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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

AKI heveny vesekarosodas (acute kidney injury)
ALT alanin-aminotranszferaz enzim

BMP-6 bone morphogenic protein-6

cDNS cirkularis DNS

CKD kronikus vesebetegség (chronic kidney disease)
Cp coruloplazmin

CRP C-reaktiv protein

DcytB dudenalis citokrém-B / ferri-reduktaz
DMT-1 divalent metal transporter-1

ELISA enzyme linked immunosorbent assay

EPO erythropoietin

ESA erythropoietin-stimulating agents

FPN ferroportin

GFR glomeruléris filtracios rata

Hb hemoglobin

HCP-1 hem-carrier protein-1

HFE hemochromatosis gén fehérje

HIF-1a hypoxia indukalta faktor-1a

HO hem-oxigenaz

Htk hematokrit

IBD gyulladasos bélbetegség (inflammatory bowel disease)
IL interleukin

IRI renal ischaemia reperfusion injury

IRIS International Renal Interest Society

IRP 1 iron-regulatory protein 1

JAK-2 Janus-kinaz-2

K-EDTA trikdlium-etilén-diamin-tetraecetsav

LC-MS/MS folyadékkromatografiahoz kapcsolt tomegspektrometria (liquid chromatography
— mass spectrometry)

LEAP-1 liver-expressed antimicriobial peptide-1



LPS lipopoliszacharid

LUC large unstained cells

MCH vorosvérsejtek atlagos hemoglobin-tartalma

MCHC vorosvérsejtek atlagos hemoglobin-koncentracidja

MCV vorosvérsejtek atlagos térfogata

mHJV membranhoz ko6tott hemojuvenilin (membrane-associated hemojuvenilin)
MRNS messenger RNS

NGAL neutrophil gelatinase-associated lipocalin

RES reticuloendothelialis rendszer

SAA szérum amyloid-A

SDMA szimmetrikus dimetil-arginin

SELDI-TOF surface-enhanced laser desorption/ionization time-of-flight

SMAD small mothers against decacentaplegic protein
spp species

STAT-3 signal transducer and activator of transcription-3
Tf transzferrin

TfR-1¢és -2  transzferrin-receptor-1 és -2
TVK teljes vaskoto kapacitas (total iron-binding capacity)

VVS vOrosveérsejt



2. BEVEZETES

20 évvel ezeldtt human kutatdocsoportok azonositottak egy, legnagyobb részben a
majban termelddo fehérjét, amely a ferroportin-csatornakhoz kotddve gatolja a vasfelszivodast,
elzarja a mikroorganizmusok eldl a vasat, ezaltal antimikrobialis hatassal rendelkezik. A
hepcidinnek (hepatic bactericid protein) elnevezett fehérjérél azéta kideriilt, hogy a
vashaztartast szabalyozo legfontosabb molekula a szervezetben, melynek szerepét szamos
human orvosi kutatds vizsgalja kiilonb6z6 gyulladasos korképekben, igy a heveny és az idiilt
vesebetegségben is. Az elmult évek eredményei arra engednek kovetkeztetni, hogy a hepcidin
termel6dését jelent6sen stimulalja a szervezet gyulladasos allapota, ennek pedig nagy
jelentésége van a gyulladdsos nemregenerativ anaemia kialakuldsdban, valamint az akut
megbetegedések soran a vas altal okozott sejtkarosodds mértékének csokkentésében. A
hepcidin tovabbi kapcsolata a vesebetegségekkel, hogy a fehérje csak a veséken keresztiil
valasztodik ki, igy a szervmiikddés besziikiilésével tobb hepcidin marad vissza, mint egy
egészséges szervezetben, amely a molekula altal kivaltott hatdsokban szintén szerepet jatszik.

Amikor egy korkép kapcsan vérszegénységgel allunk szemben, az elkiilonité korjelzés
szempontjabol értékes informdciot jelenthet, hogyha az anaemia kialakuldsdhoz vezetd
mechanizmusokat ismerjiik, igy a jovOben a hepcidin vérszintjének vizsgalata, annak klinikai
gyakorlatban valo alkalmazasanak jelentdsége szamottevo lehet. A diagnosztikai munka mellett
pedig a terapias szempontokat is meghatarozhatja, ugyanis human orvosi kutatdsok soran
megfigyelték, hogy azok a vérszegény betegek, akiknél emelkedett hepcidinszintet mértek,
egyértelmilen rosszabbul reagéltak a vordsvérsejtek képzését tamogatdé ESA-kezelésre
(erythropoietin-stimulating agents). Tovabba lehet6ség nyilhat olyan hatéanyagok
hasznalatara, melyek a hepcidin hatdsmechanizmusat célozzék meg — szamos ezek koziil mar
vizsgalat alatt all.

A hepcidin mérésének klinikai gyakorlati hasznilata még az emberorvoslasban is
csupan célkitlizés, melynek legfébb oka, hogy a molekula mérésére még nem Ilétezik
egyezményes, a klinikai  gyakorlatban rutinszertien haszndlhatd6  modszer. A
legmegbizhatobbnak jelenleg a folyadékkromatografidhoz kapcsolt tomegspektrometriat (LC-
MS/MS) tartjak.

Béar a human orvosi kutatdsok miatt szamos adatrdl rendelkeziink mar a hepcidin
hatasaval kapcsolatban, ennek a fehérjének a jelentdsége kutyak vesebetegségeiben egyeldre
nem ismert. Korabban az Allatorvostudoményi Egyetem kutatasanak keretein beliil LC-MS/MS

modszer segitségével meghataroztak az egészséges kutydk hepcidinre vonatkozd



referenciatartomanyat, amely lehetdvé tette, hogy a jovében az egyes korképekben ehhez képest

mutatkozo eltéréseket vizsgaljuk.



3. IRODALMI ATTEKINTES
3.1. A hepcidin
3.1.1. A hepcidin felfedezése

A hepcidin felfedezése, elnevezése €s a vasmetabolizmusban betdltott szerepének
felvetése a 2000-es évek elején harom, egymastol fiiggetlen kutatocsoporthoz kothetd. (1)
Krause és mtsai (2000) egy addig ismeretlen, 25 aminosavbdl allo, ciszteinben és diszulfid-
hidakban gazdag, defenzin-tipust peptidet mutattak ki emberi plazma ultrafiltratumbadl,
amelyrdl génexpresszios vizsgalatokkal megallapitottak, hogy legnagyobb részben a mé;j sejtjei
termelik, valamint antimikrobialis és dozisfiiggd antifungalis hatassal is rendelkezik. Az ezen
tulajdonsagai alapjan LEAP-1-nek (liver-expressed antimicrobial peptide) elnevezett, jonnan
felfedezett fehérjével a velesziiletett, nem specifikus immunitas egy Uj ajtaja tarult fel. (1,2,3)

Park és mtsai (2000) csupan néhany honappal késdbb emberi vizeletbdl egy szintén 25
aminosav hosszusagu, ciszteinben gazdag, antimikrobialis hatassal bird peptidet mutattak ki,
melyr6l megallapitottak, hogy egy 84 aminosavbol all6 propeptid formajaban keletkezik a
majban. Ezen jellemz6i alapjan a kutatocsoport a felfedezett fehérjét hepcidinnek (hepatic
bactericid protein) nevezte el. Tanulmanyuk soran a hepcidinnek masik két, rovidebb formajat
is sikeriilt azonositaniuk vizeletbdl, amelyek 20- , illetve 22 aminosav hossziusaguak (hepcidin-
20, illetve hepcidin-22). (1,3,4)

Pigeon és mtsai (2000) nemsokkal ezutan vetettek fel elsdként a hepcidin és a
vasmetabolizmus kapcsolatat, ugyanis megfigyelték, hogy csokkent majmiikddésii betegeknél
gyakran figyelhetd meg vasfelhalmozodas. Kisérletikkben egészséges és vassal tuladagolt
egereket vizsgalva azonositottak egy génszakaszt, amely az utdbbi csoportban nagyobb
mennyiségben expresszalodik, €és egy olyan fehérjét kddol, amely nagymértékii homologiat

mutat az emberi hepcidinnel. (1,5)

3.1.2. A hepcidin szerkezete

A hepcidin szerkezete két B-redébdl all, melyek hajtiikanyarként kapcsolodnak. Két
szalat 4 intramolekularis diszulfid-hid stabilizalja, amely egy sajatos létraszerli konfiguraciot
kolcsondz a molekulanak. Hidrofil és hidrofob oldalldncai révén amfipatikus tulajdonsagu, ami
a legtobb antimikrobialis fehérjére jellemzd. A szervezetben a hepcidinnek 20-, 22- és 25
aminosavas formaja is megtalalhato; a két, illetve 6t aminosavval kevesebb molekulak az N-
terminalis vég megcsonkitasabol szarmaznak. Mivel a molekula hatasmechanizmuséaért éppen
ez arész felel, aktiv formanak csak a hepcidin-25 nevezhetd, masik két alakja pedig 1ényegében

inaktiv. Mig a hepcidin-20 és-25 a vérbdl és a vizeletbdl is detektalhatd, addig a 22 aminosavas
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forma csak a vizeletb6l mutathato ki, ami arra enged kovetkeztetni, hogy ez a molekula a
hepcidin-25 vizeletben keletkezett degradacios terméke. (1,4,6,7,8,9,10,11,12) Az emberi

hepcidin aminosav-szekvenciajat az 1. abra szemlélteti.

1.4abra: A hepcidin aminosav-szekvencidja, a diszulfid-hidakat feltiintetve

é' e =1 ||=*
DTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT
b 4L

25 2220

Forrés: Park és mtsai, 2000 (4)

3.1.3. A hepcidin szintézise és forgalma a szervezetben

A hepcidin féleg a majban termelédik. Génje egy 84 aminosavbol allo pre-prohepcidin
nevll fehérjét kodol, amely enzimatikus hasitdson esik at, és egy 64 aminosav-tartalmu
prohepcidinné bomlik, ami féleg a portalis vénak koriil elhelyezkedd sejtekben termelddik.
Ezutan a molekula a furin-like proprotein konvertaz enzim hatasara alakul at a 25 aminosavat
tartalmazo aktiv hepcidinné, ami a majsejtek basolateralis oldalan {iriil a sinusoidokba. (1,7,12)

Mivel a molekula fehérje-affinitasa alacsony (200-300 nM) az 6t szallito a2-
makroglobulinhoz, a hepcidin nagy része a vérben szabadon, kotetlen allapotban kering. Ennél
fogva ¢€s kis molekulatomege (2,7 kDa) miatt szabadon, gyorsan filtralodik a glomeruluson at,
majd féleg a proximalis tubulusban megalin-dependens endocytosison megy keresztiil.
Reabszorpcidja utan a tobbi kis méretli fehérjéhez hasonléan lebomlik, és csak egy kis

mennyiség detektalhat6 beldle a vizeletben. (10,13,14,15)

3.2. A hepcidin szerepe a szervezetben
3.2.1. A vasmetabolizmus

A vas egy olyan atmeneti fém, mely nélkiilozhetetlen minden fejlettebb egysejti,
novény, allat és ember szamara. Fontos 0Osszetevdje a szervezetben 1évd oxigénszallitd
molekuldknak (hemoglobin, myoglobin) és egyes enzimeknek (citokrémok), valamint részt
vesz a szervezet nem specifikus védekezd reakcidiban is. (1,6,15,16) Mivel szabad ion
formajaban erdsen toxikus, a szervezetben mindig fehérjéhez kotétten fordul eld. (13) Egy
atlagos felndtt emberi szervezet 4-6 mg vasat tartalmaz, melynek kétharmada a

vorosvérsejtekben — a hemoglobin részeként — talalhato meg, 15-30%-a a reticuloendothelialis



(RES) sejtekben, hepatocytakban és enterocytakban raktarozodik ferritin (vagy hemosiderin)
formajaban, 4-5%-a myoglobinban és egyéb fehérjékben fordul eld, és minddssze 0,1%-a
kering a vérpalyaban, tilnyomorészt transzferrinhez kdtédve. A vasegyensuly szervezetszinten
torténd szigort szabalyozédsanak kettds célja van; egyfeldl, hogy a sejtek hozzédjussanak a
biologiai folyamataikhoz sziikséges vashoz, masrészt pedig, hogy elkeriiljék a vas sejten beliili

tulzott felhalmozodasat, amely oxidativ karosodashoz vezetne. (13)

2. abra: A vas felszivodasa a bélhamsejtekbdl és a transzportjaban résztvevd molekulak

Heme G

Ferritin

fe- Hephaestin Ferroportin

e -

Forras: Swinkels és mtsai, 2006 (17)

A szervezetbe a taplalékkal bejutd anorganikus, ionizalt vas a béllumenben trivalens
(Fe**) formaban talalhaté meg, amely nem képes felszivodni, igy az enterocytik apicalis
felszinén 1évo ferri-reduktaz enzim divalens formava (Fe?") alakitja. Ezutdn a divalens metal
transzporter-1 (DMT-1) csatornan keresztiil jut az enterocytakba, ahol apoferritinnel képez
komplex ferri-vegyiiletet és ott ferritin formaban raktarozodik. Abban az esetben, ha a vas allati
eredetll takarmannyal keriil a szervezetbe, hem-ként van jelen a bélcsatornaban és a hem-carrier

protein-1 (HCP-1) segitségével, intakt modon szivodik fel a bélhamsejtekbe, ott a hem-
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oxigenaz (HO) altal lebomlik, majd ugyanugy ferritinként raktarozodik. A keringésbe az
enterocytak basolateralis membranjan 1évo ferroportin (FPN) transzportfehérjén at keriil, majd
a hephaestin vagy coruloplazmin fehérje altal oxidalodik vissza trivalens formava. Ebben az
alakban képes kotédni az apotranszferrinhez, majd tranfeszferrinként szallitodik a
vérplazmaban célsejtjeihez. (1,6,13,16,17,18) A vas felszivodasanak folyamatat a 2. abra
szemlélteti.

Mivel vas felszivodasa a bélcsatornabdl lassu (néhany mg/nap), a szervezet igényeinek
fedezése foképp az ujrahasznositasabol (eloregedett vorosvérsejtekbdl) és a raktarakbol vald
felszabadulasabol adodik. (13)

A vas lritése tilnyomorészt a levalo bélhamsejtekkel, bélsarral torténik, de ugyanezzel
a mechanizmussal kis mértékben a bOron at is kivalasztasra keriilhet, illetve vérzéssel is
tavozhat. (10) Uritése fiziologids koriilmények kozott kismértékii (kevesebb, mint 0,1%-a a
teljes vaskészletnek / nap), illetve nem szabalyozott olyan szigori mechanizmusokon at, mint
a felszivodasa, igy a szérum vasszint meghatdrozasaban csak a szervezet tultelitettsége vagy
jelentds vérvesztés esetén van meghatarozé szerepe, amikor megnovekszik a vas kivalasztasa.

(1,11,15,19)

3.2.2. A hepcidin szerepe a vas anyagforgalmaban

Mai tudasunk szerint a hepcidin a legfontosabb fehérje, amely a vashomeosztazist
szabalyozza. Hatasat a ferroportin—csatornak gatlasan keresztiil fejti ki, amelyek
megtalalhatéak a bélhamsejteken kivil a majsejtekben, a szoveti macrophagokban és
kismértékben a placenta trophoblast sejteiben is. Ahogy a hepcidin kétédik a FPN-csatornahoz,
annak internalizacioja és lizoszomalis degradacioja kovetkezik be. (3. abra) Tekintve, hogy a
FPN jelenleg az egyetlen ismert vasexporter, igy gatlas alé keriil a vas bejutasa a keringésbe és
kialakul a hypoferraemia allapota. (1,12,13,15,16,20,21,22)

Ennek a mechanizmusnak a jelent6sége kettds, egyrészt elzarja a bejutd korokozok elél
a vasat, tehat részt vesz a szervezet védelmi reakcioiban. Ez kiilondsen hatasos olyan
mikroorganizmusok ellen, amelyek patogenezise erdsen a vashoz kotott — ezek az tigynevezett
siderophil baktériumok, mint példaul Vibrio spp, Yersinia enterocolitica. (6,10,15,23,24)

A masik fontos szerepe pedig, hogy a hepcidin a ferroportinnal valé direkt kapcsolata
révén protektiv hatassal bir a szervezet vassal valo taltelitédése ellen, amely sulyos oxidativ
karosodashoz vezetne. Jelentdségére ramutat, hogy a human orvoslasban — €s nagyon ritkan az

allatorvosi teriileten is — el6forduld oOrdkletes hemochromatosis korkép soran hepcidin
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hianyéaban korlatlan a vas felszivodasa a bélcsatornabol, aminek sejten beliili felhalmozdodasa

stlyos szovetkarosodassal és szervezetszintii kovetkezményekkel jar. (6,11,15,19,23,25,26)

3. ébra: A hepcidin hatdsmechanizmusa a FPN-csatornakon keresztiil

HEPCIDIN { HEPCIDIN {}

vas vas

& hepcidin

N

Fe Fe

Forras: Ganz, 2007 (26)

3.2.3. A hepcidin szintézisét befolyasolo tényezok

Felfedezése ota intenziv kutatds folyik a hepcidin szintézisét szabalyozo faktorok és
molekuldk azonositasara. Jelenlegi ismereteink szerint a hepcidin szintjét a transzferrin
szaturacioja és a vasraktarak teltsége, a szervezet gyulladasos allapota, az erythropoietikus
aktivitas és a szisztémas hypoxia szabalyozzak. (1,11,15,25,27)

I. Vasraktarfiigg6 szabalyozas: A transzferrin telitettségének kozvetitése a hepatocytak,
mint f6 vasraktar felé, a feliiletiikon 1évo transzferrin-receptor-1 és -2 (TfR-1, -2), valamint a
hemochromatosis gén fehérjébdl (HFE) 1étrejovo komplex altal torténik. Ennek eredményeként
harmas komplex jon l1étre a TfR-2, HFE és a membranhoz k6tétt hemojuvenilin (mHIV) kozott.
Utobbi egy majban talalhato fehérje, a bone morphogenic protein-6 (BMP-6) ko-receptora, ami
altal fokozza a hepcidin transzkripcidjanak mértékét az tigynevezett BMP/SMAD-utvonalon
keresztiil (small mothers against decacentaplegic proteins-mediated signaling pathway). A
neogenin nevii transzmembran fehérje tamogatja ezt a folyamatot, mert segit a harmas komplex
Osszeallitasdban és a mHJV funkcidjaban. A matripaz enzim azonban vashianyos allapotban
gatolja ezt a jelatvitelt a mHJV-n keresztiil, igy ebben az esetben csokken a hepcidin

transzkripcidjanak mértéke. (1,10,11,13,15,16,20,24,27,28)

11



Il. Gyulladastél fiiggé szabalyozas: Gyulladasos folyamatok soran egyes
proinflammatorikus citokinek jelenléte, kiilonbozé jelatviteli mechanizmusokon at hatva
stimulalja a hepcidin transzkripciojat. Ezek koziil a legnagyobb jelentdsége az interleukin-6-
nak (IL-6) van, amely a JAK-2/STAT-3 (Janus-kinaz-2/signal transducer and activator of
transcription-3) tutvonalon keresztiil fejti ki hatasat. (6,10,11,15,16,28). Ez az utvonal
aktivalodik a fertézések ¢és kiilondsen a patogén-specifikus molekuldk — Ugymint a
lipopoliszacharidok (LPS) — jelenléte soran is, amelyek a makrofagokon hatva indukaljak azok
IL-6 termelését, ez pedig a majsejtek hepcidin mRNS szintézisét stimulalja. (6,8,11,27,28,29)

Nemeth ¢és mtsai (2004) kutatdsukban IL-6-tartalmi infuzioval kezelt emberek
hepcidinszintjét vizsgaltdk 2 oraval a beadas utan, és azt tapasztaltdk, hogy az értéke
szignifikdnsan magasabbnak volt mérhetd, mint a kezelés el6tt. Emellett ugyanekkor a szérum
vasszintjét ¢s a transzferrin telitettségét is Osszevetették az infizi6 beadasa el6tti értékekkel, és
mindkét esetben tobb, mint 30%-os csokkenést tapasztaltak, ami a hepcidin hatasanak
tulajdonithato. (27)

Mindezek alapjan a hepcidin egy II. tipust akut fazis fehérjének tekinthetd, ami egy
molekularis kapcsolatot biztosit a gyulladds, a vasmetabolizacié szabalyozasa és az ezaltal
1étrejovo anaemia k6zott, hiszen a csontvel6ben zajlo vordsvérsejtképzés szamara igy kevesebb
vas all rendelkezésre. (6,8,12,21,22,25,27,29) A gyulladasos citokinek koziil az IL-6 mellett az
IL-18 ugyanezen az utvonalon keresztiil, az activin B pedig a vasraktarfiiggd szabalyozasnal
leirt BMP-6/SMAD utvonalon keresztiil stimulalja a hepcidin szintézisét. (15,16)

III. Erythropoietikus aktivitastol és hypoxiatol fiiggd szabalyozas: ha anaemia vagy
hypoxia all fenn a szervezetben, a szoveti oxigénnyomas csokkenése altal aktivalt hypoxia
indukalt faktor-la. (HIF-la) fokozza a vese interstitiumaban 1évé fibroblast-like sejtek
erythropoietin (EPO) termelését. Ennek a folyamatnak a lezajlasahoz jelentds mennyiségii
vasra van sziikség, igy mind az emészt6traktusbol valo felszivodas, mind a hepatocytakbol és
machrophagokbdl valé exportmechanizmusok feler6sdodnek. A hatas kifejtése érdekében az
erythroferron, egy erythroblastok altal termelt fehérje direkt modon gatolja a hepcidin
szintézisét, kivédve annak hatasat. Igy tehat az eryhtropoietikus aktivitis novekedése és a
szervezet hypoxias allapota szupressziven hatnak a hepcidin szintjére. (10,11,15,27,28)

A hepcidin szintézisét stimulaléo molekuléris Gtvonalakat a 4. dbra szemlélteti.

12



4. 4dbra: A hepcidin szintézisét stimulalo utvonalak

gyulladas ‘Fe-TF
¢ BMP 6 «———— s-Hiv ‘
Ver IL-6 Matriptase-2 HV | BMPLII ™
IL-6R -
o

,\ Citoplazma

2 HAMP \ s Hepedin

Forras: Sebastiani és mtsai, 2016 (30)

3.3. A hepcidin vizsgalata és kvantitativ mérési modszerei
3.3.1. A hepcidin vizsgalata a human orvostudomanyban

Felfedezése ota tobb kutatas tlizte ki célul a hepcidin vizeletbdl vagy szérumbol torténd
mennyiségi mérésére alkalmas megfeleld6 modszerének kidolgozasat. Napjainkban kevés
antitest alapti mérést alkalmaznak, mivel az eljarasok hatékonysagat limitalja a molekula kis
mérete, komplex struktiraja, alacsony koncentracioja, valamint a fajok kozotti nagyfoku
konzervativizmusa, ami neheziti a hepcidin ellenes antitestek hatékony fejlesztését és az
izoformak azonositasat. Els6 meghatarozasa vizeletbdl tortént kationcseréld kromatografia
segitségével, amit a hepcidin kemilumineszcens detekcion alapuld mérése kovetett, a modszer
azonban csak szemikvantitativnak bizonyult. A szérumbo6l valé méréshez kiprobalt Western
blot hasznalata szintén nem elterjedt. (1,7)

A szérumbo6l ELISA-val (enzyme-linked immunosorbent assay) valé mérés Ganz és mtsai
(2008) nevéhez flzodik, akik kutatdsuk sordn meghataroztdk a modszerhez kothetd
referenciatartomanyt. Ujabban azonban a tomegspektrometrian alapulé modszerek terjedtek el
a hepcidin méréséhez, melyek kozil elsoként a SELDI-TOF (surface-enhanced laser
desorption/ionization time-of-flight) a hepcidin mindharom formajanak mérésére alkalmasnak
bizonyult. A jelenlegi legelterjedtebb modszer azonban a vér hepcidin-25 szintjének mérésére

egy masik tomegspektrometrian alapuld eljaras, a folyadékkromatografidhoz kapcsolt
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tomegspektrometria (LC-MS/MS). Ez az eljaras megfeleléen megbizhatd és id6hatékony,
tovabba kizarolag a hepcidin aktiv, 25 aminosavboél allo formajat méri, szemben az ELISA
modszerrel, igy elkeriilhetéek az ebbdl adodd mérési hibak. LC-MS/MS segitségével elsoként
Itkonen és mtsai (2012) hataroztak meg a human referencia-értéktartomanyt. Ez férfiak esetén
1,1-15,6 nmol/l, n6k esetében pedig 18-50 év kozt 0,4-9,2 nmol/l, 50 éves kor felett 0,7-16,8
nmol/l. A nemek kozotti kiilonbséget a menstruacio alatti vasvesztésnek, a n6knél 1évo életkori
eltérést pedig a menopauza elétti, illetve utani allapotnak tulajdonitjak. (7,12,32,33)

A mérések soran fontos szem el6tt tartani, hogy a hepcidin szobahémérsékleten csupan
egy napig, +4 °C-on 6 napon at, -20°C-on legalabb 42 napig, -80°C-on pedig minimum 6
honapig stabil. (13) A kapott eredményt tovabba befolyasolhatja a vérben keringé hepcidin

crcr

orakban, a legmagasabb szintet pedig az esti orakban lehet tapasztalni. (32)

3.3.2. A hepcidin vizsgalata kutyakban

Fry és mtsai (2004) kutatasukban elsdként klonoztak és szekvenaltak a kutya hepcidin
génjét, valamint meghataroztak a hepcidin expresszidjanak szoveti megoszlasat. (3) A kutya
CDNS-bél levezetett, 85 aminosav-tartalma pre-prohepcidin magas fokua, 74%-os homologiat
mutatott az emberbdl izolalt 84 aminosav-tartalmu prekurzor formaval, ami a sertéssel,
patkannyal és egérrel Osszevetve a legmagasabb. A hepcidinben meghatarozott 4 lancon beliili
diszulfid hid és 8 cisztein a tobbi fajban is megtalalhato. A kutyabol Western blot modszerrel
kimutatott 9 kDa-os protein legnagyobb része a majbol, kisebb hanyada pedig a tiid6bél és a
vesékbol volt kimutathato. (3,8) A Fry és mtsai (2004) altal szekvenalt kutya hepcidint az 5.

abra mutatja be.

5. abra: A kutya hepcidinjének nukleotid- és aminosav-sorrendje

1 ATGGCACTCAGCTCGCAGACCCAGGCTGCCTGCCTCCTGCTCCTCCTCCTGGCCAGCGTG
M A L 8 S Q T Q A A C UL L L L L L A S V

61 GCCAGTGTCTCAGTCCTTCCACACCAGACAGGACAGCTCACAGACCTCCGAGCCCAGGAC
A S V. s vV.L P H QT G Q L T DL R A QD

121 ACAGCTGGAGCCGAGGCAGGCCTGCAGCCCACGCTCCAGCTCCGGAGGCTAAGGAGGCGA
T A G A E A G L Q P T L Q L R R L R R R

181 GACACCCACTTCCCCATCTGCATATTCTGCTGTGGCTGCTGTAAAACACCGAAGTGTGGG
D T H F P I €C I F C C G €C C K T P K C G

241 CTCTGCTGCATAACATAG
L ¢ ¢ I T *

Forras: Fry és mtsai, 2004 (3)
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A budapesti Allatorvostudoméanyi Egyetemen mar tobb kutatds keretén beliil
foglalkoztak egészséges kutydk szérum hepcidinszintjének megfeleld mérési modszerével,
melynek soran az ELISA modszer pontossdga, és igy a kapott referencia-értéktartomany
pontossaga is kétségbe vonhatova valt. (8) 2018-ban az LC-MS/MS-t alkalmazva els6ként
sikeriilt pontos és megbizhaté modon vizsgalni a kutyak szérum hepcidinszintjét, melynek
soran 86 egészséges kutya értékei keriiltek mérésre. Az eredmények alapjan az atlagos
hepcidinkoncentracié 16,6 ng/ml volt, a meghatarozott referencia-értéktartomany pedig 5,3-
36,4 ng/ml. (8,12)

3.4. A hepcidin szerepe az akut vesebetegségben (AKI)

A vese vizeletkivalaszto, filtracios tevékenysége néhany nap, vagy akar ordk alatt is
sulyosan kdrosodhat, ilyenkor heveny vesekarosodéasrol beszéliink. Kimenetele valtozo, az
el6idéz6 ok ¢és az elvaltozas stlyossdganak fliggvénye. Bar kovetkezményei gyakran
végzetesek, de az idoben alkalmazott gyogykezelés hatasara visszafordithatoak, tehat egy
potencialisan gyogyithatdo korképrol beszélhetiink. (33) A betegség stadiumokba valo
besorolasat az IRIS (International Renal Interest Society) alkotta meg, melynek alapjat a
vérplazma kreatininszintje képezi. Ennek legfobb jellemzdit az 1. tdblazat szemlélteti. A
betegség stulyossaganak tovabbi megitélését teszi lehetéveé a vizeletprodukcid mértéke €s a

vesemiikddést helyettesitd dializis sziikségessége. (34)

IRIS stadium Plazma Kkreatinin Klinikai allapot
(nmol/L)

nem azotaemias AKI:
- korelézmény vagy barmilyen vizsgalat alapjan
bizonyitékok AKI-ra

| <140 - normalértéken beliili, de 25 pmol/L-nél nagyobb
kreatininszint-emelkedés 48 ora alatt
- oliguria vagy anuria 6 6ran at
- folyadékterapiara reagalo AKI

1 141-220 enyhe AKI — 1d. I. stadium, valamint az azotaemids
CKD-s betegek esetén

i 221-439

kozépsulyos-sulyos AKI — stlyosbodd azotaemia és
v 440-880 progressziv veseelégtelenség
\% 880<

1. tablazat: Az akut vesebetegség stadiumai

Forras: International Renal Interest Society, 2016 (34)
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A szervezet kiilonb6z6 heveny megbetegedéseiben, igy az AKI-ban is gyakori, hogy
felborul a vashaztartas egyensulya, s6t, az AKI patomechanizmuséanak egyik kulcseleme a vas
altal okozott oxidativ stressz. Ennek oktanaban tobb tényezd is szerepet jatszik, tigymint a
katekolaminok megnovekedett szintézise, metabolikus acidozis, szoveti karosodasok,
hemolizis és vérzés. Hatdsukra a normalis koriilmények kozott elenyészdé mennyiségl,
katalitikus allapotban 1évé vasionok mennyisége a keringésben megnd, ez pedig reaktiv
oxigéngyokok képzddésén keresztiil sejtkarosodashoz vezet, ami pedig tovabb sulyosbitja a
betegség lefolyasdt. A nagy mennyiségli szabad vas tovabba eldsegiti a kiilonb6zo
mikroorganizmusok elszaporodasat és virulenciafaktoraik érvényesiilését, ami szintén rosszabb
prognozist von maga utan. Ebben az aktiv gyulladasos kornyezetben és a vér emelkedett
vasszintjének hatasara human kutatasok igazoltak, hogy nagy mennyiségii hepcidin termelddik,
amely a ferroportin-csatornak gatlasaval csokkenti a keringdé vas mennyiségét és az altala
okozott sejtkarosodas mértékét, ezaltal protektiv szerepet jatszik ezekben a heveny
megbetegedésekben. (24,35)

Scindia és munkatarsai (2019) szeptikus eredetli AKI-ban vizsgaltak a hepcidin
jelent6ségét, ahol a betegség kialakulasaban szerepet jatszik a mitokondrialis diszfunkcio, az
endothel- ¢és tubularis epithelkarosodas, valamint a gyulladasos citokinek altal eléidézett
»vihar”. Egerekben kisérletesen lipopoliszacharidok altal eldidézett AKI esetében
szignifikansan kisebb mértékii glomerularis karosodas jelentkezett az allatok hepcidinnel
torténd eldkezelése mellett a kontrollcsoporthoz képest. Bar a hepcidin nem fejtett ki kdzvetlen
hatast a veseparenchymara, de mérsékelte az endotoxinok altal okozott sejtkarositd hatast,
tamogatta a mitokondrialis struktira megdrzését, csokkentette a bacteraemia mértékét és
javitotta a mortalitasi aranyt. Kimutathato volt tovabba az altala kivaltott hypoferraemia és a
szoveti H-ferritin szint emelkedése — utobbi ferroxidaz aktivitasa és vasraktarozo szerepe révén
szintén korlatozta a mikroorganizmusok vashoz val6 hozzaférését. (16,24,35)

A hepcidin és a szervezet szeptikus allapota k6zotti kapcsolatot vizsgalva mas kutatasok
megallapitottak, hogy a hemodializisben vagy peritonealis dializisben részesiild paciensek
esetén az eljaras jellege tovabbi gyulladasos stimulaciot jelent a szervezet szdmara, ami tovabbi
szérum hepcidinszint novekedést eredményezhet. (15,16)

A hepcidin és az AKI kozti kapcsolat feltérképezésében a legtobb human klinikai
kutatas azonban szivmtitéten atesett betegek posztoperativan kialakult heveny vesebetegségét
vizsgalja, ugyanis az eljardsnak ez az egyik leggyakoribb szovédménye. Ilyenkor a miitéti
koriilmények hatasara, hemodinamikai okokbol kovetkezik be a vesekarosodas (IRI = renal

ischaemia reperfusion injury), ami negativan befolydsolja a morbiditast és a mortalitast,
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valamint a késébbiekben kronikus vesebetegség kialakukasahoz vezet. Tobb tanulmany is
ramutatott, hogy a vesekarosodas hatasara helyileg is — féleg a Henle-kacs felszallo agaban és
a distalis kanyarulatos csatornaban — tobb hepcidin termelddhet, melynek hatasara a vizeletben
szignifikdnsan nagyobb mennyiségli hepcidin-25 detektalhatd. Azoknal a betegeknél, akiknél
ez megfigyelhetd volt, egyértelmiien kevésbé sulyos vesebetegség alakult ki vagy nem fordult
eld ez a mitét utani szo6védmény, ami szintén a hepcidin védelmi szerepét tdmasztja ala.
(14,18,24,36,37) A vese lokalis hepcidinprodukcidjat a nefron kiilonb6z6 szakaszaiban a 6.

abran a szines szaggatott vonal szemlélteti.

6. abra: Helyi hepcidintermelés a nefron kiilonb6z6 szakaszaiban

imali HENLE-KACS | distalis .
vesetestecske k%r;t)\)v(a"r?ﬁaltso s leszallo felszallo kanyarulatos gyujtocsatorna
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!
i
kék: magas, lila: kdzepes, , z01d: nincs helyi termelés

Forras: Scindia és mtsai, 2018 (18)

Human orvosi kutatasok tovabba kimutattak, hogy akut vesebetegség soran a hepcidin
mellett egyéb akut fazis fehérjék termelddése is megnovekedhet, amik a talzott mennyiségli vas
megkotésében és a vese védelmében jatszanak szerepet. Ezek kozé tartozik a neutrophil
gelatinase-associated lipocalin (NGAL), hemopexin, haptoglobin, céruloplazmin és ferritin,
valamint a szervek koziil legnagyobb mennyiségben a vesében termel6dé iron-regulatory
protein 1 (IRP 1), ami ezen fehérjék termelddését befolyasolja. A szervezet tehat a kiilonb6zo
heveny megbetegedések, ezaltal az AKI soran is sokrétli szabalyoz6 mechanizmusokon
keresztiil igyekszik helyredllitani a felborult vashaztartist, amiben a hepcidin szerepe

kulcsfontossagtinak bizonyul. (18,24,35,36,37)
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3.5. A hepcidin szerepe a kronikus vesebetegségben (CKD)

Kroénikusnak nevezziik azokat a vesebetegségeket, amelyek tobb, mint harom honapja
fennallnak. Ebben az esetben a vesemiikodés fokozatosan, folyamatosan csokken, a korkép
pedig az AKI-val szemben gyogyithatatlan és progressziv jelleget mutat. A korformaval f6leg
1d6sebb allatok korében talalkozhatunk, de el6fordulhat fiatal egyedekben is velesziiletett
okokbdl, fertézéseket vagy ureterelzarodast kovetden. (38) Az IRIS az idiilt vesebetegséget is
kiilonb6z6 stddiumokba sorolja a plazma kreatininértéke, valamint legtjabb ajanldsaban az
SDMA értéke (szimmetrikus dimetil-arginin) alapjan is, stlyossaganak tovabbi megitélését
pedig lehet6vé teszi a renalis eredetli proteinuria (vizelet fehérje/kreatinin arany) és a
szisztémas artérias vérnyomas értéke. (38,39) A stadiumok legfobb jellemz6it a kreatinin értéke

szerint a 2. tablazat szemlélteti.

IRIS stadium Plazma kreatinin Klinikai allapot
(umol/L)

az allat nacionaléja vagy korelozménye alapjan
veszélyeztetett <125 prediszponalt vesebetegség kialakulasara (pl. egyes
fajtak, nefrotoxikus gyogyszer)

nem azotaemias — valamilyen mas vizsgalati eredmény
utal meglévo vesebetegségre:
- képalkoto eljaras alapjan
- vese tapintasi lelete alapjan
- vesebiopszia lelete alapjan

| <125 - renalis eredetli proteinuria
- ndvekvo plazma kreatinin a referencia tartomanyon
beliil
- vizeletkoncentralasi zavar az extrarenalis korokok
kizarasa utan

1 125-180 enyhén azotaemias — klinikai tiinetekben altalaban nem
vagy enyhén nyilvanul meg

11 180-440 mérsékelten azotaemias — valtozatos €s eltérden stulyos
extrarenalis tlinetek

v 440< nagy eséllyel kifejezett szisztémas klinikai tiinetek és
uraemias krizis

2. tablazat: A kronikus vesebetegség stadiumai

Forras: International Renal Interest Society, 2017 (39)

Az anaemia el6fordulasa kronikus vesebetegségben ismert és gyakori jelenség,
fennallasa pedig Osszefiigg a betegség kedvezbtlenebb korjoslataval, a magasabb rizikoval
egyéb szisztémas jellegli mellékhatdsokra, a rosszabb életmindséggel €és a mortalitassal.

(10,11,16,20,22) Oktana tobb mechanizmusra is visszavezethetd, melyek kozott szerepelnek az
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uraemias toxinok erythropoiesist gatldo hatdsa, az EPO-hidny, a vordsvérsejtek lerovidiilt
¢lettartama, valamint a vas csokkent felszivodasa és fokozott iiritése — tobbnyire a kialakuld
gyomorfekély miatti kronikus vérvesztés soran. Ezeket az anaemiat kivalto tényezoket egésziti
ki az elmult évek kutatasai alapjan a hepcidin, illetve a csokkent vasfelszivodast is ennek
hatasaval magyarazzak. (10,11,15,20,21,27,28)

Mindezek alapjan a CKD soran kialakulé anaemia tipusa nem egységes. Eldfordulhat
ugyanis, hogy a szervezet abszolit vashianyban szenved, vagyis kevesebb vas talalhaté mind a
keringésben, mind az intracellularis vasraktarakban, azonban a CKD —, mint egyéb kronikus
betegségek — gyakran gyulladasos anaemiat (anaemia of chronic disease, chronic disease-
related anaemia vagy inflammation-related anaemia) alakit ki, amelyre a funkcionalis vashiany
jellemz6. Ilyenkor hidba vannak megfeleld vasraktarak, nem jut ki a sejtekbdl a vas a
keringésbe. Ez a hepcidin hatasanak tulajdonithatd, aminek megemelkedett szintje gatlas alatt
tartja a vas keringésbe jutasat a ferroportin-csatornakon keresztil. A jelenség a
,reticuloendothelialis sejt blokad” néven is ismert. (6,10,15,16,18,20,21,22,25,27,28,40,41)

A funkcionalis (masnéven szekunder) vashiany mas korképek soran is leirasra keriilt,
melyek rendre valamilyen kronikus gyulladasos éallapottal allnak Osszefiiggésben, igymint a
gyulladdsos bélbetegség (IBD), kronikus szivelégtelenség és majelégtelenség, rosszindulati
daganatos megbetegedések és a rheumatoid arthritis. Ezekben a betegségekben is mar tobb
kutatas igazolta, hogy megné a hepcidin termelése, elmondhatd tehat, hogy fontos szerepet
jatszik a gyulladisos nemregenerativ anaemia Kialakitasaban. Allatkisérletek be is
bizonyitottak, hogy a mesterségesen eldidézett CKD soran a ,,hepcidin knockout” egerekben
sokkal enyhébb anaemia alakult ki, mint a kontrollcsoportban, ahol a hepcidin hatdsa is
érvényesiilt. (15,16,20,24,27,28,41,42,43)

Funkcionalis vashidanyra és gyulladdsos anaemidra utal a betegek laboratoriumi
valamint a microcytaer anaemia. A gyulladas soran a pozitiv akut fazis fehérjék — példaul a C-
reaktiv protein (CRP) — és a proinflammatorikus citokinek emelkedésével is talalkozhatunk,
melyek a kronikus vesebetegség sordn is jellemzden eldfordulhatnak az uraemids toxinok altal
teremtett kdrnyezet miatt. Emiatt fontos kihangstlyozni, hogy a vashaztartast reprezentalo
paraméterek mindegyikét jelentdsen befolyésolja a gyulladas, mindez pedig a hepcidin szintjére
is igaz, hiszen a vasraktarak mellett a gyulladas a masik szintézisét stimulalo Gtvonal. Vérbeli
szintjét azonban jelentdsen meghatdrozza a vesemiikddés is, tekintve, hogy a molekula
kivalasztasa kizarolag a vesén keresztiil torténik. Vesebetegség esetén —, legyen az akut vagy

kronikus — csokken a glomerularis filtracios rata (GFR), igy a vérben tobb hepcidin halmozodik
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fel, ami szintén elGsegiti az anaemia kialakulasat. Igy tehat a hepcidin magas szintjével abban
az esetben is szamolni lehet, amikor CKD soran semmilyen mas gyulladasos marker értéke nem
emelkedik. A human kutatasok alapjan tehat jelenlegi tudasunk szerint, a kronikus vesebetegség
soran mért emelkedett szérum hepcidinkoncentracio hattérben a vesefunkcid besziikiilése altal
kialakult glomerularis filtracids rata csokkenése és a gyulladasos citokinek jelenléte allnak.
(11,13,15,16,20,21,22,24,25,27,28)

Az anaemia szervezetre gyakorolt kedvezdtlen kovetkezményein feliil a magas
hepcidinszint befolyasolhatja a CKD kezelését is, ugyanis limitalhatja a vorosvérsejtképzés
tamogatasara hasznalt ESA-kezelés (erythropoietin-stimulating agents) hatékonysagat,
mintegy EPO-rezisztenciat okoz. Human orvosi felmérések alapjan a kezelt betegek 10-20%-a
nem reagal erre a terapiara, patkanykisérletek pedig bebizonyitottdk, hogy magas szérum
hepcidinszint esetén szignifikdnsan rosszabbul reagdl a szervezet az ESA-kezelésre, mert

ilyenkor kevesebb vas all rendelkezésre az erythropoiesis szamara. (6,15,16,20,21,25,44)

3.6. A hepcidin jelentésége a klinikai gyakorlatban
3.6.1. A hepcidin diagnosztikai és terapias értéke vesebetegségben

Tekintve, hogy tobb kutatasban leirtak akut vesebetegség soran a vizeletben mért
magasabb hepcidinszintet, amelynek egyértelmiien védelmi szerepet tulajdonitanak, felmeriil a
kérdés, vajon exogén hepcidin hatasdra mérseékelhetd-e a szervi kdrosodas. Ez a feltevés
patkanykisérletek és human klinikai kutatasok alkalmaval is igazolast nyert, ugyanis ezekben
az esetekben mesterségesen eldidézett AKI, illetve szivmiitétek el6tt alkalmazott hepcidin-
kezelés, hypoferraemiat okozé hatasa révén kifejezetten protektivnek bizonyult, illetve egyes
tanulmanyok szerint az immunvalaszt is javitotta. Ez alapjan azoknak a betegeknek a jovoben
javithatja az esélyeit a profilaktikus hepcidin-kezelés, akiknél mitét el6tt vagy kozben kdzepes-
nagy kockazatot allapitanak meg a posztoperativ AKI kialakulasara. Ennek elénye lenne a
jelenleg hasznalatos vaskelatorokhoz képest, hogy a szervezet sajat védelmi mechanizmusat
hasznalja fel a hypoferraemia kivaltasara, igy biztonsagosabb, valamint hatékonyabban zarja el
a mikrobdk eldl a vasat. Hatrdnya azonban, hogy protektiv szerepén til az anaemia kialakulasat
eldsegiti, igy még széleskorii kisérletek €s vizsgalatok sziikségesek jovobeni alkalmazasdhoz.
(18,24,35,36)

Kronikus vesebetegségben felmeriilt a hepcidin diagnosztikai érteke, mint a
vesebetegség és a gyulladasos anaemia ij markere. Eddigi human orvosi kutatasok alapjan a

vér hepcidinszintje pozitiv korrelaciét mutatott a ferritin és a CRP értékével, valamint az

crer
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allt. Mig a CKD korai stadiumaiban a transzferrin telitettsége és a ferritin szintje jobb
markereknek bizonyult, elérehaladottabb esetekben a hepcidin jobban korrelalt ndluk az
anaemidval és ekkor mar a GFR-rel is szignifikdns pozitiv korrelaciét mutatott. Ennek alapjan
a jovoben a hepcidin prognosztikai értéke szamottevo lehet, azonban fontos szem el6tt tartani,
hogy termelddését erdsen befolydsolja a gyulladas (féleg tarsbetegségek esetén), illetve az
egyeden beliil megfigyelt gyors valtozasok a gyulladasos statuszban nagy valésziniiséggel nem
teszik lehet6vé rovidtava biomarkerként vald alkalmazasat. (16,21,25,45)

A fent emlitetteken kiviil az anaemia menedzsmentjében is nagyon fontos szerepet
tulajdonitanak a jovOben a hepcidinnek. Ahogy CKD-ben egyre besziikiil a vesefunkcio, egyre
nagyobb az igény az ESA-kezelésre és a vaspotlasra, ugyanakkor a vér hepcidinszintje is egyre
magasabb. Bar ez a terapids lehetdségeket behatarolja, egytttal meg is josolhatja a magasabb
ESA-dozis és a parenteralis vaspoétlas sziikségességét, utobbi ugyanis sokkal hatdsosabbnak
bizonyult magas hepcidinszint esetén a per os adott vassal szemben. Emellett
patkanymodelleken leirtak, hogy egy az ESA mellett adott, hepcidin expresszidjat gatld
molekula alkalmazéasaval szignifikansan jobban reagaltak az 4allatok a kezelésre.
(15,20,21,25,44)

A hepcidin sokrétii szerepét feltarva tehat igéretes lehet jovObeni alkalmazasa a klinikai
gyakorlatban, azonban fontos megjegyezni, hogy rutinszerii hasznalatahoz tovabbi kutatdsokra

¢s mérési modszerének standardizalasra van sziikség. (46)

3.6.2. A hepcidin-ferroportin tengely, mint terapias célpont

A hepcidin-ferroportin tengelyt ismerve uj ajtok nyilhatnak meg egyes
betegségek gyogykezelésében a hepcidin agonistait és antagonistait hasznalva. Ezek a
hatéanyagok jellemzden még tesztelés alatt allnak, illetve nem rendelkeziink pontos adatokrol
mellékhatasaikat illetéen. Agonistai olyan vegyiiletek, melyek a hepcidin termelédését
stimulaljak vagy hasonl6 aktivitassal rendelkeznek, igy alkalmazasukkal elkeriilhetd lehet a
szervezet tulzott mértékii vasfelhalmozodésa tobbek kozott heveny gyulladasban, thalassemiak
vagy Orokletes hemochromatosis soran. A hepcidin antagonistai ezzel szemben kiilonb6z6
pontokon akadalyozhatjak meg a ferroportin-csatornak gatlasat. Ez a hatas human kutatasok
szerint felhaszndlhato a kiilonb6z6 kronikus gyulladasos betegségek mellett akar
cardiovascularis vagy neurodegenerativ megbetegedések, valamint mellrak és prosztatarak
kezelése soran is, utdbbi esetében pedig a hepcidin hatdismechanizmusat megcélzo terapia akar
a daganatellenes terapiara is érzékenyitheti a hamsejteket. (30,46,47) Kifejezetten a

vesebetegségbdl eredé anaemiaban bizonyult hatékonynak az eddig elvégzett kisérletek alapjan
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a HIF-utvonalat aktivaldo roxadustat, amely még jelentds gyulladasos kornyezetben is
szamottevden novelte az endogén EPO-szintézist és csokkentette a szérum hepcidinszintjét,
ezaltal helyreallitotta a vasmetabolizmust. (46) A jelenleg ismert, illetve kutatott agonista és

antagonista hatdanyagok csoportjait a 3. tablazat szemlélteti.

Hepcidin-agonistak Hepcidin-antagonsitak
1. mini-hepcidinek: 7-9 aminosavbdl allo 1. neutralizal6 monoklonalis ellenanyagok
hepcidin-analogok — pl.: PR65 hepcidin vagy IL-6/IL-/ receptora ellen — pl:
2. BMP-6-analégok — pl.: HFE tocilizumab
3. STAT/SMAD utvonal aktivatorai — pl.: 2. antikalinok — pl.: PRS-080
genistein 3. BMP-6-HJV-SMAD utvonal gatloi —pl:
4. szteroidmolekulak, melyek a PGRMC-1- dorsomorphin
receptoron hatnak — pl: mifepriston 4. TNFy.-ellenanyagok — pl: golimumab
5. matripaz enzim gatloi — pl.: 811-AA 5. STAT3-gatlo kis molekulak — pl: AG490
human protein 6. cardialis glikozidok nmol-os koncentracioban —

pl.: fursultiamin

3. tdblazat: A hepcidin agonistai és antagonistai

Forras: Sebastiani és mtsai, 2016 (30), Li és mtsai, 2020 (46), Rochette és mtsai, 2015 (47)

3.7. Hepcidin az allatorvoslasban: A hepcidin és a vas-statusz osszefiiggése kronikus
vesebeteg macskakban

Az éllatorvoslas teriiletén 1daig csupan macskak esetében, 1 tanulmanyban vizsgaltak a
hepcidin és a vesebetegség kapcsolatat. Javard és mtsai (2017) azt a célt tlizték ki, hogy
egészséges és CKD-ben szenvedé macskak szérum hepcidin-, EPO- ¢és vasszintjét
Osszehasonlitsdk, melynek soran a hepcidin értékének meghatarozasahoz az ELISA modszert
hasznaltak human kitek alkalmazasaval. (22)

Az eredmények kiértékelése sordn megallapitasra keriilt, hogy a szérumbol atlagosan
mért hepcidin szintje kronikus vesebetegek esetén szignifikdnsan magasabb a kontroll
csoportéhoz képest, tehat az emelkedett kreatinin értékével pozitiv korrelacioban all.
Szignifikans Osszefiiggést mutatott tovabba az alacsony hematokrit és teljes vaskotd kapacitas
(TVK) értékével, valamint a magas szérum amyloid-A (SAA)-szinttel. Az anaemias betegek
korében a tobbi CKD-s esettel dsszehasonlitva szignifikdnsan magasabb kreatinin- és SAA-
értéket, illetve alacsonyabb TVK- és EPO-szintet allapitottak meg. A kutatas soran kapott
eredmények ramutatnak, hogy — a human teriilethez hasonléan macskak esetén is — a CKD
kapcsan mért magas hepcidinszinthez a gyulladasos folyamatok és a csokkent vese clearance is

hozzajarulnak. (22)
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4. CELKITUZESEK

Kutatasunkban azt a célt tliztlik ki, hogy az allatorvoslasban eldszor, heveny, illetve idiilt
vesebeteg kutydk szérum hepcidinszinjét vizsgaljuk, dsszevessiik a referenciatartomannyal,
valamint korrelacios vizsgélatokat végezziink a vesebetegség €és a vérszegénység egyes, a
klinikai gyakorlatban hasznalt paramétereivel (hematokrit, reticulocyta-hemoglobin, albumin,
vas, C-reaktiv protein). Hosszatava célkitlizéslink, hogy a tovabbiakban egy nagyobb
populacidt vizsgalva és a pdaciensek korlefolyasat kovetve megismerjilk a hepcidin
prognosztikai szerepét is a vesebetegségben, illetve differencidldiagnosztikai szerepét a
vérszegénységben.

Reményeink szerint a modszer €s a vizsgalatok tovabbfejlesztésével a jovoben a klinikai
gyakorlati munkat segitheti a fehérje szintjének mérése a diagnozis felallitasdban és a terapias
szempontok meghatarozasaban is, ennek elérés¢hez azonban még tovabbi kutatdsok

szlikségesek.

5. ANYAG ES MODSZER
5.1. Mintavétel és a mintak laboratériumi vizsgalata

A mintagyiijtés 2019 kezdetétél 2020 Oszéig, az Allatorvostudomanyi Egyetem
Kisallatklinikajanak nefrologiai szakrendelésén ¢és intenziv terapias osztalyan zajlott. A
kutatasba akut vagy kronikus vesebetegséggel diagnosztizalt azotaemias kutyéakat vontunk be,
igy a populéciot osszesen 31 kutya alkotta, akik koziil 9 esetében akut, 22 esetében pedig
kronikus vesebetegséget allapitottunk meg. A részletes koreldzmény felvétele utan valamennyi
kutyan fizikalis vizsgélatot és hasi ultrahang vizsgalatot végeztiink, amelyeket szamos
alkalommal vérnyomasmérés kovetett. Ezutan a rutin diagnosztikai vizsgalatok részeként
minden beteg esetében vér- és vizeletvételre keriilt sor. A vérvétel a megfeleld teriilet
fertdtlenitése utan a v. cephalica antebrachiibol, a v. saphena lateralisbol vagy a v. jugularis
externabol tortént, K-EDTA-val (trikalium-etilén-diamin-tetraecetsav) alvadasban gatolt,
valamint szérum-szeparatoros mintavételi csovekbe. A vizeletet a megfeleld teriilet és a
vizsgalofej fertdtlenitése utan, ultrahang altal vezérelt cystocentesissel vettiik, vagy spontan
iiritett vizeletet gyiijtottiink. A paciensek tulajdonosai az Allatvédelmi Nyilatkozat alairasaval
hozzajarultak a vizsgalatokhoz és az adatok felhasznalasadhoz.

A vér- és vizeletmintak diagnosztikai vizsgalatara 25 beteg esetében a PraxisLab Kift.
laboratériuméaban, 6 beteg esetében az Allatorvostudomanyi Egyetem laboratoriuméban keriilt
sor. A vérvizsgalat magédba foglalta a hematoldgiai, klinikai kémiai, valamint egyes specialis

paraméterek meghatarozasat. A vizeletmintdk vizsgalata soran az alap fizikai-kémiai
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paraméterek, a vizeletiiledék, illetve minden esetben a fehérje-kreatinin arany megallapitasra
kertiltek.

A vérmintak hematologiai vizsgalata soran automata vérkép-meghatarozas (Siemens
Advia 120, illetve Advia 2120i géppel) és a vérkenet morfoldgiai vizsgalata (Olympus bx45,
illetve Olympus CX31 mikroszkoppal) is elvégzésre keriilt. A mindezek soran mért
legfontosabb paraméterek a kovetkezok voltak: vordsvérsejtszam (vvs. szam), hemoglobin
(Hb), hematokrit (Htk), szarmaztatott vvs. paraméterek (MCV=atlagos vvs. térfogat,
MCH=éatlagos vvs. Hb-tartalom, MCHC=atlagos vvs. Hb-koncentracid), vérlemezkeszam,
fehérvérsejtszam €s ezen beliil az egyes sejttipusok szdma (neutrophil, basophil €s eosinophil
granulocyta, lymphocyta, monocyta, LUC=large unstained cells), illetve reticulocyta-
paraméterek (abszolut szam, %-os arany, reticulocyta-Hb, reticulocyta-MCV, reticulocyta-
eloszlasi szélesség).

A vérmintakbol iilepedéssel és centrifugéalassal nyert szérum klinikai kémiai vizsgalatat
Beckman coulter AU480, illetve Olympus 400 tipust géppel végezték. Ennek soran mért
legfontosabb paraméterek: dsszfehérje, albumin, ALT (alanin-aminotranszferaz), 6sszbilirubin,
epesavak, triglicerid, karbamid, kreatinin, egyes elektrolitok (natrium, kalium, natrium-kalium
arany, klorid), illetve specidlis paraméterek koziil vas, teljes vaskotd kapacitds, latens vaskotd
kapacitas, C-reaktiv protein. Fontos kritérium volt, hogy a kreatinin szintje meghaladja a 150
umol/l értéket. A biokémiai vizsgalatok elvégzése utan megmaradt szérummintakat -80°C-ra
fagyasztva taroltuk a hepcidin méréséig.

A vizeletvizsgalat sordan mért paraméterek a kovetkezOk szerint alakultak: szin,
atlatszosag, stirtiség, pH, fehérje, Hb, gliikkdz, keton, nitrit, urobilinogén, bilirubin, iiledék,

Osszfehérje, kreatinin, fehérje/kreatinin arany, natrium, frakcionalt natrium-iirités.

5.2. A hepcidin mennyiségi mérése

A betegekbdl nyert vérszérumbodl egyedenként legalabb 600 uL mennyiséget -80°C-ra
fagyasztottunk és ezen a hdmérsékleten taroltunk a hepcidin mennyiségi méréséhez sziikséges
mintaelokészitésig. A hepcidin  kvantitativ. mérése LC-MS/MS modszerrel az
Allatorvostudomanyi Egyetem Elelmiszerhigiéniai Tanszékén tortént. Kutatasunkban az
egészséges kutyak referenciatartomanyanak meghatarozasahoz a korabban Vizi és mtsai (2020)
altal kidolgozott modszert és mérési koriilményeket, miiszereket hasznaltuk a mérés soran. (28)

A mintaelOkészités soran egyedenként 600 puL szérumhoz 300 uL 0,1% hangyasavat
tartalmazo vizes oldatot adtunk, majd az igy kapott elegyet vortexeléssel homogenizaltuk.

Ezutan 500 pL hideg viz hozzdadasa €és ismét homogenizalas kovetkezett. (Minden oldatot,
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amelyet a vérszérumhoz adtunk, elézetesen jégben hiitottiink.) Az igy kapott, higitott
szérummintat 1500 pL metanollal és 1500 pL vizzel kondicionalt csdvekbe (Phenomex C18)
toltottiik. A nemkivanatos komponenseket 2x1000 pL  vizzel ¢és 1000 pL
viz/metanol/ammoénium-hidroxid 75/30/5 (v/v/v) oldataval mostuk ki. Ezutan kovetkezett a

leoldés fazisa, amely az 1. képen lathato.

1. kép: Mintael6készités, leoldasi fazis

Forras: sajat foto, 2020

Ennek soran a csovek tartalmahoz 3x250 uL 0,1% hangyasavat tartalmaz6 metanol oldatot
adtunk. Ezt 39°C-on, nitrogén aramban, 40 perc alatt szdrazra paroltuk, igy szilard fazis maradt
vissza, melyet visszaoldottunk 300 pL acetonitril/viz/trifluor-ecetsav 33,8/66,2/0,1 (v/v/v)
elegy hozzaadasaval. A visszaoldott mintat homogenizalas utan 4°C-on, 8000/perc
fordulatszamon, 5 percen at centrifugaltuk, majd az igy nyert feliiliszot kromatografias vialba
toltottiik, ez kertiilt az LC-MS/MS késziilék altal elemzésre.

A mennyiségi méréshez a tanszéken talalhatdé Shimadzu LCMS 8030 LC-MS/MS

késziiléket hasznaltuk, kombinalva electrospray ionisation (ESI) ionforrassal. (2. kép)

25



2. kép: LC-MS/MS késziilék

L

Forrés: sajat foto, 2020

Az analizishez kutya hepcidin standard-et (Peptides International) hasznaltunk, a
negativ kontroll pedig borju szérum volt, mert ebben a fajban a hepcidin-25 aminosav sorrendje
6 aminosavban tér el a kutyaétol. Egy vesebeteg kutya szérummintdjabol harom parhuzamos
mérés késziilt, és amennyiben a kapott értékek kozti relativ szoras nem haladta meg a 15%-0t,

a harom eredmény atlaga keriilt a statisztikai vizsgéalatba.

5.3. Statisztikai analizis

A kutatasunkba bekertilt kutyak laboratériumi vizsgalatinak eredményeit Microsoft
Office Excel 2010 programban gytijtottiik 6ssze. A vesebeteg paciensek hepcidinszintje és az
egészséges kutyak értékei kozotti szignifikancia (p<0,05) vizsgalathoz az R statisztikai program
Mann-Whitney-Wilcoxon probajat, a korrelacios vizsgalatokhoz a Pearson-féle korrelacios
tesztet alkalmaztuk. A hepcidin vizsgalatat faktor szerint kétmintds t-probaval végeztiik. A
hepcidinszint mérésének megbizhatdésagat €s pontossagat az Intra-Assay variacids koefficiens

alapjan ellendriztiik.
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6. EREDMENYEK
6.1. A vizsgalt populacié jellemzo6i

Kutatasunkban Osszesen 31 vesebeteg kutya adatai szerepelnek, fajtara, ivarra és
¢letkorra vald tekintet nélkiil. A populdcioban 28 kutya fajtatiszta volt, akik koziil legnagyobb
szdmban a yorkshire terrier (n=3) és a golden retriever (n=3) fajta képviseltette magat.
Mellettiik el6fordultak bull terrierek (n=2), berni pasztorkutydk (n=2) és csivavak (n=2),
valamint az alabbi kutyafajtaknak 1-1 egyede: bernathegyi, kozép-azsiai juhaszkutya,
schnauzer, boxer, puli, moszkvai 6rkutya, whippet, staffordshire terrier, welsh terrier,
rottweiler, ir szetter, cocker spaniel, briard, cane corso, labrador retriever és német vizsla. A
vizsgalt kutyak ivari megoszlasara jellemzo volt, hogy 14 szuka és 19 kan alkotta a populaciot;
elobbi esetében 7, utdbbi esetében 3 paciens volt ivartalanitva. A kutyak atlagéletkora 8,1 év
volt (1-14,6 év).

A 31 kutya koziil 9 esetében heveny, 22 esetében pedig kronikus vesebetegséget
allapitottunk meg. Heveny vesebetegek korében 3 kutya szenvedett valamilyen egyéb
korképtdl, melyek a kovetkezdk voltak: peritonitis (n=1), pyometra (n=1) és szepszis (n=1).
Kronikus vesebetegek esetén 2 paciensnél allt fenn a pyometra diagnozisa tarsbetegségként. Az
IRIS altal meghatarozott elvek szerint minden paciens esetében elvégeztiik a betegség
stadiumba vald besorolasat a vérplazma kreatininszintje alapjan. Az egyes stadiumok kozotti
megoszlast a 7. abra szemlélteti. Az AKI-val diagnosztizalt kutyak korében két allat tartozott a
IL., egy a III., 6t a IV., egy pedig az V. stddiumba. A CKD-ban szenvedd betegek koziil 1-1 a
IL. és III. stddiumba, 10-10 pedig a III. és IV. stadiumba keriilt. Mindezek alapjan egyértelmiien
a sulyosabb esetek fordultak el6 nagyobb aranyban, igy nem meglepd, hogy a kreatininértékek
atlaga is magas; AKI esetén 613,7 umol/L, mig CKD esetében 550,9 umol/L.

7. abra: A vizsgalt betegek megoszlasa a vesebetegség egyes stadiumai kozott

HEVENY VESEBETEGEK KRONIKUS VESEBETEGEK
Vv
(1)
v
(10)

v
(5)
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Az egészséges populacidhoz képest a betegeknek szignifikdnsan magasabb volt a
karbamid- ¢és kreatininkoncentracioja (p<0,001), tovabba szignifikdnsan alacsonyabb a

hematokrit értéke (p<0,0001), valamint a vaskoncentracidja (p<0,005).

6.2. A vesebeteg kutyak szérum hepcidinszintjének vizsgalata

A heveny vesebeteg kutyak korében 64,56 + 27,25 ng/ml atlagos hepcidinkoncentraciot
mértiink (38,5-110,1 ng/ml). Ebben a betegcsoportban tovabba az egészséges kutyakhoz képest
szignifikansan magasabb koncentraciot (p=0,004) tapasztaltunk a Mann-Whitney-Wilcoxon
probat alkalmazva.

A kronikus vesebeteg populacio esetén 42,92 + 28,28 ng/ml atlagos
hepcidinkoncentraciét mértiink (7,6-121,1 ng/ml). A CKD-val diagnosztizalt kutyak esetén
tovabba szintén szignifikdns kiilonbség mutatkozott az egészséges kutyakhoz képest (p<0,001),
amely értéket szintén a Mann-Whitney-Wilcoxon probaval kaptunk. Korképenként az
eredményeket a 8. abra mutatja be.

8. abra: A hepcidin koncentracidja egészséges, valamint AKI-ban és CKD-ban szenvedd

kutydkban
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Szignifikans eltérés az egészséges populaciohoz képest AKI és CKD soran is

6.3. Korrelaciés vizsgalatok és a hepcidin CRP szerinti vizsgalata
Kutatdsunkban statisztikai vizsgalatokkal kerestiik az 0sszefiiggést a hepcidin értéke €s
egyes laboratoriumi paraméterek kozott, amelyeket a mindennapi klinikai gyakorlatban

gyakran vesziink figyelembe a vesebeteg vagy vérszegény kutyak ellatasa soran. Ezek a
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paraméterek a kovetkezok voltak: vas, hematokrit, reticulocyta-hemoglobin, albumin és C-
reaktiv protein. A korrelacids vizsgalatokat a Pearson-féle korrelacids teszttel, a teljes, 31
kutyat tartalmazd populaciora vonatkoztatva végeztiik.

Szamitasaink soran nem tapasztaltunk szignifikans korrelaciot a hepcidin értéke €s a vas
(p=0,278, R=0,2), a hematokrit (p=0,318, R=-0,19), valamint az albumin szintje ko6zott
(p=0,120, R=-0,29). Szignifikans pozitiv korrelaciot mutatott azonban egymassal a hepcidin és
a CRP (p=0,002, R=0,54), ezen kiviil a hepcidin és a reticulocyta-Hb (p=0,0045, R=-0,51). A

szignifikans korrelaciokat a 9. abra mutatja be.

9. abra: A hepcidin korrelacioja a reticulocyta-hemoglobinnal és a C-reaktiv proteinnel
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A CRP értékét vizsgalva tovabba azt tapasztaltuk, hogy a teljes populdcioban feltlinden
nagy aranyban fordultak el6 a referenciatartomanyhoz képest emelkedett CRP-vel rendelkez6
betegek, vagyis akiknél gyulladéas allt fenn. A populdcidt igy két csoportra osztottuk; egy
normal és egy gyulladasos csoportra, amit el6bbi esetben 12 mg/L alatti, utobbi esetben 12
mg/L feletti érték jellemzett. 31 kutyabodl 25 esetében allt fenn gyulladds, mig minddssze 6
kutya esetében nem volt tapasztalhaté ez az eltérés. A gyulladasos betegeknél 56,84 ng/ml
atlagos hepcidinszintet mértiink (szoras + 27,32 ng/ml), akiknél pedig nem allt fenn gyulladas,
ott ez az érték 17,38 ng/ml volt (szoras + 7,56 ng/ml). Emelkedett CRP-vel rendelkezd, tehat
gyulladasos betegekben igy a hepcidin szintje szignifikdnsan magasabb, mint az egészséges

allatoké (p<0,001).
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7. MEGBESZELES

Kutatasunk célja az volt, hogy az allatorvostudomany teriiletén eldszor, a human
orvoslasban legmegbizhatobbnak tartott LC-MS/MS modszerrel vesebeteg kutydk szérum
hepcidinszintjét vizsgaljuk, 6sszevessiik a hepcidin referenciatartomanyaval, valamint egyes
laboratoriumi paraméterekkel. Kontrollcsoportként kutatocsoportunk korabbi tanulmanyat
hasznaltuk, ahol az egészséges kutydk ugyanezzel a modszerrel mért hepcidinszintjének
referenciatartomanya meghatarozasra kertilt (28).

Osszesen 31 kutya alkotta a populaciot, akik kdziil 9 esetében akut, 22 esetében kronikus
vesebetegséget allapitottunk meg — eldbbi diagndzis soran 3, utobbi soran pedig 2 kutyanal
diagnosztizaltunk tarsbetegséget is. Mindkét betegcsoport esetén szignifikansan magasabb volt
a hepcidin koncentracidja, mint az egészséges kutyaké. Fontos megjegyezni, hogy a hepcidin
termelddését a gyulladasos allapot stimuldlja, ezért a vizsgalt kutydknal egyidejiileg jelen 1évo
egy¢€b betegségek —, melyek minden esetben valamilyen gyulladésos allapotot eredményeznek
onmagukban is — hatasa nem elhanyagolhat6é az emelkedett hepcidinérték szempontjabol. Azt
azonban nem tudjuk megitélni, mennyire befolyasolhattak ezek a kapott eredményt.

A hepcidin vashaztartasban betoltott szerepe miatt egyes, a vérszegénység rutin klinikai
vizsgalataban fontos paraméterekkel (hematokrit, reticulocyta-hemoglobin, vas) vald
Osszefliggést kerestiik. Tekintve, hogy a hepcidin elzarja a keringés és a vordsvérsejtképzés eldl
a vasat, a human kutatdsok eredményei alapjan azt vartuk, hogy az emlitett paraméterekkel
negativ korrelacié mutatkozik. Bar a vesebeteg csoport Htk-szintje és vaskoncentricioja
szignifikansan alacsonyabb volt a kontrollcsoporthoz képest, a hepcidinnel valdé korrelacios
vizsgalatok soran a beteg csoporton beliil nem taldltunk szignifikdns Osszefiiggést, mig a
reticulocyta-Hb értékével vald korrelacié a varthoz képest pozitiv volt. Erre magyarazatot
egyeldre nem talaltunk.

A vesebetegség kutydkban gyakran jar bizonyos akut fazis fehérjék értékének
valtozasaval, melyek koziil az albumin és a C-reaktiv protein értékét vetettik Ossze a
hepcidinével. Az albumin szintje, negativ akut fazis fehérje lévén gyulladas soran csokken,
tovabba értékét jelentdsen befolyasolja a proteinuria is, amely gyakori velejardja a
vesebetegségnek. Ezek alapjan negativ korrelaciot vartunk a hepcidin szintjével, azonban az
Osszefliggés nem volt szignifikans. A CRP egy pozitiv akutfazis fehérje, vagyis vérbdl mérhetd
értéke gyulladdas soran megemelkedik, igy ezesetben pozitiv korrelaciot feltételeztiink.
Statisztikai vizsgalataink alapjan szignifikans pozitiv korreldcié mutatkozott, emellett pedig
sikeriilt igazolnunk azt is, hogy az emelkedett CRP-vel rendelkezd betegek atlagos

hepcidinszintje szignifikansan nagyobb azokhoz képest, akiknek a szervezetében nem allt fenn
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gyulladas. Ezeknek a korrelacios vizsgalatoknak a jelentdsége az volt, hogy megvizsgaljuk, a
hepcidin értéke, melyrél klinikai tapasztalataink nincsenek, hogyan viszonyul olyan
markerekhez, amelyeket a napi gyakorlatban hasznalunk, mindez pedig a hepcidin jovébeni
alkalmazasdhoz vezetd Gton fontos informacio.

Kutatdsunk alapjan heveny, illetve idiilt vesebetegségben szenveddé kutyak szérum
hepcidinszintje megemelkedik, melyhez a huméan tanulméanyok alapjan hozzajarul a koérkép
soran kialakulo gyulladdsos allapot ¢és a vesemiikodés beszikiilésével csokkend
hepcidinkivalasztés is. Az eredményeket limitalta az alacsony mintaszamu populéacid, valamint
a vesebetegség kiillonbozo stadiumai kdzotti megoszlas.

Tovabbi kutatast igényel a hepcidin diagnosztikai értéke szempontjabol, hogy a
betegség sulyossaga hogyan befolyasolja a vizsgalt fehérje szintjét, vagyis, hogy a human
orvosi eredményekhez hasonldan kutyak esetén is az elérehaladott stadiumokban szamithatunk-
e inkabb a hepcidinszint emelkedésére. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek a vashianyos anaemia
¢s a gyulladasos nemregenerativ anaemia kozotti pontosabb elkiilonité korjelzéshez, egy
vérszegény populdciot vizsgalva, valamint korrelacids szamitasokat végezve a hepcidin ¢és a
vashéaztartds egyéb paraméterei kozott (példaul TVK, ferritin, transzferrin). Hosszatava
célkitiizés tovabba, hogy a hepcidin prognosztikai értékét vizsgaljuk, tehat minden beteg
korlefolyasat szorosan kovetve meghatarozzuk, mennyiben jelzi a vizsgalt fehérje a negativ
korjoslatot. Ezen kiviil reményeink szerint a jovOben lehetdség nyilik terapids oldalrdl is
megkozeliteni a hepcidin szerepét nemregenerativ anaemias és EPO-kiegészitést igényld
kutyak korében. Mindezekhez a vizsgalatok tovabbfejlesztése sziikséges, kutatdsunk azonban
hozzajarult a vesebeteg kutydk Ujszerli diagnosztikai €és kezelési szempontjainak jovobeni

alkalmazasahoz.
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8. OSSZEFOGLALO

A heveny és a kronikus vesebetegségben szamos mechanizmus ismert, amely
vérszegénységhez vezet. Ezek kozé tartozik az utdbbi évek human orvosi kutatasai alapjan a
hepcidin nevli antimikrobidlis fehérjének tulajdonitott hatas is, melynek jelentdsége kutyak
vesebetegségeiben eddig még nem ismert. A hepcidin, mint a vasmetabolizmus legfontosabb
szabalyozd hormonja, a korkép soran kialakuld gyulladdsos folyamatok hatdsara elzarja a
szervezet vaskészletét, illetve megakadalyozza a vas felszivodasat a bélhamsejtekbdl, ezzel
hypoferraemiat és nemregenerativ anaemiat alakit ki. Tovabbi kapcsolata a
veseelégtelenséggel, hogy a fehérje csak a veséken keresztiil keriil kivalasztasra, igy a
szervmikodés besziikiilésével a csokkend glomeruldris filtracids rata hatasara tobb hepcidin
marad vissza a keringésben, mint egy egészséges szervezet esetében. A human orvosi
tanulmanyok alapjan a vérszegénység vesebetegekben negativ prognosztikai faktornak mindsiil
¢s az ¢letmindséget is rontja.

Kutatasunk célja, hogy a folyadékkromatografidhoz kapcsolt tomegspektrometria (LC-

MS/MS) segitségével meghatarozzuk akut és kronikus vesebetegségben szenvedd kutyak

crer

crer

klinikai gyakorlatban hasznalt paramétereivel (vas, reticulocyta-hemoglobin, C-reaktiv protein,
albumin, hematokrit).

Kutatasunkba 6sszesen 31 vesebeteg kutyat vontunk be, akik koziil 9 esetében akut, 22
esetében pedig kronikus vesebetegséget allapitottunk meg. Az LC-MS/MS mddszerrel tortént
méréseket kovetden a két korkép esetében kiilon-kiilon vizsgaltuk a hepcidin szintjét, a
korrelacios vizsgalatokat pedig a teljes vesebeteg populdciora vonatkoztatva végeztiik. Akut
vesebetegekben az egészséges allatokéhoz képest szignifikdnsan magasabb koncentraciot
mértiink (p=0,004), a hepcidin atlagos értéke 64,56 ng/ml (szords £27,25 ng/ml) volt. Kronikus
vesebetegekben szintén szignifikansan magasabb hepcidinkoncentracié mutatkozott (p<0,001),
az atlagos érték pedig 42,92 ng/ml (szoéras +28,28 ng/ml) volt. Emellett a hepcidin értéke
szignifikans korrelaciot mutatott a reticulocyta-hemoglobin (p=0,0045) és a C-reaktiv protein
értekével (p=0,0018).

A hepcidin vesebetegekben mért magasabb értéke a jovOben segithet a vashidnyos
anaemia ¢€s a gyulladdsos nem-regenerativ anaemia oktani elkiilonitésében, valamint a szervezet
vas statuszanak, gyulladdsos 4llapotanak ¢és EPO-kezelésre valdo fogékonysaganak

meghatdrozasaban, emellett 1j terapias lehetdségek célpontjat is képezheti.
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9. SUMMARY

Anaemia is a common feature of chronic kidney disease (CKD) and acute kidney injury
(AKI) and its pathogenesis is multifactorial. Recent researches in human medicine suggest that
anaemia may be caused by the key iron-regulatory hormone, hepcidin and its significance in
dogs is yet unknown. In kidney disease, inflammation increases blood hepcidin which
sequesters the iron in storages and inhibits enteral iron absorption, hereby it contributes to
hypoferraemia and non-regenerative anaemia. Furthermore, as glomerular filtration rate
decreases, circulating hepcidin level elevates compared to a healthy organism’s. According to
clinical studies in human medicine, anaemia in kidney disease is associated with adverse
outcomes and lower quality of life.

Our study aimes to measure serum hepcidin concentration in dogs with AKI or CKD
with liquid-chromatography tandem mass spectrometry method (LC-MS/MS) and examine
how much it differs from the reference range of healthy dogs (5,3-36,4 ng/ml). Additionally,
we examined the correlation between hepcidin and a few parameters of kidney disease and
anaemia which we use in clinical daily routine (iron, reticulocyte-hemoglobin, C-reactive
protein, albumin, haematocrit).

The study population included 31 dogs — 9 with acute kidney injury and 22 with chronic
kidney disease. After using the LC-MS/MS method, we examined the serum hepcidin levels
separately in AKI and CKD patients, however the correlation analysis was performed on the
whole population. Patients with AKI had significantly elevated hepcidin levels compared to
healthy dogs (p=0,004), with mean hepcidin of 64,56 ng/ml (deviation £27,25 ng/ml). The CKD
group with mean hepcidin of 42,92 ng/ml (deviation +28,28 ng/ml) showed also significant
difference to the healthy ones (p<0,001). Furthermore, correlation apperared to be significant
between hepcidin and C-reactive protein (p=0,0018) and reticulocyte-hemoglobin (p=0,0045).

Elevated level of serum hepcidin in kidney disease patients may help us in the future to
differentiate iron-deficiency anaemia from inflammation-related non-regenerative anaemia. In
addition, it may be useful to define iron status, inflammatory statement and responsiveness for
erythropoietin-administration. Moreover, recent studies of human medicine see the above

mentioned elevated level as a new therapeutic target.
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11. KOSZONETNYILVANITAS

Szeretném megkoszonni mindenekeldtt a témavezetomnek, Dr. Vizi Zsuzsannanak,
hogy lehetdséget kaptam mellette aktivan részt venni a kutatdsban, szakmai és emberi
hozzéaallasa is példaértékiivé valt szamomra. Kdszonettel tartozom Dr. Falus Fruzsinanak, Dr.
Szab6 Korinnanak és Dr. Manczur Ferencnek, hogy hétrél hétre betekintést nyerhettem
mellettiik a nefrologia vildgaba, nekik is kdszonhetem, hogy ennyire megszerettem ezt a
teriiletet.

Koszonettel tartozom Dr. Lanyi Katalinnak és az Elelmiszerhigiéniai Tanszék
munkatarsainak a mérési modszer kidolgozasaért, a mérések elvégzéséért és minden
készségesen atadott tuddsért, ami a mintaeldkészités és az LC-MS/MS elvének megértését
szolgalta.

Ko6szondm Bajcsayné Fabian Ibolyanak a statisztikai analizis soran nytjtott segitségét.

Szeretném kifejezni koszonetemet tovabba a PraxisLab Kft. és az Allatorvostudomanyi
Egyetem laboratoriuméanak munkatarsainak a kozremiikodéstiket €s segitokészségiiket a mintak
diagnosztikai vizsgalata soran.

Halaval tartozom a nagyszerii csaladomnak, amiért mindig hittek bennem és érdeklédve
fogadtdk a kutatds soran szerzett élményeimet és eredményeimet. Végiil, de nem utols6 sorban
pedig nagyon halas vagyok a csodas barataimnak, koziiliik legjobban Bartok Kinganak, amiért

Ok 1s mindig tamogattak és segitséget nyujtottak, amikor sziikségem volt ra.

A projekt az Europai Unid tamogatidsaval, az Eurdpai Szocialis Alap (ESZA)
tarsfinanszirozasaval valdsult meg (a tamogatasi szerzédés szama: AZ EFOP-3.6-3-VEKOP-
16-2017-00005, cime: Tudomanyos utanpétlas erdsitése hallgatok tudomanyos miithelyeinek és

programjainak tdmogatasaval, a mentoralas folyamatanak kidolgozasaval).

INNOVACIOS 18 TLCHNOLOGIAL
MINISZTERIUM

A kutatas az Innovaciés és Technologiai Minisztérium UNKP-20-2-1-ATE-2 kédszamu Uj

Nemzeti Kivalosadg Programjanak szakmai timogatasaval késziilt.
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NYILATKOZATOK

HuVetA
ELHELYEZESI MEGALLAPODAS ES SZERZOI JOGI NYILATKOZAT*

............................................................................................

..........................................................................................

Jelen megallapodas elfogadasaval a szerzé, illetve a szerzgi Jjogok tulajdonosa nem kizarélagos
Jogot biztosit a HuVetA szamadra, hogy archivalja (a tartalom megvaltoztatasa nélkiil, a
megorzés és a hozziférhetdség biztositasanak érdekében) és masolasvédett PDF formara
konvertaija és szolgaltassa a fenti dokumentumot (beleértve annak kivonatat is).

Beleegyezik, hogy a HuVetA egynél tbb (csak a HuVetA adminisztrétorai széméra
hozzaférheté) masolatot taroljon az On altal atadott dokumentumbol kizar6lag biztonsagi,
visszaallitasi és megbrzési célbol.

Kijelenti, hogy az atadott dokumentum az On miive, ¢és/vagy jogosult biztositani a
megallapodasban foglalt rendelkezéseket arra vonatkozoan. Kijelenti tovabba, hogy a mii
eredeti €s legjobb tudomasa szerint nem sérti vele senki mas szerzéi jogat. Amennyiben a mii
tartalmaz olyan anyagot, melyre nézve nem On birtokolja a szerzéi jogokat, fel kell tiintetnie,
hogy korlatlan engedélyt kapott a szerz6i jog tulajdonosatol arra, hogy engedélyezhesse a jelen
megallapodésban szerepld jogokat, és a harmadik szem¢ly altal birtokolt anyagrész mellett
egyértelmiien fel van tiintetve az eredeti szerz6 neve a miivon beliil.

A szerz8i jogok tulajdonosa a hozzaférés korét az alabbiakban hatirozza meg (egyetlen, a
megfeleld négyzetben elhelyezett x jellel):

engedeélyezi, hogy a HuVetA-ban -ban tarolt miivek korlatlanul hozzaférhetévé val janak
X avilsghlon,

az Allatorvostudoményi Egyetem belsé halozatara (IP cimeire) korlatozza a feltoltott
dokumentum(ok) elérését,

a Konyvtarban talalhaté, dedikalt elérést biztosité szamitogépre korlatozza a feltoltstt
dokumentum(ok) elérését,

csak a dokumentum bibliogréfiai adatainak és tartalmi kivonatanak feltdltéséhez jarul
hozza (korlatlan hozzaféréssel),
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Kérjiik, nyilatkozzon a négyzetben elhelyezett jellel a helyben hasznalatrél is:

>< Engedélyezem a dokumentum(ok) nyomtatott valtozatanak helyben olvasisat a
konyvtarban.

Amennyiben a feltoltés alapjat olyan mii képezi, melyet valamely cég vagy szervezet
tamogatott illetve szponzoralt, kijelenti, hogy jogosult egyetérteni jelen megallapodassal a miire
vonatkozoan. =

A HuVetA tlizemeltetdi a szerzo, illetve a jogokat gyakorlé személyek ¢s szervezetek iranyaban
nem vallalnak semmilyen felelosséget annak jogi orvoslasara, ha valamely felhasznalo a
HuVetA-ban engedéllyel elhelyezett anyaggal térvénysérté modon visszaélne.

Ao Nede Qietene
\J
alairas
szerz6/a szerzoi jog tulajdonosa

A HuVetAMagyar Allatorvos-tudomdnyi Archivum — Hungarian Veterinary Archive az
Allatorvostudomanyi Egyetem Hutira Ferenc Konyvtdr, Levéltar és Miizeum dltal miikidtetett
egyetemi és szakteriileti online adattar, melynek célja, hogy a magyar allatorvos-tudomany és
-torténet dokumentumait, tudasvagyonat elektronikus formaban osszegyiijtse, rendszerezze,
megorizze, kereshetévé és hozzaférhetéve tegye, szolgaltassa, a hatalyos jogi szabalyozasok
figvelembe vételével.

A HuVetA a korszerii informatikai lehetoségek felhasznalasaval biztositia a konnyi, (internetes
kereségépekkel is miikodo) kereshetdséget és lehetoség szerint a teljes szoveg azonnali elérését.
Célja ezek révén

- a magyar allatorvos-tudomany hazai és nemzetkozi ismertségének névelése;

- a magyar dallatorvosok publikaciéira torténd hivatkozasok szamanak, és ezen
keresztiil a hazai allatorvosi folyoiratok impakt faktoranak névelése;

- az Allatorvostudomanyi  Egyetem és az egyiittmiikodé  partnerek
tudasvagyonanak koncentralt megjelenitése révén az intézmények és a hazai
allatorvos-tudomany tekintélyének és versenyképességének novelése;

- aszakmai kapcsolatok és egyiittmiikodés eldsegitése,

- anyilt hozzdférés tamogatdsa.
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NYILATKOZAT TDK- ES DIPLOMAMUNKA AZONOSSAGAROL

Alulirott  ....... N b“\\‘:\ \\ e Q\&&E . b‘\\ \\‘t\ .................. .. nyilatkozom,  hogy

diplomamunkam, melynek cime
WEERATEG IRIAERAN LMY [MS MEVIARREY

.......................................................... tartalmi és formai szempontbdl teljes
mértékben megegyezik azonos cimi, a ....J.08N..... évi TDK konferencian szerepelt
dolgozatommal.

Budapest, 2020.10.30.

Marton Rege Anna
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