (205, 206), sto dodatno potvrduje prethodne nalaze. Iako se
povecanje RDW ¢ini malim u smislu apsolutnih promjena, bilo je dovoljno dosljedno da
dosegne statistiCku znacajnost, osobito u skupini zdravih ispitanika. Nije vjerojatno da ¢e
opazene promjene u RDW biti od klinicke vaznosti, no mogu se smatrati markerom
promijenjene biologije eritrocita u kontekstu stimulacije eritropoetskog puta. U kontekstu
dobivenih rezultata, bitno je napomenuti da je u nekim istrazivanjima povecanje RDW-a bilo
povezano s eritropoetskom aktivnoséu koja je bila potaknuta egzogenim EPO-om u zdravih
ispitanika (207), dok je u nekim patoloskim stanjima, kao §to je koronarna arterijska bolest,

razina RDW-a bila povezana s razinama endogenog EPO-a (208).

lako smanjenje koncentracije serumskog hepcidina nakon intervencije s vinom nije
rezultiralo promjenama serumskih razina Zeljeza, utvrdeno je kako su razine serumskog feritina
bile sniZzene nakon konzumiranja crnog vina u obje skupine, sa statistickom znacajnos$éu
postignutom samo u skupini sa zdravim ispitanicima. Moguce objasnjenje ovog opazanja je da
smanjenje razine hepcidina dovodi do povecanog stani¢nog izvoza zeljeza, Sto moZe biti

povezano sa smanjenim stvaranjem feritina i nizim cirkuliraju¢im feritinom.

U¢inci vina na status Zeljeza 1 ¢imbenike homeostaze Zeljeza opcenito nisu jo§ dobro
istrazeni. Jedno populacijsko istrazivanje pokazalo je kako postoji povezanost izmedu kroni¢ne
dnevne konzumacije alkoholnih pica i zaliha zeljeza u tijelu, $to je odredeno razinom Zeljeza u
serumu, feritinom i zasi¢enos¢u transferina (122). Drugi mehanizmi koji takoder mogu utjecati
na sniZzenje hepcidina mogu biti povezani sa samom konzumacijom vina i njegovim sastavom.

Dokazano je da metabolizam etanola znacajno smanjuje ekspresiju hepcidina na razini mRNA
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1 proteina pri cemu je olakSan membranski prijenos zeljeza preko feroportina i dolazi do porasta
razine serumskog Zeljeza (119, 121, 209). Suprotno tome, pokazalo se kako fenoli prisutni u
vinu, smanjuju koncentracije serumskog zeljeza zbog svoje sposobnosti vezanja Zeljeza i
inhibirajem njegove apsoprcije u dvanaesniku. Uz to, neizravno djeluju tako Sto inhibiraju
ekspresiju TfR1 i feroportina 1, te poti¢u ekspresiju DMT-1 i transkripciju hepcidina (125). U
istrazivanju provedenom na Stakorima tretiranim kvercertinom, najzastupljenijim polifenolom
u prehrani, zabiljezeno je smanjenje ekspresije feroportina te posljedi¢no smanjena apsorpcija
zeljeza (210). To potvrduje i Cinjenica da je apsoprcija zeljeza dva do tri puta brza kada se
konzumira bijelo vino koje sadrzi znatno manje koncentracije polifenola od crnog vina koje je
bogato polifenolima, sli¢no vinu koje je koriSteno u ovom istrazivanju. Takoder, sli¢no kao u
nasem istrazivanju, u¢inci vina su bili ispitivani uz jelo, te je pokazano da su inhibitorni u¢inci

crnog vina na apsorpciju zeljeza znatno izraZeniji ako se ono uzima uz jelo (127).

Razumijevanje mehanizama interakcije izmedu fenola iz vina, etanola i homeostaze
zeljeza jos uvijek je ograniceno, te su potrebna dodatna istrazivanja. Suprotni u¢inci ograni¢ene
apsorpcije zeljeza u crijevima zbog ucinka flavonoida i olakSanog izvoza Zeljeza iz skladi$nih
stanica uslijed smanjenja razine hepcidina mogli bi biti objaSnjenje zaSto u naSem istraZivanju
nisu zabiljezene znaCajne promjene u razini serumskog zeljeza nakon trotjedne umjerene
konzumacije crnog vina. Dodatna moguénost je kako vremensko razdoblje od tri tjedna nije
bilo dovoljno dugo kako bi uz navedenu intervenciju doslo do znacajne promjene u serumskim

razinama i zalithama Zeljeza.

Unato¢ o¢ekivanom oslobadanju Zeljeza u cirkulaciju zbog smanjenja hepcidina (211),
nismo zabiljeZili poveéanje zasiéenja transferina. Stovise, zasiéenje transferina u obje skupine
bilo je znatno ispod 70%, odnosno ispod praga nakon kojeg se najCeS¢e mozZe detektirati
serumsko Zeljezo nevezano za transferin, odn. NTBI (212). NTBI mozZe potaknuti stvaranje
ROS 1 biti povezano s razli¢itim patoloskim stanjima. Nakupljanje takvog Zeljeza u endotelnim
stanicama arterija dovodi do njihovog propadanja i pogorSanja funkcije, $to uz nakupljanje u
makrofazima, igra kljuénu ulogu u egzacerbaciji aterosklerotske bolesti (213). Stoga bi
umjerena konzumacija crnog vina mogla igrati ulogu u odrzavanju ravnoteze razine hepcidina

potrebne za prevenciju oksidativnog stresa uzrokovanog zeljezom.

Nadalje, Sto se ti¢e povezanosti uc¢inka konzumacije vina na upalu, broje studije su
pokazale su kako vino u razli¢itim patoloskim stanjima ima protuupalni uc¢inak smanjujuéi
razine upalnih markera u krvi (214-216). Tijekom upale dolazi do porasta razina hepcidina i
feritina koji se ubrajaju u proteine akutne faze (217, 218), dok je u ovom istrazivanju
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zamijeceno njihovo snizenje Sto bi mogla biti posljedica u¢inka umjerene konzumacije crnog
vina. Neki autori predlazu da feritin raste posljedi¢no stanicnom ostecenju koje se dogada
tijekom faze upale (53), dok drugi smatraju da je on sam potencijalni rizi¢ni biomarker za
nastanak metaboli¢kog sindroma, dislipidemije, hiperglikemije i inzulinske rezistencije (219).
Dakle, poviSeni serumski feritin moze biti povezan s drugim patofizioloSkim ¢imbenicima
SBT2, koji nisu izravno povezani s preoptereéenjem Zeljezom (220), poput inzulinske
rezistencije (221) i metabolickog sindroma (222, 223). U naSem istrazivanju prosjecne razine
serumskog feritina smanjile su se nakon konzumacije crnog vina u obje skupine, ali je
statistiCka znacajnost postignuta samo U skupini zdravih ispitanika. To je vjerojatno posljedica
¢injenice kako je skupina ispitanika sa SBT2 bila premala da bi kompenzirala $iru varijabilnost
izmjerenih vrijednosti feritina. Usporedno smanjenje serumskog hepcidina i feritina koje je
ovdje zabiljezeno u skladu je s drugim istraZivanjima koja pokazuju linearnu povezanost
izmedu razine hepcidina i feritina u serumu (69, 211). Povecani izvoz Zeljeza moze biti povezan
sa smanjenom proizvodnjom feritina, $to dovodi do nizih razina cirkulirajuceg feritina (224).
Medutim, kako sve viSe istrazivanja sugerira da serumski feritin nije idealan pokazatelj statusa
zeljeza u tijelu, njegove razine u serumu treba tumaciti s oprezom (220, 225, 226). Kako
pokazuju koncentracije topljivih serumskih transferinskih receptora (sTfR), stani¢ne potrebe za
zeljezom nisu se promijenile u obje skupine nakon konzumacije crnog vina. Za razliku od
feritina koji nije toliko pouzdan pokazatelj statusa zeljeza, sTfR se smatra biokemijskim

markerom statusa zeljeza koji nije osjetljiv na upalu (227).

Osim §to je glavni regulator homeostaze Zeljeza, hepcidin je i protein akutne faze tip Il
I njegova sinteza je potaknuta u upalnim stanjima (70). Potencijalan ucinak ovakvog
mehanizma na promjene u serumskom hepcidinu, u nasem istrazivanju nije vjerojatan. Naime,
razine hsCRP-a ostale su snizene u obje skupine, ukazujuéi na odsutnost upalnog dogadanja u

eksperimentalnom razdoblju.

Dokazano je da pretilost koju karakterizira stalno prisutna kroni¢na upala niskog stupnja
(228) moze utjecati na promjene u razini hepcidina kod zdravih i kod osoba sa SBT2 (229, 230).
Svi ispitanici u nagem istrazivanju su bili s vrijednostima ITM< 35 kg/m? te su i dvije grupe
ispitanika bile uskladene prema vrijednostima ITM. Nasi rezultati nisu pokazali povezanost
izmedu ITM < 35 kg/m? i promjena hepcidina ni u skupini zdravih ispitanika, kao ni u skupini
ispitanika sa SBT2. Nalaz naseg istraZivanja je u skladu s istrazivanjem VVuppalanchija, koje je
pokazalo da su natprosje¢no povisene razine hepcidina uglavnom bile zabiljezene kod osoba s

ITM > 35 kg/m? (231). Drugi patogeni mehanizam koji moze utjecati na razine hepcidina u
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serumu je kroni¢na bolest bubrega koja moze narusiti bubrezni klirens hepcidina (232). Ovaj
mehanizam takoder se moze iskljuciti kao ¢imbenik koji ometa opaZene rezultate. Naime,
pocetne izmjerene razine ureje i kreatinina bile su u referentnom rasponu i nisu se znacajno
mijenjale tijekom 1 nakon razdoblja intervencije Sto ukazuje na stabilnu bubreznu funkciju

sudionika naseg istrazivanja.

U istrazivanjima Koja procjenjuju razine hepcidina kod pacijenata sa SBT2, informacije
o njihovoj terapiji ¢esto su bile nedostatne (195, 230, 233). Pokazano je da metformin moze
suprimirati proizvodnju hepcidina pri ¢emu dolazi do porasta razine Zeljeza (15, 86), dok je
utjecaj drugih antihiperglikemijskih lijekova na razine hepcidina bio uglavnom neistrazen. U
klinickom razvoju inhibitora SGLT2 je uz njihov temeljni antihiperglikemijski ucinak te
klini¢ke dokaze boljih ishoda kod bolesnika sa SBT2, bolesnika sa zatajivanjem srca kao i
bolesnika s kroni¢nom bubreznom boles¢u izmjeren porast hemoglobina i hematokrita $to je
poCetno bilo tumaceno diuretskim ucinkom ove skupine lijekova i posljedicnom
hemokoncentracijom (234). No daljnja istrazivanja su pokazala kako je u podlozi navedenog
supresija hepcidina kao posljedica pojacanog eritropoetskog ucinka uz primjenu SGLT2
inhibitora, mjereno povecanjem razina eritropoetina i eritroferona (200-202). Za vrijeme
trajanja naSeg istraZivanja u grupi ispitanika sa SBT2 bilo je zabranjeno uvodenje novog
farmakoloskog sredstva, odnosno novog lijeka, kako bi se izbjegao potencijalni ometajuéi
¢imbenik koji bi mogao utjecati na dinamiku istrazivanih pokazatelja homeostaze zeljeza. Nije
uocena razlika u razinama hepcidina na pocetku istrazivanja niti u dinamici promjena razine
hepcidina nakon intervencije s crnim vinom izmedu ispitanika sa SBT2 koji su uzimali samo
metformin i onih koji su uzimali metformin u kombinaciji s drugim antihiperglikemijskim
lijekovima. Navedeno pokazuje kako za vrijeme istraZivanja kroni¢na farmakoterapija Se¢erne
bolesti nije imala novi ili izmijenjeni uc¢inak na hepcidin te nije utjecala na uc¢inak intervencije
s crnim vinom na hepcidin, ertiropoetin i eritroferon. Sli¢na redukcija razina hepcidina te
zabiljeZen porast razine eritropoetina 1 eritroferona u serumu u skupini zdravih ispitanika koji
nisu uzimali nikakve lijekove, takoder ukazuje kako je navedeni ucinak prvenstveno bio

uzrokovan trotjednom umjerenom konzumacijom crnog vina uz obrok.

Ovo istrazivanje ukazuje na novi bioloski uc¢inak vina koji bi mogao biti vazan u

stanjima i bolestima u podlozi kojih je poremecaj homeostaze Zeljeza i1 funkcije hepcidina.
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Ogranicenja istrazivanja

Objektivno ogranicenje ovog istrazivanja je mala veli¢ina uzorka §to je bio primarni
razlog zasto se nisu usporedivale apsolutne vrijednosti ispitivanih pokazatelja izmedu skupina.
Mali broj ispitanika u grupama nije bio dovoljan kako bi kompenzirao interindividualne razlike
ispitanika, kao i razlike svojstvene zdravim od onih koji su svojstvene ispitanicima sa Se¢ernom
boles¢u. Rezultati takvih usporedbi bili bi neuvjerljivi. Za razliku od usporedbe izmedu
skupina, svaki sudionik istraZivanja bio je sam sebi kontrola, uz usporedbe dobivenih rezultata
prije i nakon intervencije s vinom unutar svake skupine. Takav dizajn istrazivanja eliminira
interindividualnu varijabilnost dopustajuc¢i donoSenje razumnih pretpostavki ¢ak i uz relativno
malu veli¢inu uzorka. U istrazivanju su pokazani statisti¢ki znacajni u¢inci intervencije s crnim
vinom u skupini zdravih ispitanika i u skupini ispitanika sa SBT2. To ukazuje na pouzdanost
rezultata i smanjuje vjerojatnost da su dobiveni rezultati artefakt slu¢ajnih nalaza zbog male
veli¢ine uzorka. Osim objektivnih statistickih pokazatelja, rezultati koji se ticu promjena razine
hepcidina nakon konzumacije crnog vina bili su u skladu s prethodno dobro utvrdenim u¢incima
alkohola na sintezu hepcidina. Stoga je, razumno pretpostaviti da su ucinci intervencije na
razine eritropoetina i eritroferona jednako pouzdani. Stovise, kolika je vjerojatnost sluéajnog
nalaza da se razine tri razli¢ita parametra u serumu istovremeno promijene nakon intervencije
s crnim vinom u smjeru koji ukazuju na aktivaciju eritropoetskog puta eritropoetin—eritroferon—
hepcidin, te da se te promjene dogode u dvije neovisne skupine ispitanika. Unato¢ nekim
podacima koji nedostaju, promjene u nekoliko drugih parametara kao $to su broj retikulocita,
RDW i razine feritina ukazuju na stimulaciju eritropoetskog sustava. Razdoblje intervencije
vjerojatno je bilo prekratko da bi se dogodile zna¢ajne promjene u pokazateljima statusa Zeljeza

i broja eritrocita kao dodatan pokazatelj aktivacije eritropoetskog puta.

Rezultati ovog istrazivanja koji povezuju eritropoetski put eritropoetin—eritroferon—
hepcidin 1 pokazatelje homeostaze zeljeza nakon konzumacije crnog vina tijekom 3 tjedna, u
skladu su s rezultatima randomiziranih i placebom kontroliranih klini¢kih ispitivanja koja su
pokazala eritropoetske u¢inke SGLT2 inhibitora, farmakoloskih sredstava nepovezanih s
vinom. Pokazalo se da ovi lijekovi stimuliraju eritropoezu i povecavaju iskoristavanje zeljeza
u bolesnika sa zatajenjem srca, sa i bez Secerne bolesti. U vremenskim to¢kama koje su
usporedive trajanju intervencije s vinom, ovi lijekovi s potvrdenim eritropoetskim u¢inkom
pokazali su obrazac promjena u razinama hepcidina, eritropoetina, eritroferona i indeksa statusa
zeljeza vrlo sliCan onom opazenom u ovom istrazivanju (201, 235, 236). Takoder valja

naglasati, da je kod bolesnika s umjerenim, nekompliciranim nedostatkom Zeljeza lije€enima
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nadomjesnom terapijom obi¢no potrebno oko 4 tjedna za objektivan klinicki odgovor u

pokazateljima statusa zeljeza (237).

51



6. ZAKLJUCCI
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1. Trotjedna umjerena konzumacija crnog vina dovela je do znaCajnog snizenja serumske

koncentracije hepcidina u skupini zdravih ispitanika i u skupini ispitanika sa SBT2.

2. Trotjedna umjerena konzumacija crnog vina dovela je do snizenja serumske koncentracije
feritina u obje skupine, sa statistickom znacajnos$¢u postignutom samo u skupini sa zdravim

ispitanicima.

3. Trotjedna umjerena konzumacija crnog vina nije imala znac¢ajnog ucinka na koncentracije
serumskog Zeljeza i druge biokemijske pokazatelje homeostaze zeljeza (transferin, UIBC,

TIBC, saturacija transferina, sSTfR) ni u jednoj skupini ispitanika.

4. Trotjedna umjerena konzumacija crnog vina dovela je do znafajnog porasta serumske
koncentracije eritropoetina u obje skupine te eritroferona u skupni ispitanika sa SBT2, $to uz
zabiljezeno snizenje razine hepcidina, ukazuje na aktivaciju eritropoetin-eritroferon-hepcidin

eritropoetskog puta posljedi¢no intervenciji S crnim vinom.

5. Zabiljezen je znacajan porast vrijednosti RDW u obje skupine ispitanika te znac¢ajan porast
broja retikulocita u skupini ispitanika sa SBT2 §to je dodatan pokazatelj aktivacije

eritropoetskog puta posljedicno intervenciji s crnim vinom.

6. Trotjedna umjerena konzumacija crnog vina nije imala znac¢ajnog ucinka na hematoloske I
eritrocitne pokazatelje (hemoglobin, hematokrit, broj eritrocita, MCV, MCH, MCHC) ni u

jednoj skupini ispitanika.

7. Nije bilo znagajne razlike u promjenama koncentracije hepcidina izmedu ispitanika sa SBT2
koji su uzimali samo metformin i onih koji su uzimali metformin u kombinaciji s drugim

antihiperglikemijskim lijekovima.

8. Trotjedna umjerena konzumacije crnog vina nije dovela do znacajne promjene drugih
istrazivanih biokemijskih pokazatelja, uklju¢ujuci pokazatelje glikemijske kontrole u skupini
ispitanika sa SBT2.

9. Ovo je prvo istrazivanje koje opisuje novi i vazan bioloski uc¢inak umjerene konzumacije
crnog vina. Ovaj rad moze pridonijeti razumijevanju uloge umjerene konzumacije vina u
stanjima koja su povezana s homeostazom i s poremecajem homeostaze Zeljeza te bioloSkim

ucincima hepcidina opcenito.
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Uvod i ciljevi istrazivanja: Smanjena ekspresija hepcidina, klju¢nog regulatora sustavne
homeostaze Zeljeza, vazan je dio patogeneze nakupljanja Zeljeza u tijelu povezanim s
konzumacijom alkohola. Visoka razina Zeljeza predstavlja ¢imbenik rizika za nastanak Sec¢erne
bolesti tipa 2 (SBT2) jer utjee na vazne sastavnice patogeneze bolesti kao §to su inzulinska
rezistencija, pojatana glukoneogeneza i smanjeno luCenje inzulina. Vise epidemioloskih
istrazivanja je pokazalo kako je umjerena konzumacija crnog vina povezana s nizim rizikom
razvoja SBT2, pri éemu se naglasava uloga polifenola prisutnih u crnom vinu. Navedeni spojevi
pokazuju ucinke na ekspresiju hepcidina 1 apsorpciju zeljeza suprotne ucincima alkohola. S
obzirom na opisane fizioloSke ucinke hepcidina kao i njegovu potencijalnu ulogu u
patofiziologiji SBT2, glavni cilj istraZivanja bio je ispitati u¢inak umjerene konzumacije crnog
vina na serumske koncentracije hepcidina u skupini zdravih ispitanika i u skupini ispitanika sa
SBT2. Kako je hepcidin najvazniji ¢imbenik regulacije homeostaze Zeljeza, u ovom istrazivanju
takoder je ispitan u¢inak umjerene konzumacije vina i na druge pokazatelje homeostaze zeljeza.
Buduéi da je eritropoeza dominantni potrosac zeljeza kod ljudi, ispitao se ucinak umjerene

konzumacije crnog vina na glavni eritropoetski put eritropoetin-eritroferon-hepcidin.

Ispitanici i postupci: Radi se o prospektivnom, nerandomiziranom, klinickom istrazivanju
ucinka prehrambenog proizvoda na ispitanike. Bile su odredene dvije skupine ispitanika,
skupina zdravih ispitanika i skupina ispitanika sa SBT2 bez drugih zna¢ajnih komorbiditeta i
bez anamneze ranije zloporabe alkohola. Ispitanicima je nakon njihovog pristanka nakon
uvodnog razdoblja od 2 tjedna bez konzumacije alkoholnih pi¢a odredena dnevna konzumacija
300 ml studijskog crnog vina podijeljeno uz 2 dnevna obroka tijekom slijedeca 3 tjedna.
Neposredno prije i poslije opisane intervencije svim ispitanicima su uradena antropometrijska
mjerenja i uzorkovanje krvi te laboratorijska analiza uzoraka. Analizirane su serumske razine
hepcidina, biokemijski pokazatelji statusa Zeljeza, hematoloSki parametri, eritropoetski
parametri te ostali znacajni biokemijski parametri. Ukupno je 31 ispitanik ispunio predvideni

protokol istrazivanja, od ¢ega 13 zdravih ispitanika te 18 ispitanika sa SBT2.

Rezultati: Rezultati istrazivanja pokazali su kako je trotjedna umjerena konzumacija crnog
vina dovela do sniZenja serumske koncentracije hepcidina. Statisticki znacajno smanjenje
koncentracije serumskog hepcidina je izmjereno u skupini zdravih ispitanika (30,0 = 17,3 vs.
21,0 = 12,1 ng/mL, P = 0,045) i u skupini ispitanika sa SBT2 (17,9 [11,9-25,2] vs. 13,2 [8,2-
18,3] ng/mL, P = 0,001). Pad serumskih koncentracija hepcidina nije se odrazio na serumsko
zeljezo, njegove razine ostale su nepromijenjene u obje skupine, u skupini zdravih ispitanika

(P=0,328) i u skupini ispitanika sa SB (P=0,177). Drugi znacajni pokazatelji povezani sa

72



zeljezom ostali su uglavnom nepromijenjeni nakon intervencije, osim statisticki znacajnog pada
razine feritina u skupini zdravih ispitanika (173,0 [126,4-259,8] vs. 118,0 [90,5-232,6] ng/mL,
P =0.017). Smanjenje hepcidina bilo je popra¢eno povecanjem razine eritropoetina (10,6 [7,7-
12,1] vs. 12,5 [10,2-14,1] mlU/ml, P = 0,001) u skupini zdravih ispitanika te (7,6 [6,4-9,4] vs.
8,9 [8,4-11,1] mIU/ml, P = 0,024) u skupini ispitanika sa SBT2, dok je povecanje eritroferona
doseglo statisti¢ku zna¢ajnost samo u skupini ispitanika sa SBT2 (0,044 + 0,075 vs. 0,12+ 0,12
ng/mL, P = 0,028). Veli¢ina i smjer promjena u razinama EPO, ERFE i hepcidina kao odgovor
na intervenciju s vinom nisu se razlikovala izmedu skupina. U konacnici, primije¢eno je
statisticki znacajno povecanje RDW u obje ispitivane skupine, u skupini zdravih ispitanika
(13,0£ 0,5 vs. 13,2 £ 0,5 %, P = 0,013) te u skupini ispitanika sa SBT2 (13,5+0,4 vs. 13,6 £
0,5 %, P =0,033) uz znadajno povecanje broja retikulocita (60 + 16 vs. 70 + 15x10°, P = 0,005)
u skupini ispitanika sa SBT2.

Zakljucak: Rezultati dobiveni ovim istrazivanjem pokazuju kako promijenjena kinetika
hepcidina, eritropoetina i eritroferona uz utvrdene promjene eritrocitnih parametara (RDW,
retikulociti) ukazuje na aktivaciju puta eritropoetin-eritroferon-hepcidin $to se moze objasniti
ucinkom provedene intervencije, trotjedne umjerene konzumacije crnog vina. Ovo istrazivanje
ukazuje na novi bioloski ucinak vina koji bi mogao biti vazan u stanjima i bolestima u podlozi

kojih je poremecaj homeostaze Zeljeza i funkcije hepcidina.

Kljucéne rije¢i: hepcidin, Zeljezo, eritropoetin, eritroferon, crno vino, Se¢erna bolest tip 2.
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9. SUMMARY
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Title: Effect of Moderate Consumption of Red Wine on Serum Hepcidin Concentrations
and Other Iron Homeostasis Parameters in Healthy Subjects and Individuals with Type
2 Diabetes

Background and aim: Reduced expression of hepcidin, a key regulator of systemic iron
homeostasis, is an important element in the pathogenesis of iron accumulation in the body
associated with alcohol consumption. High levels of iron are a risk factor for type 2 diabetes
mellitus (T2DM) as it affects important components of the pathogenesis of the disease such as
insulin resistance, increased gluconeogenesis and reduced insulin secretion. Several
epidemiological studies have shown that moderate consumption of red wine is associated with
a lower risk of developing T2DM, indicating potential role of the polyphenols present in red
wine. These compounds exhibit effects on hepcidin expression and iron absorption opposite to
those of alcohol. Given the described physiological effects of hepcidin as well as its potential
role in the pathophysiology of T2DM, the main objective of the study was to examine the effect
of moderate consumption of red wine on serum concentrations of hepcidin in the group of
healthy subjects and in the group of subjects with T2DM. As hepcidin is the most important
factor in the regulation of iron homeostasis, this study also examined the effect of moderate
wine consumption on other indicators of iron balance. Since erythropoiesis is the main iron
consumer in humans, the study examined how moderate red wine consumption affected the

main erythropoietic pathway: erythropoietin-erythroferrone-hepcidin.

Subjects and methods: This was a prospective, non-randomized, clinical study of the effect of
a food product. Two groups of participants were established, a group of healthy subjects and a
group of subjects with T2DM with no other significant comorbidities and without a history of
previous alcohol abuse. After a drive-in period of 2 weeks, in which consumption of any
alcoholic beverage was prohibited, subjects were instructed to drink 300 mL of red wine daily,
split between lunch and dinner and consumed with meals, for 3 weeks. Immediately before and
after the intervention, every participant underwent anthropometric measurements and blood
sampling, as well as laboratory analysis of samples. Analyzed were serum levels of hepcidin,
biochemical markers of iron status, hematological parameters, erythropoietic parameters, and
other important biochemical markers. A total of 31 subjects completed the study protocol, of
which 13 were healthy subjects and 18 subjects were with T2DM.

Results: The results of the study showed that three weeks of moderate consumption of red wine
led to a decrease in serum hepcidin concentration in both the group of healthy subjects (30,0 +
17,3 vs. 21,0 £ 12,1 ng/mL, P = 0,045) and in the group of subjects with T2DM (17,9 [11,9-
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25,2] vs. 13,2 [8,2-18,3] ng/mL, P = 0,001). The decrease in serum hepcidin concentrations
was not reflected in serum iron as its levels remained unchanged in both groups (healthy:
P=0.328; diabetics: P=0.177). Other iron-related indicators also remained largely unchanged
after the intervention, except for a statistically significant decrease in ferritin levels in the group
of healthy subjects (173,0 [126,4-259,8] vs. 118,0 [90,5-232,6] ng/mL, P = 0.017). The
decrease in hepcidin was accompanied by an increase in the level of erythropoietin in both
groups, in the group of healthy subjects (10,6 [7,7-12,1] vs. 12,5 [10,2-14,1] mlU/ml, P =0,001)
and (7,6 [6,4-9,4] vs. 8,9 [8,4-11,1] mlU/ml, P = 0,024) in the group of subjects with T2DM,
while the increase in erythroferrone reached statistical significance only in the group of subjects
with T2DM (0,044 + 0,075 vs. 0,12 + 0,12 ng/mL, P = 0,028). The magnitude and direction of
change in the levels of EPO, ERFE and hepcidin in response to the wine intervention did not
differ between groups. Finally, a statistically significant increase in RDW was observed in both
study groups, in the group of healthy subjects (13,0 +0,5 vs. 13,2 +0,5 %, P =0,013) and (13,5
+ 0,4 vs. 13,6 £0,5 %, P =0,033) in the group of subjects with T2DM with increase in the
reticulocytes count (60 + 16 vs. 70 + 15x109, P = 0,005) in the T2DM group.

Conclusion: Our results indicate activation of the erythropoietin-erythroferrone-hepcidin
pathway by moderate red wine consumption for 3 weeks. As an indicator of erythropoietic
response to the activation of erythropoietin-erythroferrone-hepcidin pathway two significant
increases were observed: of the red cell distribution width in both groups, and of the reticulocyte
count in the T2DM group. This study reveals a novel biological effect of wine that may be

important in conditions influencing iron homeostasis and functions of hepcidin in general.

Keywords: hepcidin, iron, erythropoietin, erythroferrone, red wine, type 2 diabetes mellitus.
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MATERINSKI JEZIK

- Hrvatski jezik

OSTALI JEZICI
- Engleski jezik (aktivno)

- Talijanski jezik

OSTALE AKTIVNOSTI

- Visegodisnji ¢lan visestruko nagradivane klape Sufit iz Splita
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